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1. INTRODUCCION, OBJETIVOS Y  PRINCIPALES
RESULTADOS.

La Familia Leguminosae (Fabaceae), comprende de 17.000 a 19.000 especies
incluyendo hierbas, arbustos y arboles, con representantes en casi todos los biomas
terrestres (Lewis, 2005). Entre las caracteristicas mds importantes de las
leguminosas se encuentran el alto contenido en proteina de su fruto y el contenido
en fibra, almidon, vitaminas, minerales y componentes bioactivos (Rebello et al.,
2014). Los principales efectos beneficiosos que han sido descritos relacionados con
el consumo de las leguminosas han sido sobre el metabolismo glucidico, ya que
son capaces de disminuir la glucemia en sangre asi como la resistencia a la insulina.
Han sido muchos estudios los que han descrito este beneficio, conjuntamente con
otros efectos positivos sobre el metabolismo lipidico, entre los que destacan la
disminucion los niveles plasmaticos de colesterol total, colesterol — LDL vy
triglicéridos (Barrios-Ramos et al., 2012; Shahraki et al., 2011; Simao et al., 2014;
Te Morenga et al., 2011; Tovar et al., 2014, Kapravelou et al., 2013).

A nivel agronémico o ecologico, otra de las propiedades mas importantes de las
leguminosas es su capacidad para formar asociaciones simbidticas con bacterias del
suelo, mediante la que se lleva a cabo el proceso de fijacidén de nitrégeno ya que el
80% de la fijacién bioldgica de nitrégeno en suelos agricolas proviene de la
Interaccion simbiotica entre los rizobios y las leguminosas (Pena and Pueyo, 2011a).
En este sentido, Medicago sativa (alfalfa), forma asociaciones simbioticas con Ensifer
meliloti y debido a su gran capacidad de adaptacién es un cultivo de rotacion
importante, proporcionando estructura al suelo y aporte de nitrégeno. Ademads, M.
sativa, es una leguminosa muy valorada como forraje debido a su alto valor
nutritivo, ya que la materia verde de las plantas de alfalfa contiene del 17-22% de
proteina total. Asi mismo, la planta desecada no solo incluye nutrientes, sino
también componentes bioactivos (Gholami et al., 2014) a los que se le han
atribuido, entre otras funciones, la capacidad de disminuir la presion arterial (Kapel
et al. 2006).

El rendimiento de la productividad de la alfalfa, al igual que otras muchas plantas

y leguminosas, se ve reducido bajo condiciones de estrés salino (Munns and Tester,



2008), y se estima que el 20 % de la tierra irrigada en el mundo esta afectada por la
salinidad (Yamaguchi and Blumwald, 2005). Los suelos salinos se encuentran
distribuidos por todo el planeta, estando muy bien representandos en el sur de
Espafia, concretamente en el norte de la provincia de Granada los suelos Solonchak
ortico (IUSS Working Group WRB, 2007) 6 Xeric Calcigypsid (Soil Survey Staff,
2010).

El estrés salino, afecta mayoritariamente a los cultivos de suelos deficientes en
nitrogeno, ya que se disminuye el nimero de rizobios que colonizan, infectan y
desarrollan nodulos en la raiz (Bouhmouch et al., 2005) y por tanto la capacidad de
fijacion de nitrogeno (Shamseldin and Werner, 2005). Si bien, aunque la
productividad de los cultivos puede disminuir, ha sido demostrado que la calidad
de los mismos es susceptible a aumentar, tanto en su composicion nutricional como

funcional (Colla et al., 2013).

Ademas, ha sido descrito que la inoculacion de rizobios especificos sobre
leguminosas conjuntamente con distintas cepas bacterianas pueden aumentar la
productividad de las plantas cuando son cultivadas bajo este tipo de estrés abidtico
(Ahmad et al., 2011, 2013; Fatnassi et al., 2013). En este sentido, Halomonas maura
es una bacteria halofila moderada que es capaz de crecer en un amplio rango de
concentraciones salinas y puede fijar nitrogeno bajo condiciones microaerobicas
(Argandofia et al., 2005); incluso tiene la capacidad de sintetizar un exopolisacarido,

el maurano (Arias et al., 2003).

Por todo lo anteriormente dicho, en la presente tesis doctoral, se plantearon dos

fases de trabajo con los siguientes objetivos:

FASE 1. Potenciar el crecimiento, valor nutricional y funcional de la leguminosa
M. sativa, cultivada bajo condiciones especificas de salinidad: 1) en invernadero y
2) en campo, co-inoculando la leguminosa con su rizobio especifico Emnsifer

meliloti y 1a bacteria Halomonas maura.

La salinidad ejercié efectos negativos sobre las plantas de alfalfa, pero la co-
inoculacion de la leguminosa con las dos bacterias, cuando se cultivd bajo
condiciones de invernadero promovié una mejora de la productividad, de los

parametros fisioldgicos (leghemoglobina y potencial hidrico), asi como un aumento



en el contenido mineral de la alfalfa, especialmente calcio y magnesio. Ademas
aumento su capacidad antioxidante, cuando la planta fue co-inoculada con las dos
bacterias, H. maura y E. meliloti. Teniendo en cuenta estos resultados, se cultivo
alfalfa en invernadero a la concentracion de sales 100 mM, y con los dos
tratamientos bacterianos: inoculada con E. meliloti o co-inoculada con E. meliloti y

H. maura para obtener material vegetal suficiente para llevar a cabo la Fase 2.1.

Con respecto al experimento llevado a campo, se observo que la co-inoculacion
produjo un aumento de la productividad de la alfalfa, que incluso lleg6 hasta un

50% con respecto a las plantas que no fueron inoculadas.
FASE 2.

Fase 2.1. Ensayar M. sativa (inoculada con E. meliloti o co-inoculada con E.
meliloti y H. maura) como fuente de proteina, fibra y Ca en un modelo

experimental de rata Wistar en crecimiento.

En esta fase se observd que la utilizacion de la alfalfa como unica fuente de
proteina, disminuy06 su digestibilidad y conllevé a una disminucion del incremento
de peso. Sin embargo algunos beneficios de la administracion de alfalfa se
observaron: disminuy6 el peso del higado, la glucosa plasmatica, triglicéridos,
colesterol total plasmatico y se produjo un aumento de los minerales totales en
mausculo, y de P, Mg y Ca en hueso; asi como una mejora en la utilizacién nutritiva
de Mg. Las diferencias encontradas entre los dos tratamientos de alfalfa no fueron

remarcables.

Fase 2.2. Ensayar M. sativa, cultivada en campo, como fuente de fibra y
componentes bioactivos, en un modelo experimental de rata espontaneamente

hipertensa (SHR) y su control normotenso Wistar Kyoto (WKY).

Los resultados mas relevantes que se obtuvieron fueron una leve mejoria en los
valores de presion arterial mediada por el consumo de alfalfa en los animales
hipertensos. Asi mismo, se observo una disminucion del riesgo de sufrir nefrolitiasis.
Ademas el consumo de alfalfa ejerci6 efectos beneficiosos en los animales que
desarrollaron hipertension como algunos parametros del metabolismo lipidico

disminuyendo el peso del higado, los niveles plasmaticos de triglicéridos y



colesterol. Con respecto al metabolismo glucidico los niveles de glucosa plasmatica
disminuyeron, el area bajo la curva tras un test de tolerancia oral a la glucosa
también se vio disminuido, y las enzimas Ck-MB (marcadora de dafio cardiaco) y

fosfatasa alcalina (marcadora de dafio hepatico) disminuyeron sus actividades.

Otro de los efectos positivos fue la disminucién de la formacion de especies
reactivas del acido tiobarbitirico que debido al desarrollo de la hipertension se
formaron en el higado, ademas el consumo de alfalfa consigui®6 aumentar la
actividad enzimatica de la glutatiébn peroxidasa que habia dismininuido en el
higado de los animales hipertensos. Incluso el consumo de alfalfa aumentd la
expresion génica del péptido GLP-1 en muestras de colon de los animales

hipertensos.



1. INTRODUCTION, OBJECTIVES AND MAIN FINDINGS.

Leguminosae (Fabaceae) family, consists of 17.000 to 19.000 species, including a
wide variety of herbs, bushes and trees, found in almost every terrestrial biomes
(Lewis, 2005). Among the most important characteristics of leguminous, high
protein content of their seeds, fibre content, starch, vitamins, minerals and bioactive
compounds are encountered (Rebello et al., 2014). The principal beneficial effects
so far described, have associated the consumption of legumes with glucose
metabolism since legumes have been described to reduce plasmatic glucose as well
as improve insulin resistance. There are many studies that have attributed this
beneficial effect to legumes, in addition to other positive effects on lipid metabolism
among which the reduction of plasma total-, LDL- cholesterol and triglycerides
content have been pointed out (Barrios-Ramos et al., 2012; Shahraki et al., 2011;
Simao et al., 2014; TeMorenga et al., 2011; Tovar et al., 2014, Kapravelou et al.,
2013).

Another property of legumes, in an agronomic and ecologic level, is their capacity
to establish symbiotic relationships with soil bacteria through which the capture of
nitrogen 1s carried out. It is known that 80% of the biologic capture of nitrogen in
agrarian soils comes from the symbiotic interaction established between the bacteria
rhizobium and leguminous plants (Pefia and Pueyo, 2011a). In this regard,
Medicago sativa (alfalfa) establishes symbiotic associations with Ensifermeliloti and
due to its high adaptability is considered a very important rotation crop, regaining
soil stability and releasing nitrogen back into the soil. In addition, M. sativa is a
highly valuated legume as fodder due to its high nutritional value, since the
greenery material of alfalfa contains 17-22% of its total protein content. Likewise,
the dried plant not only contains nutrients but also bioactive compounds (Gholami
et al., 2014) on which there have been attributed among others, hypotensive

properties (Kapel et al. 2006).

The productivity performance of alfalfa, as usually occurs to other plants as well,
is reduced by saline stress (Munns and Tester, 2008), and it is estimated that 20%

of the irrigated soil worldwide 1s affected by salinity (Yamaguchi and Blumwald,



2005). Saline soils can be found all over the planet, as well as in south Spain and
specifically in the north region of Granada province, where the type of
Solonchakoértico soils is found (IUSS Working Group WRB, 2007) or Xeric
Calcigypsid (SoilSurvey Staff, 2010).

Saline stress mostly affects crops with nitrogen deficient soils since in this kind of
soils the number of rhizobium that colonize, infect and develop nodules in the raiz
1s decreased (Bouhmouch et al., 2005) and because of that the capacity of nitrogen
fixation is also decreased (Shamseldin and Werner, 2005). Si bien, although the
productivity of the cultivos is decreased, it has been demonstrated that their quality
may be increased, both their nutritional and functional composition (Colla et al.,

2013).

In addition, it has been reported that the inoculation of specific rhizobium on
leguminous together with different strains of bacteria can increase the productivity
of the plants when cultivated under this specific type of abiotic stress (Ahmad et al.,
2011, 2013; Fatnassi et al., 2013). In this regard, Halomonas maura is a moderate
halofila bacteria which is capable of growing under a wide range of saline
concentrations, can fix nitrogen under microaerobic conditions (Argandona et al.,
2005) and is capable of synthetizing a polysaccharide called maurano (Arias et al.,
2003).

For all the above mentioned, the present thesis includes two phases with their

specific objectives:

PHASE 1. To favour the development and the nutritional and functional value
of the legume M. sativa, cultivated under specific low salinity conditions: 1) in a
greenhouse 2) in field, both co-inoculated with its specific rhizobium

Ensifermeliloti and the bacteria Halomonas maura.

The salinity exerted negative effects on the crops of alfalfa, but the co-inoculation
of the legume with both bacteria, induced an improvement of productivity,
physiologic parameters of the plant (leghemoglobin and water potential) as well as
an increase of the mineral content of alfalfa, especially magnesium and calcium,
when cultivated in a greenhouse. In addition, the antioxidant capacity of the plant

was increased after the co-inoculation of the plant with both bacteria, H. maura y E.



meliloti. Taking into consideration these results, alfalfa was cultivated in a
greenhouse at a concentration of salts of 100 mM, and with both bacteria
treatments: inoculated with E. meliloti or co-inoculated with both E. meliloti y H.

maura in order to obtain sufficient material to carry out the experiments of Phase 2.

Regarding the field experiment, there was observed that co-inoculation produced
an increase of the productivity of alfalfa that reached 50% in comparison to the

plants that were not inoculated.
PHASE 2.

Phase 2.1. To study M. sativa (inoculated with E. meliloti or co-inoculated with
E. meliloti and H. maura) as a protein, fibre and Ca source in an experimental

model of growing.

During this phase, there was observed that the use of alfalfa as unique source of
protein decreased its digestibility which in turn induced a decrease of weight
increase. However, some beneficial effects due to the administration of alfalfa were
observed: decrease of liver weight, concentration of plasma glucose, triglycerides
and total cholesterol and an increase of total mineral content in muscle and of P,
Mg and Ca in bone. Moreover, an improvement of the nutritional utilisation of Mg
was observed. Among the two treatments of alfalfa, no remarkable differences were

found.

Phase 2.2. To study M. sativa, cultivated in field, as a source of protein, fibre
and bioactive compounds, in an experimental model of spontaneous

hypertensive rats (SHR) and its corresponding normotensive control (WKY).

Among the most relevant results of the experiments of this phase was a light
improvement of arterial pressure due to the consumption of alfalfa in the
hypertensive animals. Likewise, a decrease of nephrolithiasis risk was observed.
In addition, the administration of alfalfa produced beneficial effects in the animals
that developed hypertension, reducing parameters of lipid metabolism such as liver
weight as well plasmatic levels of triglycerides and cholesterol. Regarding glucose
metabolism, a decrease of plasma glucose concentration and area under the curve

after an oral glucose tolerance test were observed. Furthermore, the activities of the



enzymes Ck-MB (cardiac damage marker) and alkaline phosphatase (hepatic

damage marker) were decreased.

Other beneficial effects of the administration of alfalfa were the reduction of
thiobarbituric acid reactive species, which due to the development of hypertension
was increased in liver, and the increase of the activity of glutathione peroxidase
which was found decreased in the liver of hypertensive rats. Finally, the
administration of alfalfa increased the genetic expression of the peptide GLP-1 in

colon of the hypertensive animals.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Halomonas maura
2.1.1. Las bacterias halofilas: Halomonas maura.

Las bacterias halofilas se encuentran ampliamente distribuidas por distintos biomas
tanto terrestres como marinos, pudiendo localizarse en habitats como lagos salinos
y salmueras, suelos salinos, habitats salinos frios, habitats salinos alcalinos, y en
algunos alimentos salados (pescados, carnes y otros). También pueden encontrarse
en algunos habitats inusuales como instalados sobre plantas y animales desérticos

(Ventosa et al., 1998).

A pesar de la caracteristica que comparten estas bacterias haldfilas los
requerimientos y tolerancia de sales son ampliamente variables entre las distintas
especies. Segun Kushner y Kamekura (1988) los microorganismos pueden

clasificarse en:

Tabla 1. Clasificacion de los microorganismos segun sus
requerimientos salinos (Kushner and Kamekura, 1988)

Tipo de microorganismo Concentracion de NaCl

No haléfilo <0,2M
Haléfilo débil 0,2-0,5M
Halofilo moderado 05-2,5M
Halofilo extremo 25-52M

Estos requerimientos pueden variar dependiendo de la disponibilidad de nutrientes
y de la temperatura de crecimiento (Kushner, 1993). Entre las caracteristicas de
estas bacterias, quizas una de las mas importantes es el potencial para ser utilizadas
en diferentes aplicaciones industriales debido a la capacidad de producir polimeros
(Ventosa et al., 1998). Incluso poseen propiedades fisioldgicas que pueden facilitar
su explotacion con fines comerciales, ya que al crecer en altas concentraciones de

sales se minimiza el riesgo de contaminacion y sus requerimientos nutricionales son



simples, la mayoria pueden utilizar un gran numero de compuestos como fuente de

energia.

Las bacterias hal6filas moderadas constituyen un grupo fisioldgico heterogéneo de
microorganismos que pertenecen a diferentes géneros. La familia Halomonadaceae
fue propuesta como un grupo que constituia un linaje independiente dentro de la
subclase de las y-Proteobacterias, tras el trabajo que llevaron a cabo Franzmann et
al., (1988) para intentar clasificar filogenéticamente a varias especies (Halomonas
subglaciescola ACAM 12, Deleya aesta NCMB 1980, Halomonas elongata ATCC
33173y Flavobacterium halmophilum NCMB 1971). Dos décadas mas tarde, después
del estudio filogenético llevado a cabo por de la Haba et al., (2010) sobre las
secuencias génicas completas del ARNr 16S y ARNr 23S de todos los miembros
de la familia, se dividi6 a la familia Halomonadaceae en nueve géneros. Dentro de
estos se encuentran bacterias halofilas o halotolerantes como los géneros Halomonas
(Dobson and Franzmann, 1996), Chromohalobacter (Ventosa et al., 1989),
Modicisalibacter (Ben Ali Gam et al., 2007), Cobetia (Arahal et al., 2002a), Salinicola
(Anan’ina et al., 2007) y Kushneria (Sanchez-Porro et al., 2009) y bacterias no
haldfilas a los que pertenecen los géneros Carnimonas (Garriga et al., 1998) ,

Halotalea (Ntougias et al., 2007) y Zymobacter (Okamoto et al., 1993).

El género Halomonas, tal y como fue descrito por Arahal et al., (2002b), no es
monofilético sino que se encuentra separado filogenéticamente en dos grupos
representados por un gran numero de especies, encontrandose H. maura en el

primero de los grupos.

Halomonas maura

Halomonas maura es una bacteria halofila moderada que fue aislada por primera
vez en una salina de Asilah (Marruecos), por Bouchotroch et al., (2001). En su
trabajo fueron aisladas cuatro cepas bacterianas (S-7, S-30, S-31T Y S-36)
pertenecientes al género Halomonas. Al comparar las secuencias génicas del ARNr
16S, se observd que las cuatro cepas analizadas eran filogenéticamente distintas a
otras especies del género conocidas hasta ese momento, por lo que se establecié una

nueva especie que fue designada con el nombre de Halomonas maura. La cepa tipo
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propuesta para H. maura fue la S-317. Son bacilos, Gram negativos, que suelen
aparecer solos o en pares y ocasionalmente formando filamentos. Sus dimensiones
son de 7,2 - 86 X 0,6 - 0,7 um. Las células contienen granulos de
polihidroxialcanoato (PHA) y produce un exopolisacarido (EPS), maurano, que
aparece asociado a la superficie de la célula, formando una gruesa capa alrededor
de la bacteria. La bacteria es capaz de crecer en un amplio rango de
concentraciones salinas (desde el 1 al 15% p/v), aunque su concentracion Optima
de crecimiento es de un 9 % (p/v) de sales de mar y a una temperatura de 32° C.
No crece en ausencia de sales, es un organismo quimiorganotrofo y con
metabolismo respiratorio, el oxigeno es el aceptor final de electrones, aunque es
capaz de crecer anaerObicamente en presencia de nitratos (Bouchotroch et al.,
2001). Se han identificado los genes nifH en algunas de sus cepas, demostrando que
es capaz de fijar nitrogeno bajo condiciones microaerdbicas (Argandofia et al.,

2005).
2.1.2. Polisacaridos bacterianos: el maurano.

Las bacterias convierten diferentes fuentes de carbono en un diverso rango de
polimeros que varian en composicion quimica y propiedades materiales. Estos
polimeros tienen varias funciones biologicas para las bacterias ya que pueden servir
como materiales de reserva, estructuras protectoras y puede proporcionar ventajas
bajos ciertas condiciones medioambientales. Existen cuatro tipos distintos de
polimeros producidos por las bacterias: polisacaridos, poliamidas, polianhidridos

inorgénicos y poliésteres (Rehm, 2010).

Los polisacaridos bacterianos pueden ser divididos en polisacaridos intracelulares,
polisacaridos estructurales y polisacarido extracelulares o exopolisacaridos o
exopolimeros (EPS). Los EPS se producen de dos formas: a) en forma de capsula,
donde el EPS se encuentra intimamente asociado con la superficie celular incluso
mediante uniones covalentes y b) débilmente unido a la superficie de la célula.
Estos EPS proporcionan a las células bacterianas hidratacion, proteccion frente a
desecacion y a depredacion por protozoos, ademas proporcionan inaccesibilidad a
los antibidticos y capacidad de adhesidon a superficies para formar biofilms (Suresh
Kumar et al., 2007). Ademas en algunos casos, se ha demostrado que la produccién

de EPS por parte de la bacteria es indispensable para que se establezca la relacion
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simbidtica entre las especies del género Rhizobium y la leguminosa especifica, como
es el caso de Ensifer meliloti (anteriormente Sinorhizobium meliloti) cepa 1021 y

Medicago sativa (Gonzalez et al., 1996).

Maurano

El maurano (MR), es el EPS producido por H. maura cepa S30 (Bouchotroch et al.,
2001) y ha sido ampliamente descrito por Arias et al., (2003). Segun el trabajo
llevado a cabo por Martinez-Canovas et al., (2004) H. maura es la bacteria
productora de EPS cultivable mas abundante, después de haber aislado 134 cepas
de 18 diferentes habitats salinos localizados en todo el mundo, incluyendo salinas

terrestres, salinas marinas y suelos.

El MR es un heteropolisacarido sulfatado, anidnico que contiene un alto contenido
en acido urdénico. Las condiciones ideales de cultivo de la bacteria, para conseguir
el equilibrio 6ptimo entre produccién del exopolisacarido y viscosidad son una
concentracion de sales marinas de 2,5% (p/v) y 1% (p/v) de glucosa, manteniendo
el cultivo en incubacidén durante 5 dias, a 32°C y con agitacion a 100 revoluciones
por minuto (rpm). En estas condiciones se consiguen una produccion de
exopolisacarido de 3,8 £ 0,2 g por litro de medio (0,39 g/g glucosa). La
composicion del EPS bajo estas condiciones de crecimiento de la bacteria, es de un
65,34 = 0,07% (p/p) carbohidratos, 2,57 + 0,06% (w/w) proteinas, 8,14 + 0,09
(p/p) 4cido urdnico y 0,18 + 0,05 (w/w) acetilos. Su masa molecular es de 4.7 x 10°
Da. Los cuatro azucares componentes del MR son la manosa, galactosa, glucosa y
acido glucurénico. Ademas contiene fosfatos y una alta proporcion de sulfatos. Las
soluciones acuosas de MR se caracterizan por ser altamente viscosas Yy
pseudoplasticas, viscoelasticas y con un comportamiento tixotropico. Es estable en:
un rango de pH 3 - 11, tras su liofilizacion, y en presencia de azucar, sales,
surfactantes y acidos a - hidroxilicos. Ademas posee una alta capacidad para unir

cationes (Arias et al., 2003).

Debido a todas estas caracteristicas el MR ha sido considerado en diferentes
aspectos de la industria farmaceutica y médica. Se ha comprobado que es un

excelente componente para la encapsulacion de farmacos dirigidos a enfermos
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oncologicos puesto que presenta una buena biocompatibilidad y una buena
capacidad de liberacion de los farmacos (Sivakumar et al., 2014), gracias a la
estabilidad que presenta y la efectiva liberacion del farmaco bajo distintas
condiciones de pH. Ademads al ser un material biodegradable podria ser una
alternativa a otros materiales mas téxicos y su utilidad en la fabricaciéon de matrices
como soporte para material biomédico ha sido demostrada (Raveendran et al.,

2013a).

A parte de su funcionabilidad en estos ambitos, Raveendran et al., (2013b)
evaluaron la capacidad antioxidante del MR en sistemas in vitro asi como su
hemocompatibilidad. Los resultados mostraron que tanto en la linea celular de
fibroblasto de raton L1929, asi como en homogeneizados de higado de rata se
produjo una disminucion de la peroxidacidon lipidica, ademas de un ligero
incremento de la actividad glutation reductasa y superoxido dismutasa en la linea
celular. Por otra parte, el EPS no indujo ruptura en los eritrocitos manteniendo su

integridad.
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2.2. LOS SUELOS SALINOS

Los suelos contienen normalmente una solucion de sales minerales muy diluida de
la que las plantas absorben sus nutrientes. Su origen es la erosidn, meteorizacion y
solubilizacion de las rocas de la superficie que se someten a un proceso de lavado
con el agua de lluvia. Las sales causantes de la formacion de suelos salinos son las
facilmente solubles (NaCl, MgCl,, CaCl,, Na,SO, y MgSO,). Por el contrario
existen sales que son poco solubles y que pueden dar lugar a precipitaciones como
son CaCQO;, MgCO; y CaSO,.

Altos niveles de salinidad limitan el potencial agroecologico de los suelos y
representan una importante amenaza ecologica y socioecondmica para un
desarrollo sostenible. Se estima que el 20 % de la tierra irrigada en el mundo esta
afectada por la salinidad (Yamaguchi and Blumwald, 2005) y alrededor de 3,8
millones de hectareas de suelos salinos se encuentran presentes en Europa. La
salinidad del suelo puede ser debida a causas naturales como la evaporacion,
intrusién del agua marina, y a la deposicidén de sales provenientes del viento y la
lluvia. Ademas de la salinidad producida de forma natural, una proporcién
significante de tierra cultivada ha llegado a ser salina debido a la irrigacion con
aguas concentradas en sales, y ambas han provocado subidas en el nivel freatico de
estas sales que pueden llegar hasta la rizosfera de las plantas y concentrarse alli
(Munns and Tester, 2008). Areas con un clima seco pueden experimentar altos
niveles de salinidad debido a la evaporacion de aguas subterraneas que llevan las

sales hasta la superficie del suelo (Yu et al., 2012).

El estrés salino es de gran importancia en las zonas aridas y semiaridas del mundo
debido a su impacto en la reduccion de la productividad de los cultivos ya que hay
una correlacidén negativa entre el grado de estrés salino y el indice de crecimiento

del cultivo (Munns and Tester, 2008).

La salinidad de los suelos se determina mediante la medida de la conductividad
eléctrica (CE) en un extracto del suelo saturado de agua y segin este método, y los

dafos producidos sobre los cultivos, los suelos son clasificados en:
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Tabla 2. Clasificacion de los suelos en funcion de su conductividad

eléctrica. Repercusion sobre los cultivos.
CE (dSm™) Salinidad del suelo Respuesta de los cultivos

<2 Ninguna Efectos despreciables de la salinidad

Sélo se restringen la produccién de los
2-4 Escasa cultivos m4s sensibles

Se ven afectados los rendimientos de
4-8 Moderada muchos cultivos

Solo los cultivos tolerantes rinden
8-16 Alta satisfactoriamente

Sélo los cultivos muy tolerantes rinden
>16 Muy alta satisfactoriamente

2.2.1.  Suelos salinos tipo Solonchak.

Los Solonchaks son suelos que tienen alta concentracion de sales solubles en
algin momento del afio. Estan ampliamente confinados a zonas climaticas aridas -
semidridas y regiones costeras en todos los climas. Aparece vegetacion de pastos
y/o0 hierbas halo6fitas. La extension total de los Solonchaks en el mundo se estima
en unas 260 millones ha y se encuentran mas extendidos en el Hemisferio Norte,
sobretodo en las partes aridas y semidridas del norte de Africa. Estos suelos tienen
poco valor agricola y se suelen usar para pastoreo. La aplicacion de agua de riego
no s6lo debe satisfacer las necesidades del cultivo, sino que debe aplicarse un
exceso, por encima del requerimiento de riego, para mantener el movimiento

descendente en el suelo y lavar el exceso de sales de la zona de raices (FAO, 2007).
2.2.2.  Suelos Solonchak en la provincia de Granada.

Se trata de suelos desarrollados sobre materiales que contienen sales,
particularmente se ha encontrado que la mas abundante es el yeso, ademas
presentan ciertas condiciones topograficas que favorecen su evolucion. Se favorece
la formacidén de estos suelos en pequenas llanuras que constituyen una depresion a

la que afluyen las aguas de escorrentia de los suelos inmediatamente cercanos
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cargadas de sales solubles. Cuando se dispone de agua de riego y queda asegurado
el drenaje, estos suelos pueden ser cultivados, no obstante siempre conservan un
cierto grado de salinidad que condiciona el tipo de cultivo y que provoca
eflorescencias salinas en la superficie del suelo, sobre todo visibles en la época seca.
Los Solonchaks orticos estan distribuidos en tres areas dentro de la provincia de
Granada, una en la zona de Baza-Benamaurel, otra entre Cullar y Galera y la
tercera en los alrededores de La Mala (JJAA, 1999).

Figura 1: Localizacion de tres de las zonas de la provincia de Granada donde se han descrito suelos
salinos tipo Solonchak: Benamaurel, Cullar y Baza.
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2.3. LAS LEGUMINOSAS.

La Familia Leguminosae (Fabaceae), comprende de 17.000 a 19.000 especies
incluyendo hierbas, arbustos y arboles y juegan un importante papel ecoldgico,
teniendo representantes en casi todos los biomas terrestres (Lewis, 2005). El fruto
de las leguminosas al que se le da el nombre de legumbre, ha sido y sigue siendo
junto con los cereales una importante fuente de alimento, especialmente en los
paises en desarrollo. Su consumo esta aumentando globalmente, tanto por su alto
valor nutricional, debido principalmente a alto porcentaje proteico, asi como por su
valor funcional resaltando su actividad como hipoglucemiante e

hipocolesterolemiante (Asif et al., 2013).

2.3.1.  Valor nutricional.

Entre las caracteristicas nutricionales mdas importantes de las legumbres se
encuentra su alto contenido en proteina, que se situa en aproximadamente un 20 %,
pero varia en un amplio rango que va desde, por ejemplo, el 17 — 20% de su peso
seco en guisante y judia, hasta un 38 — 40% en soja y altramuz. Debido a esta
caracteristica ademas de consumirse como tal, la inclusiébn de la proteina de
legumbre en forma de harina estd siendo utilizada para mejorar las propiedades
nutricionales y sensoriales de algunos alimentos procesados. El contenido en fibra
de las legumbres también es muy variable dependiendo del tipo de legumbre y del
procesamiento al que se sometan, pero en general contiene mayor porcentaje de
fibra insoluble que soluble. El almidéon es el carbohidrato presente en mayor
proporcion en las legumbres, siendo una importante fuente de energia en la dieta
humana. Ademas las legumbres son buenas fuentes de vitaminas, minerales y

componentes bioactivos (Rebello et al., 2014).

Aunque la digestibilidad de la proteina proveniente de las legumbres es
aproximadamente un 10% mas baja que la proteina animal, debido
fundamentalmente a la presencia de factores no nutricionales, se ha demostrado
que mediante distintos procesos biotecnologicos es posible mejorar tanto la
biodisponibilidad proteica como la biodisponibilidad mineral (Porres et al., 2005,
2006).
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2.3.2. Valor funcional.

Ademas del valor nutricional de las legumbres, en las ultimas décadas, el uso de
las mismas por su valor funcional, bajo diferentes formas de administracidn, esta
siendo ampliamente estudiado y demostrado tanto en modelos experimentales

animales como en humanos.

Los principales efectos positivos que se han encontrado han sido relacionados con
el metabolismo glucidico, ya que poseen un indice glucémico bajo y son capaces de
disminuir la glucemia en sangre asi como la resistencia a la insulina. Han sido
muchos estudios los que han descrito este beneficio conjuntamente con otros
efectos positivos sobre el metabolismo lipidico, entre los que destacan la
disminucion los niveles plasmaticos de colesterol total, colesterol — LDL vy
triglicéridos (Barrios-Ramos et al., 2012; Shahraki et al., 2011; Simao et al., 2014;
Te Morenga et al., 2011; Tovar et al., 2014, Kapravelou et al., 2013).

Ademas de los efectos anteriormente citados y que son mas conocidos, otros mas
novedosos han sido y estdn siendo investigados en los ultimos afios. Entre estos
efectos, algunos ejemplos son el aumento de la expresion de fosfoprotein kinasa
activada por adenina monofosfato (pAMPk) y la disminucién de la expresion de la
enzima Acetil CoA carboxilasa (Gao et al., 2014); disminucién de los niveles de
ARNm de las citocinas factor de mnecrosis tumoral TNF-a y proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) (Hoo et al., 2010); disminucién del peso
de higado y prevencion de la esteatosis hepatica (Beltran-Debdn et al., 2011);
disminucion de la concentracién de acido urico en sangre e inhibicion de la
elevacion de la enzima alanina aminotransferasa (ALT) (Dai et al., 2013), mejora
de la capacidad antioxidante en plasma y actividades de enzimas antioxidantes en
higado (Kapravelou et al., 2014a), activacién de la expresidon de receptores
activados de proliferacion de los peroxisomas (PPARa, By y) (Zaru et al., 2013);
aumento plasmatico de insulina, péptido similar al glucagon 1 (GLP-1) y
disminucion de los niveles de péptido Y (YY) (Jahan-mihan et al., 2012),
disminucion de la concentracidon de enzimas transaminasas en plasma aspartato

aminotransferasa (AST) y ALT (Ramadan et al., 2011) etc. Nuevos efectos

18



relacionados con la prevencién de enfermedades como el cdncer estan siendo

también demostrados (Duranti, 2006).

Ademas otros efectos de las leguminosas sobre la hipertension arterial y

parametros relacionados con ésta, se describen en el apartado 2.5.4.
2.3.3. Valor agronomico y medioambiental.

Una de las caracteristicas mas importantes de las leguminosas es la capacidad para
formar asociaciones simbidticas con bacterias del suelo del orden Rizobiales de las
a-proteobacterias, colectivamente denominadas como rizobios, algunas cepas de las
a-proteobacterias no rizobiales (Velazquez, E., 2010) y B-proteobacterias del género
Burkholderia (Mishra et al., 2012). Gracias a estas asociaciones se lleva a cabo el
proceso de fijacion de nitrégeno por las leguminosas. Hellriegel y Wilfarth
demostraron en el afilo 1886 el origen bacteriano de esta fijacion de nitrégeno que se
llevaba a cabo en unas estructuras especificas desarrolladas en las raices de las

plantas leguminosas denominadas nddulos (Cheng, 2008).

Hoy dia se conoce que un 80% de la fijacidon bioldgica de nitrégeno que se
produce en los suelos destinados a la agricultura proviene de la interaccion
simbiotica entre los rizobios y las leguminosas (Pena and Pueyo, 2011a). En este
proceso, el nitrégeno molecular es reducido a amonio por el complejo enzimatico
de la nitrogenasa, es secretado por los bacteroides que forman la simbiosis y
posteriormente asimilado por la planta (Day et al., 2001). La ecuacion que define

este proceso es la siguiente:

N,+ 8H" + 8¢ + 16MgATP—2NH; + H, + 16MgADP + 16Pi

(Poole and Allaway, 2000)

La interaccion planta — rizobio es iniciada cuando la planta excreta flavonoides
desde la raiz a la rizosfera, estos se unen a proteinas bacterianas NodD, que son
reguladores transcripcionales y que activan la transcripcion de diferentes genes
rizobiales (genes nod). Entre estos genes hay varios que codifican enzimas

necesarias para la produccion de los denominados factores Nod que van a inducir
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maultiples respuestas y cambios morfologicos especificos requeridos para la
nodulacion de la planta hospedadora (Oldroyd and Downie, 2004).

Para que se lleve a cabo el proceso de fijacion de nitrogeno, la bacteria debe ser
internalizada dentro de las células del cortex de la raiz de la planta hospedadora
(Perret et al., 2000). Para ello la bacteria queda atrapada en el extremo curvo de un
pelo radicular, expresa factores Nod y un EPS activo. Esto facilita la formacion del
corddn de infeccidon (Glazebrook and Walker, 1989, Pellock et al., 2000) y este EPS
activo induce el crecimiento interno de la membrana celular del pelo radicular

dando lugar a una invasién bacteriana del interior del tejido de la planta.
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Figura 2. Sefiales emitidas por la planta y el rizobio que conllevan a la formacion del cordon de
infeccion y al desarrollo de ndédulo donde se llevard a cabo el proceso de fijacion de nitrégeno
(Oldroyd, 2013).

En el caso de interaccion simbiltica entre Ewnsifer meliloti y Medicago sativa éste
produce los EPSs succinoglicano y galactoglicano, siendo mas eficiente en el
establecimiento de la simbiosis con esta leguminosa el succinoglicano.

Cuando la bacteria alcanza el cértex interno de la planta, cada bacteria es
endocitada por una célula individualmente formando una estructura especial, el
simbiosoma. La bacteria entonces deberd diferenciarse a bacteroide fijador de
nitrégeno, expresar las enzimas del complejo nitrogenasa y mantener un ambiente
microaerobico (Fischer, 1994) gracias a la proteina leghemoglobina en los n6dulos
formados, que ademds proporciona un color rojo a los mismos cuando estos son

funcionales (Ott et al., 2005).




Figura 3. Imagen de nddulos activos formados en la raiz de Medicago sativa por la inoculacién con
Ensifer meliloti 1021.

Este proceso es de gran interés tanto ecoldgico como agronomico, ya que debido a
esta capacidad, las leguminosas pueden crecer en zonas aridas o suelos deficientes
en nitrogeno, actuando como plantas pioneras en la colonizacién y estabilizacion
de los suelos, mejorando su fertilidad y consecuentemente previniendo la erosion y

desertificacion (Peoples et al., 1995; Brockwell et al., 1995).
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Figura 4. Beneficios de la fijacion bioldgica de nitrogeno por las asociaciones simbidticas con
leguminosas.

2.3.4. Efecto de la salinidad sobre el cultivo de leguminosas.

La salinidad del suelo ejerce un efecto deletéreo sobre los cultivos que se
desarrollan sobre €1, se produce una reduccidén o inactivacion de muchas enzimas
poniendo en peligro la integridad de las membranas celulares, aumentando la
absorcion de minerales como Na*y CI' e inhibiendo la absorcion de K*, Mg**, Ca**
y Li"; causando como consecuencia malnutricién y retrasando el crecimiento ya
que se produce una ineficiente fotosintesis e inhibicion de la expansion y de la
division celular (Bauddh and Singh, 2012; Yu et al.,, 2012). Ademas, altas
concentraciones de sales en un suelo de cultivo pueden causar una reduccion del
area foliar y del diametro del tallo (Bhattarai and Midmore, 2009); asi como un
retraso en la germinacién (tanto en el indice como en el porcentaje) (Muhammad J.

et al., 2006) y en la floraciéon (Wankhade and Sanz, 2013).
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No todos los cultivos son sensibles a la salinidad de la misma forma sino que
depende del estado de desarrollo de la planta, de la especie y del genotipo (Shelden
and Roessner, 2013; Turner et al., 2013) y en general se ha descrito que los cultivos
vegetales son mas sensibles a la salinidad que los granos o forrajes (Shannon, M.C.,
1997).

El estrés salino afecta negativamente a la productividad de las legumbres,
mayoritariamente en suelos que son deficientes en nitrogeno, ya que la fijacién
simbidtica de nitrogeno es mas sensible al estrés salino que la propia legumbre
hospedadora o el rizobio de vida libre (Pefia and Pueyo, 2011a).

La salinidad afecta a los pasos iniciales de establecimiento de la interaccion
simbidtica, produciendo una disminucion de la sintesis de EPS que promueve la
formacién de nddulos (Lloret et al., 1998). Ademas disminuye el numero de
rizobios que colonizan, infectan y desarrollan nddulos en la raiz (Bouhmouch et al.,
2005) asi como la capacidad de fijacion de nitrogeno (Shamseldin and Werner,
2005) puesto que disminuye el numero de nddulos formados asi como el peso de los
mismos, incluso se produce la desintegracidn del citoplasma y la pérdida de rigidez

de la pared celular (Pefia and Pueyo, 2011b).

Se ha descrito que la inoculacién de rizobios especificos sobre leguminosas
conjuntamente con distintas cepas bacterianas pueden aumentar la productividad
de las plantas cuando son cultivadas bajo este tipo de estrés abiotico (Ahmad et al.,
2011, 2013; Fatnassi et al., 2013). Por tanto, una buena estrategia para reducir los
efectos negativos que la salinidad ejerce, podria ser la co-inoculacion de las

leguminosas.
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2.4. Medicago sativa L.

Medicago sativa L. (alfalfa) es una leguminosa muy valorada como forraje debido a
su alto valor nutritivo. Es originaria de Asia Menor, Caucaso Sur, Turkmenistan e
Iran y es endémica de toda la Region Mediterranea, Norte de Africa, Oriente
Medio, la mayoria de Europa, Siberia, Norte de la India y China (Michaud et al.,

1988; Quiros and Bauchan, 1988). Su clasificacion taxondmica:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Trifoliaceae
Género: Medicago
Especie: sativa
Nombre binomial: Medicago sativa Linn.

Es una planta plurianual, herbacea, con las hojas trifoliadas y con el margen
aserrado. Sus flores son de color violeta a purpura, amarillas e incluso blancas y las
inflorescencias numerosas se agrupan en racimos densos terminales. Estas flores
dan lugar a semillas en vainas con forma de espiral. Con respecto a los
requerimientos ambientales para su cultivo, soporta un amplio rango climatico
tolerando el calor e incluso una sequia moderada. Necesita terrenos profundos y
permeables, con pH 6ptimo de 7,5. Es capaz de tolerar relativa salinidad, pero es

muy sensible cuando se produce encharcamiento.

Debido a su gran capacidad de adaptacion la alfalfa es un cultivo de rotacion
importante, proporcionando estructura al suelo y aporte de nitrogeno (220 Kg/N
por ha y afio), formando asociaciones simbioticas con el rizobio Ewnsifer meliloti. Su
cultivo estd estratégicamente potenciado ya que los cultivos persistentes en el
tiempo permiten limitar los riesgos de erosion y la alfalfa como cultivo plurianual (4
0 5 afios sobre la misma superficie) presenta ventajas frente a otros cultivos como
cereales, oleaginosas y proteaginosas (guisante, altramuz...) (Subyaga and Moreno,

1998).

El cultivo de la alfalfa en Espafna se extiende por todo el territorio con una
superficie muy cercana a las 250.000 has, con especial peso en el Valle del Ebro y
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Castilla Leon. Las siembras se llevan a cabo en otofio (51%) y primavera (49%). El

95% de las mismas procede del ecotipo Aragon (AEFA, 2012).
2.4.1. Composicion.

La traduccion literal de la palabra alfalfa es al-fac-facah, que en ardbico significa
“padre de todos los alimentos”, aunque ha sido cultivada y utilizada
principalmente como forraje para el consumo animal, estd ganando mucha
atencion como componente en la nutricién humana y estd comenzando a utilizarse
directamente en forma fresca adicionada a ensaladas y otros platos de verduras o en
extractos como concentrado proteico o suplemento nutricional (Stochmal et al.,

2001).

La materia verde de las plantas de alfalfa contiene del 17-22% de proteina total, es
rica en aminoacidos no esenciales, acidos grasos saturados (palmitico y estearico),
monoinsaturados (oleico), poliinsaturados (linoleico, linolénico), vitamina A (j-
caroteno), B1, B2, B3(PP), B5, B6, B§, B9, B12, C, D, E, K, U y minerales Ca, Cu,
Fe, Mg, Mn, P, K, Zn y Si, acidos orgédnicos: malico y fumarico. El contenido de
fibra cruda en material verde es relativamente alto (sobre 230 — 300 g/kg de peso
seco). Las fracciones de celulosa y lignina constituyen aproximadamente un 40-
45% de peso seco; ademas de presentar pectinas (8% aproximadamente) y un 10%
de hemicelulosa. La planta desecada de la alfalfa no solo incluye nutrientes,
minerales y vitaminas, sino también sustancias fitoquimicas (caroteno, clorofila,
cumarinas, isoflavonas, alcaloides, saponinas), metabolitos secundarios de plantas
(fitoestrégenos: isoflavonas y cumestrol) y componentes no nutricionales (fitatos, L-
canavanina, saponinas) (Gawel, 2012). Las saponinas, junto con los taninos, son
consideradas los mayores componentes no nutricionales encontrados en la alfalfa
que pueden causar una reduccion en la utilizacion de los nutrientes, alterando la
permeabilidad del intestino delgado (Kumar, 2011), pero a su vez pueden tener

efectos beneficiosos sobre el metabolismo glucidico y lipidico.

Asi también, debido a esta composicidon en compuestos bioactivos, M. sativa esta
siendo investigada en otros campos por sus propiedades funcionales como se tratara

mas adelante.
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2.4.2. Alfalfa como fuente proteica.

En nutricién animal se han llevado a cabo numerosos estudios mostrando los
efectos positivos de la utilizacion de la proteina de alfalfa administrada como
suplemento dietético (Gawel and Grzelak, 2014); pero actualmente hay un gran
interés en el estudio de las propiedades nutricionales de la alfalfa y su aplicacién en
nutriciéon humana. En general hay un gran desconocimiento del uso de esta planta
en este sentido. Los concentrados de proteina, incluyendo la proteina de alfalfa,
comenzaron a aplicarse como respuesta a la malnutricion que estaban sufriendo
algunas poblaciones, y en las que se habian observado tanto deficiencia de ingesta
caldrica como deficiencias nutricionales. El uso de concentrados proteicos podia
dar respuesta a muchos de los déficits nutricionales especificos encontrados. Con
esta perspectiva, en el afio 1993 fue creada la Asociacion para la promocion de
extractos foliares (APEF), en la que participaron numerosos expertos del campo de
la medicina y de la agricultura, y donde se llevaron a cabo numerosos ensayos y
estudios donde se realizdé la suplementaciéon de las dietas consumidas con

concentrados proteicos de alfalfa.

Los principales paises de accion donde se llevaron a cabo con éxito estos estudios
fueron en Rumania, Nicaragua y China. Se realizaron varias pruebas de consumo
de extractos foliares de la alfalfa, como suplementos nutricionales, en personas
malnutridas (nifios de 6 meses a 6 aflos, mujeres embarazadas y/o lactantes,
ancianos...). Las dosis recomendadas para administracién de estos concentrados
proteicos fueron suplementos dietéticos de 10 g/dia para nifios y para adultos y
mujeres embarazadas de 10 — 15 g. Los resultados mds importantes que se
obtuvieron fueron una mejora del crecimiento y ganancia de peso en nifios, una
disminucion en el indice de infecciones en la poblacidn en general y un aumento de
la hemoglobina, que conllevo a una remision o desaparicion de anemias, asi como
un aumento de los niveles de retinol séricos y un desarrollo cerebral normal (Zanin,

1998).

A partir de aqui, se estuvo trabajando para incorporar a la alfalfa dentro de los
nuevos alimentos o ingredientes alimentarios, seguros para el consumo humano

bajo condiciones especificas de uso. En el afio 2009, se emiti6 el documento de
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autorizacion para su venta y se establecid el limite de maéaxima cantidad
recomendada a 10 g/dia de extracto de proteina (European Parliament and of the

Council, 2009).

Aunque ya era comunmente usada, desde ese momento la alfalfa ha sido
incorporada de distintas formas a la alimentacion diaria: como puré, tortilla, té,
croquetas, soufflé, sopas y ensaladas, utilizando el producto tanto crudo como
cocinado. Ha sido ampliamente utilizada como alimento humano en parte de
Rusia, China y América, incluso en Sur Africa es utilizada como un sustituto de la
espinaca. En Europa, la alfalfa es principalmente consumida como brotes, crudos o
cocinados, adicionados a ensaladas, sandwiches o de forma decorativa (Mielmann,
2013).

2.4.3. Alfalfa como fuente de componentes bioactivos.

La alfalfa estd compuesta por numerosos compuestos bioactivos producidos de
forma natural y con un claro papel biolégico en la planta. Ademads de este papel,
poseen utilidad farmacolodgica por la capacidad para ejercer distintos efectos a nivel
tanto metabodlico como sistémico sobre el organismo. Entre todos los compuestos
presentes, las saponinas y las isoflavonas son las sustancias bioactivas de mas alto
interés encontradas en general en todas las especies del género Medicago y en

concreto en Medicago sativa (Gholami et al., 2014).

Papel en la planta

Las saponinas son una clase estructuralmente diversa de glicosidos anfipaticos con
un esteroide o triterpenoide, que tienen la capacidad de formar soluciones
coloidales en agua y espumas estables cuando se agitan; lo que les hace ser utiles
como emulsionantes y espumantes en alimentos y bebidas. Ademas sus
propiedades farmacologicas son utiles en fitoterapia y cosmética (Osbourn et al.,
2011).

Entre los efectos beneficiosos que las saponinas ofrecen a la propia planta esta la
toxicidad que ejercen sobre muchos insectos herbivoros (Sylwia et al., 2006;
Mazahery-Laghab et al., 2011) debido principalmente al sabor amargo que la

acumulacion de saponinas produce y del que el acido zanhico parece ser el mas
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responsable. Ademas la acumulacion de saponinas en la raiz de la alfalfa protege a
la planta frente a diversos nematodos. La biomasa seca de la planta ha sido
utilizada sobre suelos infectados con nematodos mejorando la produccion y
disminuyendo las pérdidas de cultivos ocasionadas por estos parasitos (D’Addabbo
et al., 2011). Incluso se ha descrito la actividad anfifungica de las saponinas de la
alfalfa frente a hongos que afectan a cultivos; Demirci y Doélar (2006) demostraron
que la adicién de extractos de materia seca de alfalfa reducia tanto la presencia
como la severidad del hongo Phytophthora en cultivos de pimiento, y el &cido

medicagénico fue descrito como el componente responsable de este efecto.

Efectos funcionales en el organismo.

Han sido muchos los efectos farmacolédgicos y los usos de M. sativa descritos hasta
ahora, entre ellos destacan su efecto neuroprotector, hipocolesterolemiante,
antioxidante, antitlceras, antimicrobiano, hipolipidémico, estrogénico, tratamiento
de la aterosclerosis, enfermedades del corazdn, infarto cerebral, cancer, diabetes y
sintomas de la menopausia (Bora and Sharma, 2011a). Incluso su efecto

hipotensor, también ha sido descrito (Kapel et al., 2006a)

a) Actividad antifungica.

La actividad antifungica frente a patdgenos humanos también ha sido demostrada,
ya que la saponinas extraidas de las plantas de alfalfa disminuyeron el factor de
virulencia de Candida albicans, asi como el crecimiento de hifas, la adhesion y
formacion de biopelicula necesaria para provocar una infeccion (Sadowska et al.,
2014). Esta actividad antifungica también fue descrita frente a Microsporum gypseum,
Trhichophyton interdigitales y T. tonsurans, hongos que comunmente causan
enfermedades de la piel tanto en animales como humanos, ya que las saponinas de
la alfalfa mostraron una fuerte inhibiciéon del crecimiento de las tres especies de
hongos (Houghton et al., 2006). El efecto como agente antimicrobiano contra un
amplio espectro de bacterias y levaduras, también ha sido estudiado y el acido
medicagénico ha sido descrito como responsable de actuar sobre Bacillus cereus, B.

subtilis, Stapphylcoccus aureus and Enterococcus faecales (Avato et al., 2006).
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b) Actividad hipocolesterolemiante

Se han llevado a cabo diferentes estudios in vivo, para evaluar el efecto de distintos
extractos provenientes de la alfalfa sobre parametros relacionados con el
metabolismo lipidico. Khaleel et al. (2005) realizaron extractos en diversos estadios
vegetativos de las plantas de alfalfa y en diferentes localizaciones de cultivo que
finalmente fueron administrados a conejos que consumian una dieta alta en
colesterol. Los principales resultados fueron una disminucidén significativa en
colesterol total y LDL. Ademas, todos los extractos de alfalfa tuvieron una
actividad anti - aterosclerotica que fue observada en la normalizacidon de secciones
de aorta comparada con grupos control que no fueron administrados con los
extractos. Recientemente ha sido llevado a cabo un estudio por Shi et al., (2014) en
el que se administrd un extracto de alfalfa con saponinas a ratas hiperlipidémicas
consiguiendo efectos positivos sobre el metabolismo lipidico. Se produjo una
disminucion de la expresion de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (Hmgcr) y
de acetil — CoA — acetil transferasa (Acat2), con una sobreexpresion de la colesterol
7 — o — hidroxilasa (Cyp7al) y del receptor de LDL (Ldlr) en el higado de los
animales tratados con los extractos, de manera que los niveles de LDL plasmaticos
se vieron dradsticamente reducidos mientras que los de HDL aumentaron, y la
excrecion fecal de colesterol y acidos biliares aumenté significativamente, mediada

por la administracion de extractos de alfalfa.

¢) Actividad hipoglucemiante:

Las hojas de alfalfa han sido utilizadas tradicionalmente en infusion para el
tratamiento de la diabetes en el sur de Africa, y muchos estudios se han llevado a
cabo para comprobar sus efectos en décadas anteriores. Swanston-Flatt et al., (1990)
estudiaron este efecto en un modelo experimental de raton donde la diabetes fue
inducida por administracion de estreptozotocina. La administraciéon de alfalfa
produjo una disminucién de la glucosa basal en plasma, asi como una disminucién
en la ingesta y peso corporal. Los efectos sobre la diabetes fueron atribuidos a la
presencia de Mn en las plantas de alfalfa. Posteriormente, Gray and Flatt (1997)
intentaron explicar el mecanismo de accion estudiando el transporte de glucosa y su
metabolismo en musculo esquelético de raton (con diabetes inducida o no), y la

secrecion de insulina en un cultivo de la linea celular BRIN-BD11. La alfalfa
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administrada como una infusion en el agua de bebida, incorporada en la dieta, o en
forma de extracto para la linea celular, redujo significativamente la hiperglucemia
ya que la concentracién plasmatica de glucosa de los ratones diabéticos que
recibieron alfalfa fue similar a la del grupo control no diabético. Ademas, el
transporte de glucosa en el musculo esquelético fue mejorado; y el extracto acuoso

de alfalfa estimuld la secrecidn de insulina en las células BRIN-BD11.

Similares resultados fueron encontrados en el estudio llevado a cabo por Al-Awadi
et al., (2004), donde los extractos de alfalfa disminuyeron significativamente los
niveles de glucosa sanguinea. El contenido en minerales como Zn, Se, Cu y
especialmente Mn, aumentaron significativamente en pancreas, higado y plasma
comparado con el grupo de animales diabéticos no tratados. Ademas, la reduccién
o pérdida de tincién de insulina en los islotes de animales diabéticos, fue
parcialmente restaurado por la administracion de la alfalfa, efecto de nuevo

atribuido a la presencia de Mn.

d) Actividad antioxidante, neuro y cardioprotectora:

La capacidad antioxidante y neuroprotectora de la alfalfa frente a la isquemia
cerebral también ha sido descrita. En un estudio llevado a cabo por Bora and
Sharma, (2011b), extractos en metanol de las plantas, fueron administrados
oralmente a ratones a los que se les indujo una isquemia cerebral. Los principales
efectos encontrados demostraron que el pretratamiento con estos extractos atenud
el volumen de infarto cerebral y la formacidn de radicales oxidrilo hasta un 54% y
50% respectivamente, ademds la concentracién de especies reactivas del acido
tiobarbiturico (TBARSs) en cerebro se vio significativamente disminuida, incluso la
disminucion de los parametros bioquimicos como glutation (GSH) y superoxido

dismutasa (SOD), producida por la isquemia, fue revertida.

En un trabajo posterior realizado por Al-Dosari, (2012) se ensayo el efecto de
extractos de hojas frescas de alfalfa liofilizados, dosificados oralmente, sobre la
capacidad antioxidante y el efecto hepatoprotector en ratas a las que se indujo
hepatotoxicidad por administracién intraperitoneal de tetracloruro de carbono

(CCly). Las conclusiones finales de este trabajo demostraron principalmente, que el
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pretratamiento con alfalfa previno la elevacion de AST, ALT y de la gamma
glutamil transpeptidasa (y-GT) y bilirrubina. Los niveles plasmaticos de colesterol
total, LDL y LDLv disminuyeron significativamente con la adicion de alfalfa,
mientras que el HDL se vio aumentado, comparado con los grupos de animales
tratados so6lo con CCl,. La concentracion de TBARs en higado y la inflamacion
evaluada histologicamente también se redujeron significativamente con la alfalfa.
Todos estos efectos relacionados con la presencia de saponinas e isoflavonoides.

La polisavona es un extracto de las plantas de alfalfa que contiene polisacaridos,
saponinas, flavonoides, proteina y otros factores desconocidos. Este compuesto fue
ensayado en pollos administrdndolo en la dieta a distintas concentraciones, y los
resultados mostraron una disminucion de la grasa abdominal (Dong et al., 2007) asi
como un aumento de la actividad SOD-t y glutatién peroxidasa (GPx) en plasma e
higado, y una disminucioén de los niveles de malonil - dialdehido (MDA) en plasma
(Dong et al., 2011).

La actividad antioxidante de los péptidos de las hojas de alfalfa obtenidos por
hidrolisis de las mismas con proteasas, fue demostrada en diferentes modelos in
vitro donde se comprobOd que existen numerosos péptidos de pequefio peso
molecular que tienen la capacidad de donar electrones e hidrégeno, asi como

secuestrar radicales superdxido, hidroxilos y DPPH (Xie et al., 2008).

Estudios realizados sobre diferentes cultivos celulares en modelos de eritroleucemia
K562 y adenocarcinoma de mama MCF-7, melanoma de raton B16 y lineas de
leucemia murina L1210 y P388, han dado como resultado en general citotoxicidad
e induccién de apoptosis en células tumorales y quimiorresistentes administrando
extractos de hojas de alfalfa. Estos efectos fueron atribuidos a la presencia de

flavonoides en las plantas de alfalfa (Gatouillat et al., 2014).

Aunque el efecto cardioprotector de la alfalfa ha sido descrito anteriormente, un
estudio reciente llevado a cabo por Gomathi et al., (2014) ha evaluado el efecto de
extractos etanolicos de la alfalfa sobre ratas Wistar albinas en las que se indujo un
infarto de miocardio a través de la inyeccion intraperitoneal de isoproterenol. Se
administraron extractos de alfalfa por la misma via y los resultados mostraron una
disminucion de las enzimas séricas transaminasas AST y ALT en los grupos

infartados, asi como de las enzimas cardiacas lactato deshidrogenasa (LDH) y
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creatina kinasa (CK- MB). Ademads se observd un incremento de las actividades
enzimaticas de catalasa (CAT), SOD y GPx en homogeneizados de tejido cardiaco
y una disminucién de la peroxidacién lipidica. Aunque no se ha llegado a dilucidar
el mecanismo que lo explicaria, estos efectos han sido atribuidos a la presencia de

antioxidantes en los extractos de la alfalfa.

Los efectos positivos de la proteina y de los diferentes componentes fitoquimicos
presentes en los extractos obtenidos a partir de la alfalfa han sido estudiados por
muchos autores, sin embargo, poco hay descrito con respecto a los efectos de los
polisacaridos de la planta. En el trabajo llevado a cabo por Wang et al., (2014), se
ha demostrado el efecto protector in vitro de los polisacaridos de la alfalfa sobre
hepatocitos después de inducir dafio oxidativo con H,0O, sobre el cultivo, los
extractos restauraron las actividades de las enzimas antioxidantes SOD y CAT,

aumentando la capacidad antioxidante de los hepatocitos.
e) Actividad hipotensora:

El efecto hipotensor de la alfalfa, y en concreto de un hidrolizado industrial de
concentrado de proteina blanca de la leguminosa, fue ensayado en un modelo de
rata espontaneamente hipertensa (SHR). Distintas concentraciones del hidrolizado
fueron estudiadas, y el efecto observado fue dosis — dependiente, siendo la de mas
efecto de 0,5 g/kg de peso. La administracion se realizod por via oral y la presion
sanguinea fue determinada 0, 2, 4 y 6 horas después de la administracion del
hidrolizado. La méaxima reduccién de la presion sanguinea ocurrié a las 4 horas

donde se observo una disminucién de 29,10 mmHg (Kapel et al., 2006a).
f) Otras actividades:

Se han ensayado diferentes extractos en metanol de la parte aérea de Medicago
sativa sobre la actividad anti-ansiolitica en un modelo experimental de raton que
sufre ansiedad y los resultados mostraron que la fraccién extraida en etil- acetato,
donde se detectd la presencia de flavonoides, exhibidé una significante actividad
ansiolitica; estos flavonoides naturales, la mayoria de ellos presentes en las plantas
de alfalfa, han sido descritos por su actividad anti-ansiolitica y se les ha atribuido

estos efectos (Bora and Sharma, 2011c).
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La presencia de L-canavanina, un aminoacido no proteico cuya funcién en la
planta es el almacén de nitrégeno en la semilla de la planta, ha sido descrito como
un potente antagonista que exhibe actividades antimetabdlicas en muchos sistemas
vivos, y ha sido descrita por producir un sindrome autoinmune como el lupus
(Akaogi et al., 2006) después de la ingesta de semillas de alfalfa. Sin embargo,
estudios mas recientes donde los extractos de brotes de alfalfa de etil - acetato se
administraron como parte de la dieta para evaluar su efecto sobre la severidad de la
enfermedad de lupus eritematoso sistémico en un modelo de raton MRL-Ipr/lpr
propenso a la enfermedad, mostraron una atenuacion de la respuesta inflamatoria y
de las citoquinas de los linfocitos reactivos, asi como una disminucion de la
severidad de la enfermedad, un incremento de la supervivencia y de la esperanza de

vida (Hong et al., 2009).
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2.5. HIPERTENSION ARTERIAL.

2.5.1.  Definicion, prevalencia y regulacion.
Definicion.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece los valores de PA normal
en el adulto en 120 mmHg para la presion sistélica (PAS) y en 80 mmHg para la
presién diastélica (PAD); y acepta que se alcanza la hipertension arterial (HTA)
cuando la PAS es > 140mmHg y la PAD > 90mmHg.

Otra de las definiciones mas aceptada y algo mas compleja, es la establecida por la
Sociedad Europea de Hipertension (SEH) y la Sociedad Europea de Cardiologia
(CES) (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de la Presion arterial segun la Sociedad Europea de Hipertension y la

Sociedad Europea de Cardiologia (Mancia et al., 2013).

Clasificacién PA sistolica PA diastdlica
(mmHg) (mmHg)
Optima <120 <80
Normal 120 - 129 80 -84
Limite alto de la Normalidad 130- 139 85-89
Hipertension arterial de grado I (leve) 140 - 159 90 -99
Hipertension arterial de grado II (moderada) 160 - 179 100 - 109
Hipertension arterial de grado III (grave) > 180 >110
Hipertension sistolica aislada > 140 <90

Prevalencia de la hipertension arterial.

Las enfermedades cardiovasculares son responsables de 17 millones de muertes
por afio (1/3 del total). Y entre ellas las complicaciones ocasionadas por la
hipertensién causan 9,4 millones de muertes al aflo (un 45% debido a muertes por
cardiopatias y un 51% por accidente cerebrovascular). En la poblacién mundial el
40% de los adultos mayores de 25 anos presentan HTA, registrandose la maxima
prevalencia en Africa con un 46% mientras que la maés baja se da en América con
un 35% de la poblacion afectada. Hay un aumento progresivo de la prevalencia de

la HTA debido fundamentalmente al envejecimiento de la poblacién y al aumento
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de algunos de los factores de riesgo sobre todo de tipo comportamental (dieta poco
saludable, alcohol, inactividad fisica, tabaco y exposicién a situaciones de estrés)
(WHO, 2013).

Segtin la Asociacion de la Sociedad Espaiola de la Hipertension - Liga Espafiola
para la Lucha contra la Hipertension Arterial (SEH-LELHA), la prevalencia de la
hipertensioén en Espafia esta cerca del 40% de la poblacidén adulta, porcentaje que se
incrementa hasta el 85% en mayores de 65 afos, afectando a 10 millones de
personas adultas. Ademads se establece que entre los menores de 18 anos la

prevalencia esta entre el 3,5% y el 5%. (SEH-LELHA, 2005).

La hipertension arterial se puede clasificar como hipertension arterial esencial o

hipertension secundaria.

- Hipertension arterial esencial o primaria (o idiopdtica). Aquella que no tiene una
etiologia tnica conocida. Es la que en mayor porcentaje padece la poblacion
(aproximadamente un 95% de la poblacion que sufre HTA es de este tipo)
Aunque no se conoce su origen, si se sabe que en su desarrollo estan
implicados tanto factores genéticos como ambientales. Estos factores
etiologicos que contribuyen a la HTA han recibido el nombre de factores

hipertensinogénicos entre los que destacan (Carretero and Oparil, 2000):

1. Obesidad. Sobre todo, la obesidad abdominal es el principal factor
que contribuye al desarrollo de la hipertension. En el estudio Framingham,
se estim6 que cada 10% de peso ganado, se asocié con un incremento de 6.5
mmHg en la PSA (Ashley Jr. and Kannel, 1974).

2. Resistencia a la insulina. La insulina favorece la retencion renal de
sodio (Na") y el aumento del volumen intravascular, incrementa la actividad
del Sistema Nervioso Simpatico aumentando las resistencias periféricas y el
gasto cardiaco, favorece la proliferacion de las células musculares lisas,
facilitando la aterogénesis y parece provocar, una alteracioén en el transporte
transmembrana, incrementando la concentracién de Ca intracelular y la
resistencia vascular.

3. Ingesta elevada de alcohol. Aproximadamente un 10% de Ia

hipertensiébn que presenta la poblacidon estd asociada con la ingesta de
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alcohol, estableciéndose una relacidn lineal entre la ingesta de alcohol y los
valores de PA. Las deficiencias en Mg y Ca pueden contribuir a este
incremento de la PA después de la ingesta cronica de alcohol (Kawano,
2010).

4. Ingesta elevada de sal. El aumento del consumo de Na* conduce a
un aumento de la PA ya que se produce un aumento del volumen de fluido
intravascular. Ademas numerosos estudios han revelado que también existe
una fuerte correlacion entre la ingesta de sodio e hipertrofia ventricular,
fibrosis miocardia, rigidez arterial, engrosamiento de las paredes de los
vasos, agregacion plaquetaria anormal, pérdida de funcion renal y urolitiasis
(Koliaki and Katsilambros, 2013).

5. Edad. En el envejecimiento se produce un engrosamiento y aumento
de rigidez de las arterias que conducen a un aumento de las resistencias
periféricas al flujo sanguineo lo que determina un aumento de la PA.
Ademas se produce un aumento de la permeabilidad endotelial, un aumento
de la secrecién de factores de crecimiento vasoconstrictores como la
angiotensina II y la endotelina; mientras que hay una disminucién en los
factores vasodilatadores como el NO (Najjar et al., 2005).

6. Sedentarismo. Se ha demostrado que las intervenciones sobre el
estilo de vida, incluyendo la actividad fisica son terapias exitosas para
prevenir, tratar y controlar la hipertension. Por ejemplo, el proceso de
aumento de rigidez arterial puede ser atenuado e incluso revertido
manteniendo en forma el sistema cardiorrespiratorio (Kokkinos, 2014).

7. Estrés. La hipertension se caracteriza por una intensificada actividad
del sistema nervioso simpatico en muchos casos, ademds los modelos
animales han establecido que el estrés psicologico induce hipertension
implicando incluso mecanismos inflamatorios y renales. Aunque faltaria
esclarecer cuales son esos mecanismos exactos, si se ha comprobado
mediante varios trabajos publicadas recientemente, que la practica de yoga,
entre otras actividades de relajacion, son capaces de disminuir la PA (Hagins
etal., 2013; Wang et al., 2013).

8. Ingesta baja de potasio. En la mayoria de animales e individuos que

son hipertensos se ha encontrado que existe un exceso de Na* y un déficit de
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K". De hecho se ha propuesto, que el mayor factor medioambiental en el
desarrollo de HTA no es el exceso de Na* o la carencia de K* sino la
convergencia de ambos factores. Ademas cuando se suministra K* en una
dieta en la que la ingesta de Na" es alta, se produce una disminucion de la
PA. El sodio retenido reemplaza al K que es excretado en la orina y la
deplecién de K* promueve diversos efectos entre los que destacan el
incremento tono mediado por el sistema nervioso simpatico, la
vasoconstriccion, la estimulacion del RAAS y la liberacion de renina en el

rifién e hipertrofia (Adrogué and Madias, 2014).

- Hipertension secundaria: se establece como consecuencia de una enfermedad,
una vez detectado el origen puede controlarse tratdndose adecuadamente

(aproximadamente el 5% de la poblacién que sufre HTA).

Regulacion de la presion arterial.

Existen precisos mecanismos de control, intrinsecos y extrinsecos, que tienden a
mantener la PA en los valores normales. Estos mecanismos pueden ser a corto
plazo, como mecanismos neurales de tipo reflejo y dan lugar a respuestas
correctoras rapidas, instantaneas, mediadas por las fibras musculares cardiacas y
vasculares; 0 mecanismos a mas largo plazo que aparecen ante cambios cronicos,
que se basan esencialmente en el ajuste del volumen sanguineo y en los que tiene

una gran importancia la funcion renal.

Las respuestas efectuadas a corto plazo estan mediadas por barorreceptores arteriales
y quimiorreceptores. Esta respuesta es iniciada en segundos, pero se atenua si el
cambio persiste en pocos dias por procesos de adaptacion sensorial o efectora. Los
mecanismos a medio plazo requieren minutos y se desarrollan por completo en dias,
incluyen procesos intrinsecos, como los desplazamientos de volumen entre la
sangre y el liquido intersticial al variar la presion capilar (en relacién con la arterial)
y los fendmenos de adaptabilidad retardada de las paredes vasculares, y extrinsecos,
mediados por el sistema renina — angiotensina — aldosterona (RAAS). A largo plazo

la regulacion se ejerce sobre el volumen extracelular y, por tanto, sobre el grado de
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replecidon y capacidad del sistema circulatorio. Los mecanismos que tardan horas
en manifestarse y resultan eficaces tras varios dias, incluyen; a) la variacidon
compensatoria del volumen de orina eliminado por el rifidon en relacion con los
cambios de presion arterial; b) el efecto de la hormona antidiurética (ADH) en
respuesta a los cambios de estimulacion de los receptores de volumen atriales; y ¢)

la accién de la aldosterona en relacion con el RAAS (Barber and Ponz, 1998).

Sistema Regina — Angiotensina — Aldosterona.

La aldosterona es un mineralocorticoide que regula la concentracion de Na* y K*
en los liquidos extracelulares. Actua a nivel renal, estimulando la reabsorcion de
Na" en los segmentos distales de la nefrona y contribuyendo al control del volumen
del medio interno, del volumen sanguineo y de la PA. La disminucién de la PA, del
gasto cardiaco, hipoperfusion renal, el descenso en la concentracion de Na* en el
liquido tubular distal o la activacidon de las fibras simpaticas renales determinan la
liberacion renina desde las células yuxtaglomerulares renales. La renina actua
enzimaticamente sobre una glicoproteina plasmatica, el angiotensindgeno,
convirtiéndolo en el decapéptido angiotensina I (Ang I); mediante la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), abundante en el endotelio capilar pulmonar,
se convierte en angiotensina II (Ang II), un octapéptido vasoconstrictor. La Ang II,
ademds de aumentar la actividad miogénica arteriolar, facilita la interaccion
neuroefectora adrenérgica sobre vasos sanguineos y corazon, y determina la sintesis
y secrecion de aldosterona desde la corteza adrenal; como consecuencia se produce
un incremento de la reabsorcion renal de Na® y retencion de agua y

consecuentemente un aumento del volumen sanguineo y de la PA.
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Figura 5. Papel del Sistema renina — angiotensina — aldosterona (RAAS) en la regulacion del
volumen sanguineo y de la presiéon arterial. V: volumen; PA: presion arterial; ANG: angiotensina;
ECA: enzima convertidora de angiotensina, ADH: hormona antidiurética. Modificado de Larson et
al., (2012).

Hormona antidiurética o vasopresina (ADH).

La disminucion del volumen extracelular, con pérdida simultanea de agua y sales,
o por déficit simultaneo de sus ingresos, reduce la replecion vascular, la tension de
las paredes de los vasos y la descarga de los barorreceptores. La disminucion de las
sefiales aferentes de estos receptores conduce a la activacién de las neuronas
hipotaldmicas secretoras de ADH, aumentando sus niveles, la reabsorcién renal de
agua y excretando menor volumen de orina. Si la disminucién de volumen ha sido
lo suficientemente grande, ademas de los efectos antidiuréticos, la ADH puede
provocar vasoconstriccion arteriolar generalizada, con el consiguiente aumento de
la presion arterial, facilitando la retencion de agua y de Na*en el organismo y la

recuperacion del volumen extracelular. Si el cambio que se produce es de aumento
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en el volumen extracelular, habra un aumento de las descargas de los
barorreceptores, inhibicion de la secrecion de ADH, menor reabsorcion renal de
agua y mayor eliminacién de orina y por tanto se tiende hacia la normalizacion del

volumen extracelular.

Péptidos natriuréticos.

Los cambios de volumen extracelular afectan también a la liberacién de los
péptidos natriuréticos desde las paredes auriculares (ANP) o ventriculares (BNP),
favoreciendo la excrecion de sodio. Si aumenta el volumen extracelular se liberan
més ANP y BNP excretando mas sodio y mas agua con la orina, con una reduccion
del volumen. Ademas el péptido ANP inhibe el RAAS y la secreciéon de
aldosterona, aumenta la tasa de filtracién glomerular por dilatacién de la arteriola
aferente y constriccion de la eferente e inhibe la secrecion de ADH facilitando la

excrecion de sodio y agua (Pastrana and Garcia de Casasola, 2013).
Oxido nitrico.

NO es sintetizado por la 6xido nitrico sintasa (NOS) a través de una serie de
reacciones redox desde la L-arginina, oxigeno y NADP. Existen 4 isoformas: eNOS
(endotelial), iNOS (inducible), nNOS (neural) y mitocondrial. La vida media del
NO generado endogenamente es extremadamente corta y tiene una gran difusion a
través de las membranas celulares. En las células, el NO estimula la conversion de
GTP a GMPc regulando el balance del calcio de a través de una proteina quinasa
dependiente de GMPc y provocando vasodilatacion. El NO es muy reactivo con
otras moléculas, incluyendo el anion superdxido y el oxigeno; los productos
intermedios de estas reacciones son conocidos como especies reactivas de nitrogeno
y promueven muchas reacciones que producen dafios fisiopatoldégicos como la
peroxidacién lipidica, rotura de DNA y generacion de nitrosaminas (Hu et al.,
2013).

2.5.2. Patologia de la hipertension.

Como consecuencia de la HTA, algunos 6rganos especificos sufren dafios dando

lugar a distintas enfermedades; se ha acufado el término especifico denominado
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“target organ damage” para enfermedades que involucran a 6rganos especificos, en

este caso a la vasculatura, el corazon, el cerebro y el rifion (Rubattu et al., 2014).

Daiio renal.

La hipertension severa puede causar fallo renal progresivo que podria prevenirse si
los valores de PA disminuyeran. El diagnostico de dafio renal inducido por HTA se
basa principalmente en el hallazgo de una funcién renal afectada o en la deteccion
de concentraciones urinarias de albimina elevadas.

En el proceso de regulacion de la PA, la mayoria de las acciones llevadas a cabo a
largo plazo, recaen sobre el rifién que debe ajustar el balance de Na*, el volumen de
fluido extracelular y el volumen sanguineo. La efectividad del rifién en estos ajustes
se mantiene durante un amplio rango de cambios en la PA vy afecta
fundamentalmente a la tasa de filtracion glomerular y la carga de Na” filtrada, asi
como el flujo sanguineo renal (Navar, 2005). Ademads un incremento de la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) contribuye a la vasoconstriccion
renal, la liberacidn de renina, la actividad del nervio renal aferente, la contraccion
de las arteriolas aferentes, incrementa la secrecion de Ang II, de endotelina-1 y
activacion del receptor prostanoide tromboxano; asi como disfuncidon endotelial y

proteinuria (Araujo and Wilcox, 2014).

Daiio cardiovascular.

A nivel cardiaco, se produce una hipertrofia del ventriculo izquierdo, dilatacion y
disfuncion sistolica y diastélica de la auricula izquierda. Ademas de la hipertrofia
del ventriculo izquierdo, se producen modificaciones tanto de la forma como la
geometria del mismo, proporcionando estas variables informacidén acerca de la
respuesta cardiaca a la hipertension. La disfuncion sistélica parece ocurrir
paralelamente a los cambios morfologicos y se observa un desacoplamiento entre la
relajacion y la presion de llenado del corazén. Los tratamientos antihipertensivos
pueden revertir, en mayor o menor medida, tanto el aumento de masa ventricular

como la alteracion geométrica y la disfuncién diastélica (Santos and Shah, 2014).

En relacién a la funcion vascular la elevacion de la PA produce una activacion de
las células T, promueve la entrada de macréfagos y otras células inflamatorias en la

vasculatura y el rifidon, donde se liberan citoquinas; se produce vasoconstriccion y
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disfuncion endotelial potenciado a su vez por el aumento de ROS (Dinh et al.,
2014). Esta disfuncién endotelial esta vinculada, entre otros mecanismos, con la
fibrosis vascular que da lugar a un aumento de la deposicion de matriz extracelular
(en particular colageno) en las paredes de aorta, arterias mesentéricas y microvasos
cerebrales, provocando un progresivo aumento de la rigidez de la pared celular de
las arterias. El mecanismo por el que se produce este acaimulo de matriz
extracelular esta mediado por la Ang II, la aldosterona y la endotelina — 1, péptidos
bioactivos que aumentan la produccion de colageno I por parte de las células del

musculo liso (Intengan and Schiffrin, 2001).

Daiio oxidativo.

La existencia de una estrecha relacién entre radicales libres e hipertension fue
establecida por primera vez en los anos 60, aunque no fue hasta décadas mas tarde
cuando se comenzo a investigar el papel del estrés oxidativo sobre el desarrollo de

la hipertensién (Hamza and Dyck, 2014).

Como ya se ha visto, durante la HTA se produce una situacion de estrés oxidativo,
que afecta principalmente a rifion, cerebro, corazéon y vasculatura y que emerge
fundamentalmente de tres mecanismos: 1) aumento de ROS principalmente
proveniente de la activacion de las enzimas NADPH oxidasa, xantina oxidasa y las
enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial, 2) disminuciéon de la
biodisponibilidad de NO que al reaccionar con el anién superoxido se transforma
en peroxinitrito, esta reaccion desencadena la desaparicion del efecto vasodilatador
del NO y el aumento de la concentracidon de un potente oxidante; y por ultimo 3) se
produce un descenso de la capacidad antioxidante por disminucién de la actividad
enzimatica antioxidante de las enzimas SOD, CAT y GPx ademas de disminuir la

concentracion de antioxidantes (Fukai and Ushio-Fukai, 2011).

Otras alteraciones asociadas a la HTA.

Existen multiples alteraciones del organismo asociadas al desarrollo de la
hipertensién y que pueden servir en algunos casos de diagndstico acompafiante a la

determinacién directa de la HTA. Teniendo en cuenta el caracter asintomatico que
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presentan la mayoria de alteraciones, se hace importante la determinacién de

parametros que se relacionan con la enfermedad.

Ademas de la disminucién del volumen de orina asi como del Na" excretado,
otros parametros urinarios y plasmaticos pueden presentar alteraciones. Se deberia
determinar hemoglobina y hematocrito, glucosa plasmatica en ayunas, colesterol
sérico total, cLDL, cHDL, triglicéridos séricos en ayunas, potasio y sodio séricos,
acido urico sérico, creatinina sérica (con estimacion de la tasa de filtratcion
glomerular) y analisis de orina con examen microscopico y determinacion de
proteina y prueba para microalbuminuria. Todas estas determinaciones estan
encaminadas, ademas de para comprobar dafio organico, para determinar el riesgo
de empeoramiento de la enfermedad cardiovascular asociada al padecimiento de

HTA.

2.5.3. Modelos animales experimentales para el estudio de la hipertension.

Debido a la alta prevalencia de la hipertension y al desconocimiento sobre la
etiologia de la hipertension esencial, ha sido necesario el establecimiento de
diferentes modelos animales experimentales que desarrollen HTA, con multiples
factores asociados al desarrollo de ésta. El uso de estos modelos ha ayudado a
descubrir tanto algunas de las causas, la patofisiologia, las complicaciones como el

tratamiento de la hipertension (Dornas and Silva, 2011).
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Tabla 4. Modelos animales que desarrollan hipertensién utilizados en experimentacion por sus similitudes con el modelo de hipertension humana. Modificado de (Dornas

and Silva, 2011)

MODELO DE HIPERTENSION

Caracteristicas y desarrollo del modelo

Hipertension genética

Spontaneously hypertensive rats, SHR
(Okamoto and Aoki, 1963)

Derivadas del cruce entre ratas Wistar Kyoto que desarrollaron una HTA espontanea. HTA se desarrolla: 4 — 6 semanas de
edad (sin intervencion fisiologica, farmacoldgica o quirurgica). Factores ambientales pueden afectar al desarrollo de la HTA.
Similitud de la fisiopatologia con la HTA esencial humana. Alteraciones estructurales en el corazén asociadas con la
hipertrofia cardiaca.

Stroke-prone, Spontaneously hypertensive rats,
SHR-SP
(Okamoto et al., 1974)

Se produce por variaciones individuales de origen genético a partir del modelo SHR. Tendencia a la muerte por infarto
cerebral. Modelo mas utilizado por sus semejanzas al infarto cerebral en humanos.

Dahl salt-sensitive rats
DS
(Dahl et al., 1962)

Modelo seleccionado desde endocruzamientos de ratas Sprague — Dawley, el desarrollo fundamental de la HTA es con una
dieta alta en NaCl. Una alimentacién con contenido en NaCl normal, también da lugar a HTA. Desarrollan HTA sistémica
después de ingerir una dieta rica en sal. Son insulinorresistentes incluso antes del establecimiento de la HTA.

Transgenic hypertension
TGR(mREN2)27
(Mullins et al., 1990)

Excelente modelo para estudiar el papel concreto de un gen en la patogénesis de la HTA. Desarrolla HTA “fulminante” (200
- 260 mmHg PMS) en la 5% semana de edad. Incremento en el grosor de las arterias y arteriolas mas grandes. No es un
modelo representativo de la hipertension humana, pero permite analisis de consecuencias de severidad. Permite
identificacion de los tipos de dafio esperados desde la activacion de un gen.

Borderline hypertensive rat
BHR
(Sanders and Lawler, 1992)

Modelo genético de HTA inducida ambientalmente en la primera generaciéon entre SHR y WKY. Sistema nervioso
simpatico esta implicado. Se produce un incremento de la concentracién de norepinefrina durante un estrés medioambiental
agudo. Altas concentraciones en plasma de vasopresina, hipertrofia cardiaca.

Hipertension renal

Hipertension renovascular
Goldblatt model
(Goldblatt et al., 1934)

Constriccién de una o ambas arterias renales:

2K1C: constriccion de 1 arteria renal. Incremento de la sintesis de renina y ANG II, incrementa la resistencia periférica total
y eleva la PS. 1K1C: 1 arteria renal ocluida y el rifién contralateral es extraido. Modelo ideal para el estudio del papel de la
expansion del volumen en el desarrollo de la HTA. 2K2C: constriccién de ambas arterias renales. Isquemia renal severa,
activacion del sistema renina — angiotensina y el sistema nervioso simpatico, elevacion de la vasopresina sérica y de la PS.
Alta incidencia de infarto espontaneo, con una lesion de las pequefias arterias y arteriolas (oclusién trombotica) similar al
infarto cerebral en humanos.

Hipertension renoprival

Reduccion significante de la masa de nefronas por nefrectomia o por enfermedad: glomérulo esclerosis, dafio tibulo
intersticial, proteinuria y progresion hasta estado final de enfermedad renal (Ledingham and Pelling, 1970)
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Hipertension endocrina

DOCA salt models
(Garwitz and Jones, 1982)

DOCA y dieta alta en sal causa incremento de la PS. Incremento de la formacién de superéxidos. Retencion de agua y
sodio, los efectos renales son similares a humanos pero requiere grandes dosis de farmaco, reduccion quirtrgica de la masa
renal e ingestion de grandes cantidades de NaCl. No es un modelo muy realista para pacientes hipertensos.

Hipertension inducida medioambiental y
psicosocialmente.

Aumento de la PS por exposicién a estrés: hipertension persistente. El efecto deletéreo depende del periodo de exposicion,
duracion, tipo: estimulo emocional, estrés psicosocial, inmovilizacion, deprivacion de comida o estimulo eléctrico, ruido,
luces, frio, competencia por comida y agua... Alteracion del sistema hipotalamico — pituitaria — eje adrenal, sistema renina
— angiotensina — aldosterona y sistema nervioso simpatico.

Hipertension neurogénica

Denervacion de barorreceptores seno aorticos, SAD
(DiBona and Jones, 2001)

Permanente incremento de la PS desde un cambio neural primario.
Es el modelo de hipertensidén neurogénica mas usado.

Hipertension por inhibicion créonica del 6xido nitrico

(Baylis et al., 1992; Ribeiro et al., 1992)

La administracion oral de L-NAME promueve una HTA persistente asociada con dafio renal, glomérulo — esclerosis,
isquemia glomerular e infiltracion intersticial y vasoconstriccion por el tono simpatico

Hipertension inducida por ANG II

(Itoh et al., 1993)

La infusion de ANG II, potente vasoconstrictor de los vasos periféricos, induce crecimiento del musculo liso de los vasos
sanguineos y el corazoén. Dirige a un lento desarrollo del incremento de PS en un periodo de 6 — 10 dias.

Hipertension inducida dietéticamente

(Kang et al., 2004; Navarro-Cid et al., 1995)

Alta ingesta de sal: disminuye niveles plasmaticos y la excrecion urinaria de nitratos, incrementa la produccién de
superoxidos en los vasos y el rifién por la SOD, inactivacion de NO en animales que mantienen un consumo alto de grasas
y azucares se relaciona con sensibilidad a la sal y se produce alta PS.

Un alto consumo de fructosa produce un modelo de sindrome metabdlico con hipertension, hiperlipidemia y resistencia a
la insulina acelerando el proceso de enfermedad crénica renal.

PS: presion sanguinea; HTA: hipertension arterial, PMS: presion media sistolica , ANG II: angiotensina II, DOCA: Acetato 11-desoxicorticosterona; L-NAME:

inhibidor de la NO sintasa;
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El modelo de rata espontaneamente hipertensa (SHR).

El desarrollo del modelo de rata espontaneamente hipertensa comenzo con el cruce
de machos Wistar Kyoto (WKY) con valores de presion sanguinea medios - altos
(145 — 175 mmHg) y hembras con relativa presidon sanguinea alta (presion sistolica
130 — 140 mmHg). A través de cruces selectivos de este tipo Okamoto y Aoki,
(1963) establecieron una colonia de ratas que desarrollaban hipertension sin
excepcion: ratas espontaneamente hipertensas, SHR. El establecimiento de la cepa
de ratas WKY como control fue un poco mas tarde, en 1971; el grado de diferencia
genética entre las cepas SHR y WKY y entre diferentes colonias de cada cepa es
sustancial y comparable al maximo grado de divergencia posible entre humanos no

relacionados (Johnson et al., 1992; Lezin et al., 1992).

En este modelo, la elevacidn de la presidn sanguinea comienza alrededor de las 5
— 6 semanas de edad y la presion sistolica puede alcanzar entre 180 — 200 mmHg en
el adulto. Entre las semanas 40 — 50, la cepa SHR desarrolla caracteristicas de
enfermedad cardiovascular con hipertrofia del corazon y de los vasos sanguineos
(Conrad et al., 1995), engrosamiento de la pared arterial con disminucién del
diametro interno; incremento del diametro externo con una disminucion del lumen
(Amenta and Tomassoni, 2011); esto provoca una disfuncién endotelial y
disfuncion renal (aparece proteinuria y la liberacion de creatinina se ve

disminuida).

El modelo SHR es considerado un buen modelo animal para el estudio de la
hipertensién esencial o primaria debido a su parecido con la hipertension esencial
humana, y siendo ademds el modelo animal mas utilizado. Las similitudes del
modelo con humanos son la predisposicién genética a altos valores de presion
sanguinea sin etiologia especifica, un incremento de la resistencia periférica total y
una respuesta similar al tratamiento con farmacos (Dickhout and Lee, 1998). Otra
de las ventajas del modelo es que sigue la misma progresion que en humanos, con
un periodo prehipertensivo, un periodo de desarrollo y posterior mantenimiento de
una presion sanguinea alta; cada periodo transcurre durante varias semanas, lo que

ademas permite el estudio del modelo en estas etapas (Doggrell and Brown, 1998).
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Los mecanismos por los que se desarrolla la hipertension en el modelo SHR han
sido atribuidos a alteraciones neurales y vasculares. La posibilidad de crear una
cepa hipertensa 100% por endogamia selectiva demuestra que la herencia es un
factor muy importante. En su trabajo Ely y Turner, (1990) llegaron a la conclusion,
que la herencia de la hipertension en la cepa SHR estd compuesta de al menos dos
loci genéticos, uno autosdmico y otro ligado al cromosoma Y. De hecho, como en
el caso de los humanos, la hipertension se desarrolla mds tempranamente en

machos y llega a ser més severa que en hembras (Doggrell and Brown, 1998).

Las ventajas de este modelo es que no requiere intervenciones quirurgicas, y una
limitacion es que el desarrollo del dafio renal no se establece hasta los dos anos de
edad.

2.5.4. Manejo y tratamiento dietético de la hipertension.

Importancia de las leguminosas.

Para el tratamiento y prevencion de la hipertension arterial se han propuesto
principalmente dos estrategias: el tratamiento farmacoldgico y cambios en el estilo

de vida, particularmente la intervencién dietética.

- Tratamiento farmacoldgico. Debe ser destinado a las personas con riesgo

moderado o alto de infarto de miocardio, accidente cerebrovascular o dano
renal. Los mejores farmacos antihipertensivos son los diuréticos, los
betabloqueantes, calcio-antagonistas, inhibidores de la ECA y antagonistas
de los receptores de A II (Kobori et al., 2007).

- Cambios en el estilo de vida. No todos los pacientes diagnosticados de

hipertension, requieren un tratamiento farmacoldgico. Se ha demostrado
que cambios en el estilo de vida incluso pueden llegar a ser tan eficaces
como los tratamientos farmacolégicos. Como ya se menciond
anteriormente, existen diversos factores hipertensinogénicos sobre los que se
puede actuar, entre ellos los mas eficaces son la pérdida de peso, la

realizacion de actividad fisica (en concreto, ejercicio aerdbico), disminuir la
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ingesta de alcohol y el tabaquismo, la realizacion de terapias de relajacion y

sobre todo la intervencion dietética (Frisoli et al., 2011).

Tratamiento y prevencion dietética de la hipertension.

La oOptima combinacion de macronutrientes y micronutrientes tienen un
significativo impacto en la prevencidn, tratamiento y complicaciones de las
enfermedades cardiovasculares. La transicion desde el Paleolitico, donde la dieta
estaba compuesta por bajas cantidades de Na”, altas cantidades de K", de fibra, bajo
colesterol, proteina animal magra, baja ingesta de carbohidratos refinados y una
alta ingesta de frutas, vegetales, frutos secos y pescado, hasta nuestras modernas
dietas ha producido una epidemia de enfermedades relacionadas con la nutricion.
Aterosclerosis, enfermedad coronaria, infarto de miocardio, accidentes
cerebrovasculares, insuficiencia renal, diabetes mellitus tipo II, sindrome
metabdlico, obesidad e hipertension son algunas de estas enfermedades (Houston,
2005).

Son muchas las evidencias que existen, tanto estudios epidemioldgicos como
ensayos clinicos, demostrando que la hipertensidon se encuentra estrechamente
relacionada con la dieta (Lancaster et al., 2014; Chan et al., 2014; Adebawo et al.,
2007; Appel et al., 1997).

Una de las dietas reconocidas mundialmente, por su capacidad para disminuir o
prevenir la hipertension es la dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension).
Esta dieta fue desarrollada en un estudio multicéntrico, aleatorizado, de
alimentacion controlada, cuyo objetivo era comprobar la eficacia de dos patrones
alimentarios consumidos durante 8 semanas sobre la presion arterial (Sacks et al.,
1995). El patron dietético, que no difiere en exceso de la alimentacidon que ya
mencionamos que era comun en el Paleolitico, fue construido teniendo en cuenta
los niveles de macronutrientes y micronutrientes de anteriores estudios
epidemiologicos. Esencialmente este patron dietético consistia en el consumo de
productos lacteos bajos en grasa, pescado, pollo, carne magra (en general) y grasa
saturada disminuida, y proteina y calcio incrementados; ademas altas cantidades de
frutas naturales, vegetales, granos no refinados, frutos secos, nueces y semillas
como fuente de K, Mg y fibra dietética. Posteriores estudios llevados a cabo por

Appel et al., (1997) conjuntamente con el grupo de investigacién colaborativo
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DASH, llegaron a las mismas conclusiones: el consumo de este patréon disminuyo
sustancialmente la presion sanguinea. Otro trabajo realizado mas recientemente
con 810 sujetos, entre los que el 38% de los mismos sufrian hipertension, fue el
llevado a cabo por Elmer et al., (2006); los sujetos fueron sometidos a distintas
intervenciones dietéticas durante 18 meses. Entre las intervenciones destacaba la
implementacion de la dieta DASH, y como resultado més importante se obtuvo

una reduccion incluso de 15 mmHg de la presion arterial.

Al igual que la dieta DASH, el patron de dieta Mediterranea se caracteriza por un
alto consumo de frutas y vegetales, incluyendo ademas un alto consumo de
legumbres y un consumo moderado de pescado, carne y productos lacteos. La
caracteristica mas relevante quizas de la dieta Mediterranea, diferencidndose de la
dieta DASH, es la presencia del aceite de oliva Virgen Extra como principal fuente
de grasa. Uno de los efectos beneficiosos del consumo de una dieta adherida al
patrén de dieta Mediterranea, y que ha sido ampliamente estudiado es la capacidad
de reducir el riesgo de enfermedad vascular (Estruch et al., 2013). En concreto,
existe un reciente ensayo aleatorizado — controlado con un gran numero de
participantes (7447 sujetos), donde se ha ensayado el consumo de dietas adheridas
al patrén de dieta Mediterranea y su efecto a largo plazo sobre la presidn arterial, la
conclusion final obtenida fue la disminucion de la presidn sanguinea (Toledo et al.,

2013).

En referencia a estos patrones dietéticos y a la disminucion de la presion arterial
asociada, muchos alimentos especificos han sido establecidos como los causantes
de este efecto; describiéndose los componentes particulares que son capaces de

ejercer este efecto asi como el mecanismo de accion por el que lo producen.
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Tabla 5. Fuentes alimenticias con actividades antihipertensivas/hipotensoras y sus

componentes bioactivos. Modificado de (Huang et al., 2013b)
Efectos Modelo
o 5 £ |z
= . . z L] -8 g 7}
8 Fuente Componente bioactivo 5§ = 8§32 § &
Qo 2 g€ 20U g 5
& <gEM 2 A
oy
= B
L’egumbres y Hidrolizados pépticos, péptidos v - v - -
sésamo
> | Guisante y
172} A 1 - - - -
":j » | amaranto Péptidos
g & | Avellanas, . s )
o 2 K, P, Mg, Fe; fibra; acidos grasos omega-3;
v» € | almendras, nueces , O . - v - - -
= fitoquimicos (tocoferol, tocotrienoles y escualeno)
$ &0| y cacahuetes
QO — .
3 Soja y productos Hidrolizados, péptidos, isoflavonas - v v - 4
Z fermentados
Mani tubérculo Extractos en metanol y agua. - 4 - - -
Arnar.anto, K, Ca, P; fibra; vitaminas C y E; acido clorogénico.
berenjena, v - - - -
calabaza, espinaca,
Ajo Dipéptidos - - v - -
Cebolla Flavonoides (Quercetina y antocianinas) - 4 - - 4
W
e . .
s Espinaca, boniato, Proteina, hidrolizados, péptidos, adenosina - - v - -
3 berros
L 7
> | Tomate Acido gamma-aminobutirico (GABA) - - - v -
Melén de invierno  Zumo v - - - v
Name Proteina - v v - 4
Moringa oleifera Extractos en agua - v - - v
banana, mango, K, Ca, P; fibra; vitaminas C y E; 4acido clorogénico v - - - v
papaya, pifia
kiwi Extracto acuoso-etandlico - - v - -
Mora indica Zumo - v v - -
2]
g Naranja Flavonoides glicosilados (xilosilvitexina) 4 - - - v
F
Persimon Flavonoides (astragalina e isoquercitrina) - - -
Fruta dela pasion  Bioflavonoides, acidos fenolicos y antocianinas - - v
Uva Extracto hidroalcoholico de piel de uva, resveratrol - v - - -
Sorbo Extracto metandlico - 4 - - -
O 2 .
< § Queso Péptidos - v v - v
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Leche (camello,

Ca; hidrolizados; péptidos
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- v
cabra, oveja y yak)
Yogurt y leche Péptidos; expolisacaridos v v
agria
) Carne’ de vacuno; Hidrolizados; péptidos - v
hs} corazon y bazo
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o O D o
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<
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2 salmon, sardina...)
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S
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hidroxinicotinamina.
Té verde y negro Cat.equlnas, ﬂavonmds (hlpenqa e isoquercitrina); v )
polifenoles, pigmentos y saponinas.
Cacao Flavanoles v -
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2 panadero
g S Hongos Péptidos; triterpenos ) v
3 .8 | comestibles
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Leguminosas y tratamiento de la hipertension.

En el manejo dietético de la hipertensién las leguminosas pueden jugar un

importante papel, ya que algunos de los distintos componentes que hasta ahora han

sido descritos por su capacidad para disminuir la presion arterial, también han sido

hallados en algunas de ellas:

1)

2)

Péptidos. Las legumbres han sido caracterizadas principalmente por su alto
contenido proteico y su valor nutricional; pero estas proteinas ademas,
pueden ser degradas a través de distintos procesos y dar lugar a péptidos de
pequefio tamano (péptidos bioactivos) que son capaces de ejercer una
funcién inhibitoria sobre la ECA. De forma natural durante la digestion, las
proteinas pueden ser degradas por la accion de las enzimas proteoliticas
(pepsina, pancreatina, tripsina y quimotripsina) o bien, a través de distintos
procesamientos como son la extraccion mediante solventes, la fermentacion
microbiana y la hidrélisis enzimatica. Las leguminosas donde ha sido
demostrada la presencia de péptidos bioactivos con funcidén hipotensora o
antihipertensiva hasta ahora son la soja, el garbanzo, los cacahuetes y la soja
verde (Guang and Phillips, 2009) y alfalfa (Kapel et al., 2006b).

Polifenoles. Aunque los mecanismos moleculares de accién de los
antioxidantes frente a la hipertensidon todavia no estan totalmente claros, las
terapias basadas en la accion de estas moléculas han sido efectivas. Las
principales vias de accion de los polifenoles son mediante la disminucion de
la produccién de ROS, el incremento de la captura de radicales libres, o
quelando metales. Ademas los polifenoles pueden activar y potenciar la
expresion de la enzima oOxido nitrico sintasa (eNOS), incrementar el
contenido en glutation (GSH) e inhibir algunas enzimas productores de
ROS como la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa (Rodrigo et al., 2012).
Los flavonoides extraidos de Vigna angularis han mostrado la capacidad de
aumentar la produccién de NO y consecuentemente disminuir la presion
arterial (Mukai and Sato, 2009); ademas fueron capaces de disminuir la
produccion de radicales libres de oxigeno en la aorta (Mukai and Sato,
2011). En otras leguminosas como en el género Astragalus, se ha

comprobado que los flavonoides extraidos de sus semillas son capaces de
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3)

disminuir la PAS, asociada a una disminucion de Ang II mediada por la
inhibicién de la ECA (Li et al., 2005).

Acido y-aminobutirico (GABA). El GABA es el mas comun
neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso; y se encuentra en
abundancia en el hipotalamo. Es un conocido factor dietético caracterizado
por provocar una disminucion de la actividad del sistema nervioso simpatico
(Wardener, 2001), y ademas una disminucion de la presion arterial (Akama
et al., 2009; Hayakawa et al., 2004). A través del procesamiento mediante la
fermentacion y la germinacidn, algunos alimentos son capaces de aumentar
su contenido en GABA y disminuir la presion arterial. La fermentacion de
la soja mediante distintos mecanismos aumenta su contenido en GABA y
ejerce un efecto hipotensor en ratas hipertensas (Shizuka et al., 2004;
Yamakochi et al., 2007). Ademas el proceso de germinaciéon sobre judia,
guisante y lenteja provocd un aumento en la concentracion de GABA (Kuo
et al., 2004).
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3. MATERIAL Y METODO

3.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Las células de E. meliloti 1021 crecieron en medio Triptona-Extracto de levadura
(TY) (Beringer, 1974) (Tabla 6) a 30°C durante 48 h. A partir de cultivos crecidos
en placa se prepararon los indculos en medio TY liquido. H. maura cepa S-30 fue
cultivada en medio MY (Moraine y Rogovin, 1966) (Tabla 7) y suplementado con
una solucion salina (Quesada et al., 1993) hasta una concentracidn final de sales del
7,5 % (p/v) (Tabla 8), como fue descrito por Quesada et al. (1993). Las células
crecieron a 30°C durante 48 h. Para determinar el efecto del estrés osmotico sobre
el crecimiento bacteriano, el numero de células viables de las dos cepas bacterianas
(1021 y S-30) fue determinado cultivando las bacterias en tubos con medio liquido
de crecimiento, TY y MY respectivamente, y distintos volumenes de una solucion
de NaCl 1 M hasta conseguir concentraciones finales de 0, 50, 100, 200 o 300 mM
NaCl. Los cultivos se incubaron con agitacién de 100 rpm a 30°C durante 36 h, y la
densidad optica (D.O.) se determindé mediante espectrofotometria a una longitud
de onda de 600 nm cada 3 h.

Tabla 6. Composiciéon medio de cultivo

bacteriano TY, (pH=7)

Triptona 5g
Extracto de levadura 3g
CaCl, x 2H,0 05g
Agua 1000 mL
Agar 15g

Tabla 7. Composicion de medio de

cultivo bacteriano MY 7,5 % sales

Glucosa 10g
Malta 3g
Extracto de levadura 3g
Proteasa Peptona S5¢g
Solucidn de sales* 247 mL
Agua 753 mL
Agar 20g
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Tabla 8. *Solucion de sales al 30% (p/v)

(Rodriguez-Valera y col., 1981)

NaCl 234 ¢g

MgCl, x 6H,0 41,6¢g

MgSO, x 7H,0 59,8 g

CaCl, x 2H,0 LLlg

KCl1 6,0g

NaHCO; 0,2¢g

NaBr 0,7g

Solucién 0.5 % (p/v) de

FeCl; x 6H,0O 0,65 mL
Agua destilada 1000 mL

3.2. Cultivo de Medicago sativa L.
3.2.1. Experimentos en invernadero.

3.2.1.1. Semillas y condiciones de cultivo.

Las semillas de Medicago sativa L. (alfalfa) cv. Aragon, suministradas por Abonos
Bolivar (Granada), fueron esterilizadas en superficie sumergiéndolas en una
solucion de HgCl, al 2.5% (p/v) durante 9 min. Se lavaron completamente con
agua tipo II esterilizada y se dejaron en remojo y agitacién durante 2 h. Después las
semillas fueron sembradas en placas Petri que contenian agar - agua al 1% (p/v) y
germinadas en oscuridad a 30°C. Tres dias después de la siembra, se seleccionaron
plantulas uniformes y se plantaron en jarras (5 plantulas/jarra) tipo Leonard
(Leonard, 1943) esterilizadas, que contenian vermiculita y solucion de riego
nutritiva libre de nitrégeno (Rigaud and Puppo, 1975) (Tabla 9). Para determinar la
resistencia a salinidad de las plantas de alfalfa, la solucion de riego fue adicionada
con distintas cantidades de NaCl hasta conseguir concentraciones finales de 0, 50,
100, 150, 200, 250 y 300 mM NaCl. Para imitar las condiciones naturales de los
suelos tipo Solonchak ortico la solucion de riego libre de nitrégeno fue
suplementada con una mezcla de sales (CaSO,, NaCl, MgCl,.6H,0 y NaHCO),
(Aguilar J, 1990) hasta alcanzar concentraciones finales de 0, 50 y 100 mM (Tabla
10). En ambos casos se determino la conductividad eléctrica de las soluciones de
riego con un conductimetro Crison525 (Crison Instruments, S.A., Barcelona,

Espafia). Las plantulas fueron inoculadas en la siembra con 1 mL de in6culo de E.
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meliloti 1021 (Inoculante E), 1 mL de in6culo de H. maura S-30 (Inoculante H) o
una mezcla (1:1, de aproximadamente 10° Unidades Formadoras de Colonias/mL
cada uno) de inoculante E. meliloti y H. maura (Inoculante EH). Plantas no
inoculadas fueron utilizadas como control. Las plantas fueron cultivadas durante
60 dias en condiciones de invernadero, hasta que llegaron al 10% de floracion. Se
mantuvieron en fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad y temperatura de 25/18°C.
La luz suplementaria fue proporcionada por lamparas incandescentes y de luz

blanca (Sylvania, 500 umol m?s”, 400-700 nm) en la parte superior de las plantas.

Para la preparacion de dietas experimentales, otros sets de experimentos se llevaron
a cabo siguiendo el protocolo descrito anteriormente pero cultivdando las plantas a
una unica concentraciéon de 100 mM de solucion de riego tipo Solonchak ortico e

inoculando las plantas con E. meliloti o E. meliloti + H. maura.

Tabla 9. Medio completo para cultivo de plantas

hidropénico pH=7 (Rigaud and Puppo, 1975).

K,SO, 0.174 g/ L
KH,PO, 0.068g/L
K,HPO, 0.044g/L
MgSO, 0.123g/L
CaSO, 0.34g/L

Secuestrene 25mg/ L
Micronutrientes (Stock)* ImL/L
Mo 0,11 mg/L
B 2,85 mg/L

Cu 0,2 mg/L
Zn 0,55 mg/L
Mn 3,07 mg/L
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Tabla 10. Solucion de riego (Rigaud and Puppo, 1975)

modificada, adicionada de sales imitando las caracteristicas

de las sales de un suelo tipo Solonchak ortico.

[Sales]
50 mM 100 mM 150 mM
K,SO, (g/L) 0,174
KH,PO,(g/L) 0,068
K,HPO,(g/L) 0,044
CaSO4(g/L) 1,24 2,15 2,96
MgCl,x6H,0 (g/L) 0,826 1,5 2,09
NaCl (g/L) 0,76 1,29 1,76
NaHCO;(g/L) 0,70 1,22 1,70
Micronutrientes (mL) 1
Secuestrene (mg) 25
3.2.1.2. Determinacion del potencial hidrico (¥w).

El potencial hidrico de las plantas fue determinado en la primera hoja totalmente
expandida del meristemo apical usando una camara C52 para las muestras

conectada a un psicometro HR-33T (Wescor, Logan UT, EEUU).

3.2.1.3. Determinacion del contenido en leghemoglobina de

los nodulos.

El contenido en leghemoglobina (Lb) fue determinado en nddulos frescos, como
ha sido descrito previamente por Talbi et al. (2013) con pequefias modificaciones.
Esencialmente, los nédulos (0,3 g) fueron homogeneizados con 6 mL de tampdn de
extraccion de Lb (Na,HPO,x2H,0 40 mM, pH 7,4; NaH,PO,xH,0 10 mM, pH 7,4;
Ks;Fe (CN)s 0,02 %; NaHCO; 0,1
polivinilpolipirrolidona. El homogeneizado fue centrifugado a 14.000 g a 4°C

%) suplementado al 10% (p/v) con

durante 20 min. Se tomaron alicuotas de 50 pL del sobrenadante, se afiadieron 3,15
mL de una solucion saturada de acido oxalico (6,6 g/100 mL) y se mezclaron en
tubos de cultivo Pirex® con tapon de rosca. El numero de réplicas para cada
muestra fue de 3 + 1; donde uno fue el blanco utilizado como control para cada

muestra. L.as muestras (excepto los blancos) se calentaron en un autoclave a 120 °C
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durante 30 min y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. La fluorescencia de las
muestras fue determinada usando un espectrofotometro  Shimadzu
(ShimadzuScientific Instruments, Kioto, Jap6on) equipado con una lampara de
mercurio - xendén Yy un fotomultiplicador sensible al rojo RF-549. La longitud de
onda de excitacion fue de 405 nm y la de emisién de 600 nm. El contenido en Lb se
obtuvo por la diferencia de fluorescencia entre las muestras calentadas y las no
calentadas (controles), y esta diferencia fue proporcional al contenido de proteinas

hemo. Los resultados se expresaron como mg Lb/g de nédulo fresco

3.2.1.4. Determinacion del peso fresco, peso seco, N, cenizas,

y minerales (Ca, P, Mgy Na).

Las plantas cosechadas (tanto la parte aérea como la raiz) fueron pesadas y
posteriormente el material vegetal se secé en estufa a 60 °C = 1 hasta peso
constante y fueron pesadas de nuevo para determinar el peso seco y el contenido en
humedad. El contenido en nitrégeno de la parte aérea fue determinado mediante el
método de Kjeldahl. 0,5 g de muestra, en sustancia seca, fueron digeridos con
H,SO, concentrado con la ayuda de un catalizador (mezcla), durante 30 min a 400
°C. La mezcla fue neutralizada con NaOH al 35% (p/v) y posteriormente destilada
recogiendo el producto de la destilacion en acido borico. El contenido en nitrogeno
se obtuvo tras la valoracidn del acido borico, en el que se recogiod el amonio, con
HC1 0,1 N. Los resultados fueron expresados como g N/100 g sustancia seca. Para
determinar el contenido en proteina, los resultados se multiplicaron por el factor
6,25.

Para la determinacion de cenizas totales, 0,5 g de la parte aérea de las plantas en
sustancia seca, fueron precalcinadas e introducidas en una mufla a 450°C hasta
completa calcinacién. El residuo obtenido fue pesado, disuelto en HCl 6N y
conservado para el posterior analisis de contenido en minerales.

El contenido en calcio, magnesio y zinc fue determinado por espectrofotometria
de absorcion atomica utilizando un espectrofotometro Perkin - Elmer A Analyst 300
(EEUU). El sodio fue determinado por espectrofotometria atémica de emision
usando el mismo equipo. Para la determinacién de magnesio y sodio, se anadio
cloruro de lantano para evitar cualquier interferencia por parte de los iones fosfato.

El fésforo fue determinado por espectrofotometria mediante el método de Chen et
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al. (1956) y utilizando un espectrofotdmetro Thermo Scientific™ BioMate 3S UV-

Visible spectrophotometer (Shanghai, China).

3.2.2. Experimentos en campo.

3.2.2.1. Descripcion y localizacion del area de estudio.

Las parcelas experimentales se localizaron en la provincia de Granada (SE Espafia,
30S WG 248483). El suelo fue clasificado como Solochak értico (IUSS Working
Group WRB, 2007) y Xeric Calcigypsid (Soil Survey Staff, 2010). El relieve del
terreno fue determinado mediante un clisimetro (Silva ClinoMaster, Silva, Suiza).
El suelo estaba bajo la influencia antropogénica y la productividad del mismo era
muy baja debido a su pobre calidad agricola. El clima era arido, caracterizado por
una precipitacion media anual de 250 mm (Xeric/ Aridicregimen, Soil Survey Staff,
2010) y una temperatura media anual de 14°C (Mesic Regimen, Soil Survey Staff,
2010). Los experimentos en campo fueron llevados a cabo durante las estaciones de
primavera y verano de 2012. Se realiz6 un disefio experimental en bloques,
completamente aleatorizado en el que se incluyeron 5 bloques, cada uno de ellos
compuesto por 4 parcelas con unas dimensiones de 1,20 m de largo X 1,20 m de

ancho. La distancia entre cada parcela y cada bloque fue de 0,80 m.
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Figura 6. Imagenes aéreas de la parcela de cultivo de Medicago sativa localizada en Venta del Peral,
Granada. (SE Espafia, 30S WG 248483).

3.2.2.2. Semillas utilizadas y condiciones de cultivo.

Las semillas de M. sativa fueron suministradas por Abonos Bolivar (Granada),
fueron sumergidas independientemente en una solucion que contenia cada
suspension bacteriana (~10° UFC/mL) al 75% y goma arabiga, utilizada como
agente adhesivo, al 25%. Las Semillas se mantuvieron en agitacion durante 20 min,

posteriormente fueron filtradas a través de cuatro capas de gasa y se dejaron secar al
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aire y a temperatura ambiente durante 24 h antes de proceder a su siembra. Como
control, las semillas fueron sumergidas en medio de cultivo TY suplementado con
goma arabiga al 25% sin ningun inoculante bacteriano. Los tratamientos utilizados
fueron los siguientes: 1) Semillas sin tratamiento bacteriano (Control, CT); 2)
Semillas tratadas con H. maura (inoculante H); 3) Semillas tratadas con E. meliloti
(inoculante E), v 4) Semillas tratadas con H. maura y E. meliloti (inoculante EH).
Las semillas (5g/parcela, aproximadamente 20 kg/ha) fueron diseminadas sobre
cada parcela y cubiertas con una fina capa de suelo. Las plantas fueron regadas una
vez cada dos semanas con 30 L de agua corriente/parcela y fueron cosechadas tres
meses después de la siembra cuando las plantas alcanzaron el 10% de floracién. La
segunda cosecha de las plantas se llevod a cabo tres meses después de la primera

cosecha, de nuevo cuando las plantas alcanzaron el 10% de floracion.
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Figura 7. Disefio experimental del cultivo de Medicago sativa en bloques aleatorizados. Cada parcela
muestra una trama distinta segun el tratamiento bacteriano utilizado.
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Figura 8. Imagen de la preparacion del terreno de cultivo mediante la delimitacion de parcelas y
bloques.

Figura 9. Imagen completa de las parcelas de cultivo tras realizar la siembra de las semillas de
Medicago sativa con los diferentes tratamientos bacterianos.
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3.2.2.3. Analisis de suelos.

Se tomaron muestras de suelo de cada una de las parcelas antes de la siembra
(abril de 2012) y después de la cosecha (julio de 2012) a dos profundidades distintas:
0 - 30y 30 — 60 cm. Las muestras fueron secadas al aire, molidas y tamizadas a
través de un tamiz con un tamafio de malla de 2 mm para su analisis. Para
determinar el contenido en carbono organico, las muestras fueron molidas de
nuevo y tamizadas con una malla de 0,125 mm, posteriormente fueron analizadas
utilizando el método de Walkley y Black (1934) modificado por Tyurin y col.
(1951). El pH fue determinado en una suspension con agua destilada 1:1, y el
contenido en equivalentes de CaCO; fue determinado usando el método de
Barahona (1974). Finalmente, un extracto de suelo saturado con agua fue
preparado de acuerdo a Allison (1973), para determinar la conductividad eléctrica
usando un conductivimetro Beckman Solubridge con una célula de conductividad

G-0.5x2 (Beckman Instruments, Inc, USA).

3.2.2.4. Determinacion de productividad de M. sativa,

contenido en N, cenizas totales y minerales Ca, P, Mg y Na.

Las plantas de cada parcela fueron cosechadas en julio de 2012 y septiembre de
2012, secadas a 60°C y pesadas. El contenido en nitrogeno se determiné por el
meétodo de Kjeldahl; y cenizas y minerales fueron determinados como se explica en

el apartado 3.2.1.4.

3.3. Ensayos biologicos in vitro de las plantas de alfalfa.

3.3.1. Digestibilidad mineral in vitro.

El método in vitro de Miller et al., (1981) modificado por Porres et al., (2005) fue
utilizado para ensayar la dializabilidad de minerales: P, Ca y Mg de la parte aérea
de las plantas de alfalfa. Las muestras de alfalfa desecadas y totalmente
homogeneizadas (0,5 g) fueron adicionadas de 50 mL de HCl 0,01N y llevados
hasta pH=2 afiadiendo HCI 0,1N. En un tubo falcon se afiadieron 10 mL de la
mezcla anterior, 10 mL de HCI 0,01 N y 1 mL de solucién de pepsina (P-6887,
Sigma Aldrich) al 16 % (p/v) diluida en HC1 0,1 N. La mezcla se llevé a incubacion
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en un bafio de agitaciéon a 37 °C durante 2 h. Las muestras se prepararon en
cuadruplicado; como blanco de la prueba se prepararon tubos donde se afiadieron
todos los componentes de la reaccién a excepcidén de las muestras de alfalfa. Se
prepararon membranas de didlisis cortadas en fragmentos de 12 — 13 cm de
longitud y se mantuvieron en agua tipo I durante 12 h a 4 °C antes de su utilizacién.
Posteriormente a cada membrana de dialisis se le afladieron HCO7; y agua tipo |
hasta un volumen final de 10 mL; para compensar el pH de la mezcla de digestion,
las membranas se colocaron dentro de los tubos, donde se habia llevado a cabo el
proceso anterior, y se mantuvieron durante 30 min a una temperatura 37°C para
llevar el pH hasta 7,4. Inmediatamente después se afladieron 5 mL de una solucién
de pancreatina y sales biliares (2,5 de sales biliares, 0,4 g de pancreatina en 100 mL
de HCO3;) (Sigma-Aldrich). De nuevo, los tubos se mantuvieron durante 2 h en
bafio de agitacién a 37 °C. Cuando acabd el proceso, tanto el contenido del interior
de las membranas de didlisis (dializados), como el contenido de los tubos fuera de
las membranas (retenidos) fueron conservados a -20°C hasta su posterior analisis.
El contenido en Ca, P y Mg fue determinado en los dializados segin el apartado

3.2.1.4.
3.3.2. Ensayo de la peroxidacion lipidica.

Los homogeneizados de cerebro, utilizados como aceptores de radicales libres,
fueron preparados a partir de ratas (250 — 300 g de peso) que fueron alojadas y
mantenidas en fotoperiodo de luz/oscuridad 12/12 h y a una temperatura 22 * 1
°C, con acceso libre a la comida y el agua. Los animales fueron anestesiados con
pentobarbital y el cerebro fue extraido y homogeneizado usando el método de
Oboh et al. (2007) con pequefias modificaciones. El cerebro completo fue
homogeneizado en tampo6n 1,15% KCl suplementado con 0,1% Triton X-100 (en
una relacion 1:10, 1 g de tejido / 10 g de tampodn) y centrifugado a 7.000 rpm
durante 25 min a 4°C. El sobrenadante fue recogido y almacenado a - 80°C hasta su
utilizacion. Las ratas provenian de la Unidad de Experimentacion de la
Universidad de Granada y el alojamiento y uso de los animales fueron llevados a
cabo siguiendo las guias de la Directiva del Consejo de la Comunidad Europea
(European Union Council, 2010) y del Comité Etico de Experimentaciéon Animal

de la Universidad de Granada.

63



Como marcador de la peroxidacidon lipidica, las especies reactivas del acido
tiobarbiturico (TBARS), fueron determinadas en los homogeneizados de cerebro tal
y como fue descrito por Ohkawa et al. (1979) con modificaciones que a
continuacién se detallan: en tubos Pirex® con tapén de rosca se afadieron 100 pl
de homogeneizado de cerebro, 100 uL. de FeCl; 5 mM, 100 uL. de H,O, 1 mM, 1300
puL de KCI 0,15% (p/v) y finalmente se suplementaron con 150 pL de dializado,
retenido de alfalfa o blanco obtenidos en el proceso de digestibilidad anteriormente
mencionados (apartado 3.3.1.). Se realizaron cuatro réplicas por muestra. Como
control se utilizaron mezclas de oxidacién formadas por FeCl;, H,O, y 1450 uL de
KCI 0,15%. Todos los tubos fueron incubados a 37 °C durante 1 h. La reaccién
fue parada por adicion de 1500 pL de HCI 0,25 N; 15% &cido tricloroacético, 1,34
mM 4&cido dietilentriaminopenta acético (DETAPAC), 0,5 % butil hidroxitolueno
(BHT), 300 puL. de dodecil sulfato sodico (SDS) al 8.1% y 300 pL. de &cido
tiobarbitarico (TBA) al 3%; las muestras fueron después incubadas a 75 °C durante
1 h, enfriadas a temperatura ambiente y centrifugadas a 4000 rpm durante 15 min.
Finalmente, los sobrenadantes fueron recogidos y su absorbancia fue determinada a
532 nm para detectar la formaciéon de TBARs. El porcentaje de inhibicion de la
peroxidacion lipidica fue calculado usando la ecuacion:

% inhibicion = [100-(100*(A,/ Ay))]
A, = absorbancia del control.
A, = absorbancia de las diferentes muestras.

Una unidad de capacidad antioxidante (UCA) es definida como la cantidad de

muestra que inhibe la formacion de TBARs un 50 %. Los resultados fueron

expresados como UCA/mL.

3.3.3.  Extraccion acetonica y preparacion de los extractos.

Alfalfa cultivada sin adicion de sales y alfalfa cultivada en campo clasificado
como suelo Solonchak ortico fueron molidas y se pesaron 0,5 g de cada una de las
muestras. Se hicieron dos extracciones a pH 2 durante 45 min con una mezcla de
acetona:agua:HCI (70:30:0,1) de acuerdo a la metodologia descrita por Troszynska
et al., (2002) para permitir una adecuada solubilidad de los polifenoles. Después de

la extraccion, las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 15 min y el
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sobrenadante fue recogido. Los sobrenadantes de las diferentes extracciones fueron
mezcladas para obtener un extracto total y se mantuvieron a -20°C para determinar
el contenido en polifenoles totales e identificacion de los mismos. Antes de cada
extraccion y centrifugado, se bombed nitrogeno a las muestras para prevenir

cualquier oxidacion potencial de las mismas.
3.3.3.1. Determinacion de polifenoles totales.

Los polifenoles totals fueron determinados en muestras de alfalfa cultivadas en
una solucion sin sales adicionadas y la alfalfa cultivada en suelo salino mediante el
método de Folin-Ciocalteau descrito por Dewanto et al., (2002). La curva de
calibracion fue disefiada basada en diferentes concentraciones de acido galico (en
un rango desde 0 a 600ug/mL). Los resultados fueron expresados como
equivalentes de 4cido galico (eq acido galico/g de muestra). El desarrollo del
proceso consistid en la mezcla de 12,5 pL. de muestra mas 50 pL. de agua tipo I y
12,5 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau. Las muestras se mantuvieron en
oscuridad durante 6 min y después se mezclaron con 125 pL. de 10% Na,CO;/1M
NaOH. Después las muestras se mantuvieron en oscuridad a temperature ambiente
durante 90 min. Finalmente se midi6 la absorbancia espectrofotométricamente a
A=760nm; (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Ficher Scientific.
Shanghai, China).

3.3.3.2. Caracterizacion de polifenoles.

An Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) (ACQUITY H CLASS.
WATERS) coupled by quadrupole-time-of-flightmass spectrometry (SYNAP G2.
WATERS) was employed for all high-resolution mass spectrometry analysis. Prior
to mass spectrometry analysis, all powdered sampleswere dissolved in distilledwater,
diluted in deionizedwaterwith 0.1% of acid formic, and filtered through 0.22 pm
nylon disk filters (Millipore). 10 pL. of the final solution was injected into the
chromatograph. Analytical separation of peptides and proteins was performed on
an ACQUITY BEH 300 C4 analytical column (100mmX 2.1mm internal diameter,
1.7 um). A mobile phase consisting in a gradient program combining deionized
water with 0.1% of acid formic as solvent A and acetonitrile with 0.1% of acid

formic as solvent B was used. The initial conditions were 95% A and 5% B. A
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linear gradient was then established to reach 95% (v/v) of B at 15 min. Total run

time was 25min and postdelay time 5 min. Mobile phase flow rate was 0.4mL/min.

After chromatographic separation, a high-resolution mass spectrometry analysis
was carried out in positive electro spray ionization (ESI+ve). The gas used for
desolvation (800 L/h) and Cone (25 L/h) was high-purity nitrogen. Spectra were

recorded over the mass/charge (m/z) range 50-1200.

3.4. Ensayos biologicos in vivo de las plantas de alfalfa.
3.4.1. Ensayo de la alfalfa como fuente de proteina.
3.4.1.1. Disefio experimental.

3.4.1.1.1. Grupos experimentales.

Se llevaron a cabo tres experimentos en los que se ensayaron tres tipos distintos de
dietas con distintas fuentes de proteina. Para ello se utilizd un modelo experimental

de rata Wistar en crecimiento.

Experimento I: 8 ratas de la raza Wistar, alimentadas durante 10 dias con

una dieta cuya fuente de proteina provenia de caseina suplementada con metionina.

Experimento II: 8 ratas de la raza Wistar, alimentadas durante 10 dias con

una dieta cuya fuente de proteina provenia de la alfalfa cultivada en invernadero e

inoculada con la bacteria E. meliloti suplementada con metionina y lisina.

Experimento III: 8 ratas de la raza Wistar, alimentadas durante 10 dias con

una dieta cuya fuente de proteina provenia de la alfalfa cultivada en invernadero e
inoculada con las bacterias E. meliloti y H. maura suplementada con metionina y

lisina.

n=24

Caseina -
Metionina Alfalfa

CT E100 EH100
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Figura 10. Distribucion de los distintos grupos experimentales.

3.4.1.1.2. Animales de experimentacion.

Un total de 24 ratas (12 machos y 12 hembras) de un peso de 69 £ 5 g, de la raza
Wistar fueron distribuidas aleatoriamente en tres grupos de 8 animales cada uno (4
machos y 4 hembras). Cada grupo fue alimentado con una dieta al 8% de proteina
proveniente de distintas fuentes. Las ratas fueron alojadas en jaulas individuales de
valor bioldgico que permitieron la recogida de heces y orina por separado, en una
habitacidon termostaticamente controlada (21 + 2 °C) con humedad relativa entre el
40 - 60%, y periodo de luz/oscuridad de 12 h (18:00-6:00 h). Todos los
experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices institucionales para
el Alojamiento y Cuidado de los Animales de Experimentacién (European Union
Council, 2010).

3.4.1.1.3. Formulacion de dietas experimentales.

Los animales fueron alimentados con las tres dietas indicadas en el apartado
3.4.1.1.1 con un contenido en proteina del 8%. Las dietas se formularon siguiendo
las necesidades de nutrientes para ratas (National Research Council, 1995) y en
base a los requerimientos de la AIN-93G con pequefias modificaciones (Reeves et
al., 1993). Al primer grupo se le administr6 una dieta control utilizando como
fuente de proteina la caseina — metionina (grupo CT), el segundo grupo fue
alimentado con una dieta cuya fuente de proteina fue alfalfa cultivada en
invernadero, con una soluciéon mineral de riego tipo Solonchak ortico a una
concentracion final de sales 100 mM e inoculada con la bacteria Ensifer meliloti
(grupo E100). El ultimo grupo fue alimentado con una dieta cuya fuente de
proteina provenia igualmente de la alfalfa cultivada en invernadero con las mismas
condiciones salinas, pero inoculada con las bacterias Ensifer meliloti y Halomonas

maura (grupo EH100).
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Tabla 11. Composiciéon de la dieta experimental administrada al
grupo control (CT) con un porcentaje de proteina del 8 %.

100 g SS 100 g SF
Caseina 8,86 10,01
Metionina 0,5 0,5
Sacarosa 10 10
Grasa 7 7
Celulosa 5 5,23
Corrector mineral (Sin calcio) 3,5 3,5
Corrector vitaminico 1 1
Colina 0,25 0,25
Citrato calcico 2,38 2,38
Almidon 61,51 69,99

*SF: sustancia fresca, **SS: sustancia seca

Tabla 12. Composicion de la dieta administrada a los grupos
experimentales E100/EH100 con un porcentaje de proteina

del 8 %.

100 g SS 100 g SF
Alfalfa (S100/SH100) 40,4 40,4
Metionina 0,5 0,5
Lisina 0,5 0,5
Sacarosa 10 10
Grasa 7 7
Corrector mineral (Sin calcio) 3,5 3,5
Corrector vitaminico 1 1
Colina 0,25 0,25
Almidon 36,85 40,52

*SF: sustancia fresca, **SS: sustancia seca.

3.4.1.2. Periodo experimental.
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La duracién total del experimento fue de diez dias, los tres primeros formaron
parte del periodo de adaptacion y los siguientes siete dias constituyeron el periodo
experimental. Las ratas fueron sometidas a una alimentacion pair fed (10 g/dia) y
tuvieron acceso libre al agua (tipo I). La ingesta fue controlada todos los dias

mediante pesada del comedero después de 24 h de la administracion de la dieta. Se



procedio a la recogida de heces y orina en los dias 2, 4 y 7 del periodo experimental.

Los animales fueron pesados en el primer dia del experimento y al final del mismo.

1|23 |i4 rs'Fs |'7°|'3 Fg |'105|

Periodo de adaptacion

Periodo experimental

Pesada de los animales
@ Control de la ingesta

@® Recogida de heces y orina

Figura 11. Disefio experimental de los diez dias durante el ensayo #n vivo de la alfalfa como fuente
de proteina en un modelo experimental animal de rata Wistar en crecimiento.

3.4.1.3. Analisis realizados.
3.4.1.3.1. Parametros hematicos y bioquimica

plasmatica.

Al final de los 10 dias del periodo experimental, los animales fueron anestesiados
con ketamina — xilacina y sacrificados, la sangre fue recolectada mediante puncién
de la aorta abdominal sobre tubos heparinizados, una alicuota de 250 uL fue
utilizada para la determinacion de parametros hematicos de leucocitos (WBC),
hematies (RBC), hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT), volumen corpuscular
medio (MCV), contenido medio de hemoglobina por hematie (MCH),
concentracion media de hemoglobina (MCHC), plaquetas (PLT) y la amplitud de
distribucién eritrocitaria (RDW) mediante el sistema Automatizado Analizador
Hematologico (KX-21 Automated Hematology Analyzer, Sysmex Corporation,
Kobe, Japén). El resto de sangre fue centrifugado a 3500 rpm durante 15 min a 4°
C. El plasma fue separado, introducido en nitrégeno liquido y conservado a — 80° C
hasta su utilizacion. Las determinaciones que posteriormente se llevaron a cabo en
plasma fueron: glucosa, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL,

triglicéridos, acido turico, urea, albumina, fosfatasa alcalina (ALP), ALT/GPT,
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AST/GOT, creatinina, bilirrubina total y directa, amilasa y ferritina. Estos
parametros fueron determinados mediante un Analizador Quimico (Shenzhen
Midray BS-200 Chemistry Analyzer, Bio-Medical Electronic) perteneciente a la
unidad de bioanalisis en el Centro de Instrumentacién Cientifica (Centro de
Investigacion Biomédica, Universidad de Granada). Los diferentes oOrganos
extraidos fueron pesados, rdpidamente congelados en nitrogeno liquido y
conservados a -80°C. El musculo (longissimus dorsi) y hueso (fémur) fueron extraidos
y conservados también a -20° C y el contenido en minerales totales, asi como de P,
Ca y Mg fue determinado mediante la calcinacion de las muestras y posterior

determinacién de minerales (apartado 3.2.1.4).

3.4.1.3.2. Indice de transformacion de alimento y

coeficiente de eficacia en crecimiento.

A partir de los datos obtenidos en el control de la ingesta, peso de los animales y
contenido en proteina de las dietas, se determinaron los diferentes indices

biologicos que se calcularon de la siguiente forma:

Indice de transformacién de alimento (IT):

Ingesta (g SS/dia)/Incremento de peso corporal (g/dia).

Coeficiente de eficacia de crecimiento (C.E.C):

Incremento de peso (g/dia)/Ingesta de proteina (g /dia)
SS: sustancia seca.

3.4.1.3.3. Utilizacion nutritiva de Nitrogeno, minerales

totales y Calcio, Magnesio y Fosforo.

El contenido en N, Ca, Mg y P fue determinado en muestras de dietas, heces y
orina siguiendo el método indicado en el apartado 3.2.1.4. Los minerales totales

fueron determinados en dietas y heces.

Posteriormente se determind el coeficiente de digestibilidad aparente (CDA) para

N, minerales totales, Ca, Mgy P; para N, Ca, Mg y P se determinoé el balance y el

70



porcentaje de nutriente retenido / nutriente absorbido (% R/A). Se aplicaron las

siguientes formulas para obtener los distintos indices:
CDA: [(I-F)/1] x 100
BALANCE: I- (F+U)
%R/A: [(I-(F+U))/ (I-F)] x 100

Donde: I=ingesta, F= excrecion fecal y U= excrecidn urinaria.

3.4.2. Ensayo de la alfalfa como fuente de fibra.
3.4.2.1. Disefio experimental.

3.4.2.1.1. Grupos experimentales.

Se llevaron a cabo experimentos con cuatro grupos experimentales en los que se
ensayaron dos tipos distintos de dietas con distintas fuentes de fibra: celulosa o
alfalfa. Para ello se utiliz6 un modelo experimental de rata Wistar espontdneamente

hipertensa (SHR) y su control Wistar Kyoto (WKY).

* Grupo I: 8 ratas de la raza Wistar Kyoto, alimentadas durante 5 semanas
con una dieta cuya fuente de fibra provenia de la celulosa.

* Grupo II: 8 ratas de la raza Wistar Kyoto, alimentadas durante 5 semanas
con una dieta cuya fuente de fibra provenia de la alfalfa.

*  Grupo IIT: 8 ratas de la raza Wistar SHR, alimentadas durante 5 semanas
con una dieta cuya fuente de fibra provenia de la celulosa.

*  Grupo IV: 8 ratas de la raza Wistar SHR, alimentadas durante 5 semanas

con una dieta cuya fuente de fibra provenia de la alfalfa.

3.4.2.1.2. Animales de experimentacion.

Un total de 32 ratas de la raza Wistar, con una edad de 6 semanas, fueron
utilizadas para este experimento. 16 ratas pertenecian a la cepa Wistar Kyoto
(grupo control normotenso, WKY) y las otras 16 eran ratas espontaneamente
hipertensas (grupo experimental, Spontaneously Hypertensive Rats, SHR). A su

vez cada grupo de 16 ratas fue dividido en dos grupos: grupo control (CT) que
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consumia una dieta cuya fuente de fibra procedia de la celulosa, y grupo
experimental o alfalfa (ALF) cuya fuente de fibra procedia de la alfalfa (Figura 12).
Los animales de experimentaciéon fueron alojadas en wuna habitacién
termostaticamente controlada y bien ventilada (21 £ 2°C) con una humedad

relativa del 40 al 60% y fueron alojados en jaulas grupales (4 animales por jaula).

B
|

*  WKY: genotipo normeotenso.
* $SHR: genotipo hipertenso.
e CT: fuente de fibra celulosa.

* ALF: fuente de fibra alfalfa.

Figura 12. Disefio experimental del ensayo de la alfalfa como fuente de fibra en un modelo
experimental animal de rata espontanéamente hipertensa (SHR) y su control Wistar Kyoto (WKY).

3.4.2.1.3. Formulacion de dietas experimentales.

Las dietas se formularon siguiendo las necesidades de nutrientes para ratas
(National Research Council, 1995) en base a los requerimientos de la AIN-93M
(Reeves et al., 1993), pero incluyendo pequefias modificaciones como el contenido
en grasa (Tabla 13). Previamente a la preparacién de las dietas la humedad fue
determinada en los distintos componentes (celulosa, almidon y caseina) asi como el
nivel de proteina en la caseina fue determinada por el método de Kjehdal. La alfalfa
fue adicionada al 7% (7 g de alfalfa /100 de sustancia seca de dieta), para alcanzar
el 5 % de fibra necesario, y debido a que aportd ademas 1,11 g de proteina, este
valor fue rectificado de la caseina total adicionada.
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Tabla 13. Composicion de las dietas control y dieta alfalfa.

Dieta Control Dieta Alfalfa

(g/100 g SS%) (CT) (ALF)
Caseina 13,29 12,18
Metionina 0,5 0,5
Sacarosa 10 10
Grasa (aceite de oliva) 5 5
Celulosa/alfalfa 5 7
Corrector mineral 3,5 3,5
Corrector vitaminico 1 1
Colina 0,25 0,25
Almidoén 62,46 60,57
Composicion mineral
(ng/g)
Mg 413,81 968,82
Ca 4949,59 5687,35
A% 0,49 0,44
Mn 9,34 10,32
Fe 32,33 40,23
Co 0,0155 0,0312
Zn 21,29 9,04
As 0,0091 0,0277
Se 0,12 0,24

*SS: sustancia seca

El contenido en humedad y nitrogeno fue determinado en las dietas como se
indica en el apartado 3.2.1.4. El contenido en minerales fue determinado mediante

espectrofotometria de masas (ICP-MS).

La alfalfa utilizada para formular la dieta experimental cuya fuente de fibra fue la
alfalfa, provenia del cultivo en terrenos salinos que se llevo a cabo como se detalla

en al apartado 3.2.2.

3.4.2.2. Periodo experimental.
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Los animales permanecieron tres dias desde su recepcidon en periodo de
adaptacion a las condiciones de experimentacion. La duracion del periodo
experimental fue de 5 semanas durante las que los animales fueron alimentados con
las dietas experimentales al pair fed (20 g /dia X rata) y con acceso libre al agua tipo
IT. La ingesta de dieta fue controlada diariamente mediante pesada. Las ratas se
mantuvieron en las jaulas grupales (4 ratas/jaula) durante las cuatro primeras
semanas del periodo experimental y la quinta semana fueron alojadas en jaulas
metabdlicas individuales para permitir la recogida por separado de heces y orina,
asi como cuantificar la ingesta de dieta y agua (tipo I) individualmente. El peso
corporal fue determinado semanalmente, en el mismo dia y a la misma hora
después de 6 h de ayuno. La presion arterial fue determinada semanalmente
también, siempre a la misma hora de la mafiana. Al finalizar las cinco semanas de
experimentacion se determind la composicion corporal y se realizd un test de
tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa. Al dia siguiente los animales fueron

anestesiados y sacrificados (Figura 13).
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Control de la ingesta de liquidos
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Control diuresis 12 horas

Test de tolerancia a sobrecarga oral de glucosa

Determinaciéon de la composicion corporal

Figura 13. Esquema del desarrollo del experimento durante las 6 semanas de duracion. En cada
semana se muestra las actividades realizadas y los test aplicados a los animales.
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3.4.2.3. Analisis realizados.

3.4.2.3.1. Determinacion de la presion arterial.

La presion arterial fue determinada semanalmente mediante un método indirecto
no invasivo, basado en la misma técnica de esfigmomanometria usada para
determinar la presion arterial en humanos. El equipo utilizado para estas
determinaciones fue LE 5007 Automatic Blood Pressure Computer, LETICA
Scientific Instrument, Panlab, Barcelona, SPAIN. Esta compuesto por un manguito
(esfigmomanometro) para ocluir el flujo sanguineo asi como un transductor para
seguir la evolucion del pulso a través del proceso. Ademas posee una cabina de
termorregulacion (LE 5650/6 Heater Scanner), en el que existen seis railes o
puestos para asociar microprocesadores. Para llevar a cabo el procedimiento, los
animales se introdujeron en inmovilizadores especiales de acuerdo al peso de los
animales, y se colocaron en la cabina a 37°C y se mantuvieron durante 15 min para
adaptarse a estas condiciones antes de comenzar las medidas. Durante la medida, el
manguito comienza a inflarse bloqueando la vena y causando un descenso
constante del pulso detectado. Una vez que el pulso ha desaparecido, el manguito
se desinfla automatica y progresivamente hasta que el sistema detecta el momento
en el que pulso comienza a reaparecer (presion sistolica). Cuando el pulso ha
recuperado su valor inicial, la presiéon diastélica es medida y la presion media es
calculada automaticamente. El pulso basal se observa de nuevo y el sistema esta
listo para llevar a cabo la siguiente medida. Se realizaron seis medidas por animal,
y no se tomaron como medidas vélidas aquellas en las que la frecuencia cardiaca
supero 350 latidos por minuto. Se determind el drea bajo la curva para cada animal
usando el programa Excel® por el método de los trapezoides utilizando la siguiente

férmula (Pruessner et al., 2003):

n—1
(Mi1y + my) L,
Donde: AUC = Z 2
e m; medida i=1
e t;: distancia en tiempo entre medidas
e n:numero total de medias.
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3.4.2.3.2. Determinacion de parametros urinarios.

El volumen urinario (diuresis) fue determinado recolectando la orina excretada
por los animales, individualmente, durante un periodo de 12 h. El pH de la orina

fue determinado mediante un pH metro (Crison GLP 22, Barcelona, ESPANA).

3.4.2.3.3. Prueba de tolerancia a una sobrecarga oral de

glucosa.

Tras mantener a los animales privados de alimento durante 8 h, se realizd una
prueba de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa siguiendo el método
previamente descrito por Pablo G. Prieto et al. (2004) con pequefias modificaciones.
Esencialmente, las ratas se sometieron a una sobrecarga oral de glucosa, mediante
sonda nasogastrica, en relacion a una dosis de 6,9 umol glucosa/g de peso corporal
disolviendo la glucosa en solucion salina (NaCl 9%). Se determinoé la glucosa
sanguinea antes de la sobrecarga oral (glucosa basal) y a los 15, 30, 60, 90 y 120
min, hasta que los animales alcanzaron los valores basales. Para la extracciéon de
sangre, se realizd una pequefia incision en la parte mas distal de la cola y se utilizod
un glucometro Bayer, Breeze® 2 para conocer la concentracion de glucosa. Los
resultados fueron expresados como las medias de cada grupo = el error estandar de
la media. Se determind el drea bajo la curva para cada animal usando el modelo de

los trapezoides con el programa Excel® utilizando la siguiente férmula (Pruessner

et al., 2003):

n—1

My, + m)t, [t
AU(}=(Z( L “2 ) )—(ml‘E:,.)
: i=1

\j =

Donde:
e m; medida
e t;: distancia en tiempo entre medidas
e n: numero total de medias.

3.4.2.3.4. Analisis de la composicion corporal.

La composicion corporal de los animales fue determinada después de 8 h de
ayuno mediante el dispositivo EchoMRI™ (EMS 181, Echo Medical Systems,
Houston). El equipo emplea un método validado de resonancia magnética nuclear

para la medicién de la masa grasa, tejido magro, agua libre (agua no unida a los
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tejidos, normalmente la mayoria seria orina y el plasma) y agua total (también
denominada como agua total corporal, unida y no unida a los tejidos). Es un
método no invasivo, preciso y exacto que realiza mediciones muy rapidas

(aproximadamente 1 min para cada medida) (Kovner et al., 2010).

3.4.2.3.5. Determinacion de ingesta, peso corporal y peso

de los 6rganos.

La ingesta de los animales fue determinada diariamente por diferencia de pesada
de la dieta administrada y el comedero después de la ingesta de alimento. Los
animales se pesaron al comienzo de cada semana del periodo experimental y los

distintos érganos se extrajeron y se pesaron después del sacrificio de los animales.

3.4.2.3.6. Determinacion de parametros hematicos.
Los parametros sanguineos fueron determinados segiin apartado 3.4.1.3.1.
3.4.2.3.7. Determinacion de parametros plasmaticos y
urinarios.

Después de la separacion del plasma, se llevaron a cabo determinaciones de
distintos parametros bioquimicos como fosfolipidos, triglicéridos, colesterol total,
colesterol HDL y LDL, glucosa, bilirrubina total, fésforo, acido durico, urea,
creatinina, albumina, AST/GOT, ALT/GPT, y-GT, CK-MB, y fosfatasa alcalina
(ALP). Las determinaciones se llevaron a cabo usando un Analizador Quimico
(Shenzhen Midray BS-200 Chemistry Analyzer, Bio-Medical Electronic)
perteneciente a la unidad de bioanalisis en el Centro de Instrumentacion Cientifica
(Centro de Investigaciéon Biomédica, Universidad de Granada). En las muestras de
orina recogidas durante 12 h se determind el pH, la excrecion de Na,
concentraciones de glucosa, albimina, creatinina, acido urico, urea, fosforo y acido

citrico, utilizando el mismo equipo.
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3.4.2.3.8. Actividad antioxidante en rifién y en higado:

enzimas antioxidantes.

Homogeneizacion de tejidos.

Los tejidos fueron homogeneizados siguiendo el método descrito por Oboh et al.
(2007) con pequefias modificaciones. 1 g de tejido fue homogeneizado en 10 mL de
tampon fosfato 50 mM (pH 7.8) que contenia 0.1% Triton X-100 y DETAPAC 1,34
mM usando un homogeneizador Micra D-1 (ART moderne labortechnik) a 18.000
rpm durante 30 seg seguido por un tratamiento con un homogeneizador de
ultrasonidos (Sonoplus HD 2070, Bandelin) al 50 % de fuerza y durante tres
repeticiones de 10 seg. Los homogeneizados fueron centrifugados a 16.000 rpm,
4°C durante 40 min (BECKMAN, Allegra 64R) 1y los sobrenadantes fueron
recogidos y utilizados para determinar tanto la actividad enzimatica antioxidante

de distintas enzimas como las especies reactivas del acido tiobarbiturico.

Determinacion de la concentracion de proteina.

La concentracidon de proteina fue determinada en los homogeneizados mediante la
técnica de Lowry et al. (1951) con pequefias modificaciones para adaptar el
protocolo a microplaca de 96 pocillos (Multiskan™ FC Microplate Photometer,
Thermo Ficher Scientific. Shanghai, China). Esencialmente se realiz6 una recta
patrén con cantidades crecientes de proteina (0, 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL)
para lo que se utiliz6 una solucion de albumina de suero bovino (BSA) con una
concentracion inicial de 1000 ug/mL. Se preparo6 una soluciéon de Cu,SO, (Reactivo
A) al 1% (p/v), una solucidn de tartrato (Reactivo B) al 2% (p/v), una solucidén de
Na,CO; (Reactivo C) al 2% (p/v) y la solucion de Folin-Ciocalteatu en la que el
reactivo se diluyd con agua tipo I en una proporcién 1:4. Para el desarrollo de la
reaccion los reactivos se mezclaron de la siguiente forma: Reactivo A (0,01 mL) +
Reactivo B (0,01 mL) + Reactivo C (1 mL) para obtener el reactivo de Cu alcalino.
Se afiadieron a la placa las muestras debidamente diluidas o los patrones (50 uL),
posteriormente se afadieron 200 pL del reactivo de Cu alcalino y las muestras se
incubaron durante 10 min a temperatura ambiente. Tras la incubacién se afiadieron
50 puL de la soluciéon de Folin-Ciocalteau diluida, se volvieron a incubar las

muestras durante 30 min a temperatura ambiente y se hizo la lectura de la placa a
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750 nm. Tanto las muestras como la recta patrén fueron determinadas por
cuadruplicado. Los valores de la recta patrdn se ajustan a un modelo de ecuacién
polinémica y los valores de absorbancia de las muestras obtenidos se extrapolaron
en la recta patron. Los resultados fueron expresados como mg proteina/mL de

homogeneizado.

Actividad enzimatica Superoxido dismutasa (SOD).

La actividad enzimatica SOD, fue determinada en los homogeneizados de higado
y riidbn mediante el método colorimétrico descrito por Ukeda et al. (1997) adaptado
para un lector de microplacas (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo
Ficher Scientific. Shanghai, China). Esta reaccidon enzimadtica estad basada en la
inhibicion por la SOD de la reaccion de oxidacion entre los aniones superoxido,
producidos por el sistema xantina/xantina oxidasa y el receptor de superoxido (2-
methoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilido  (XTT). Para la
determinacién de la actividad enzimatica SOD total, se prepar6 una mezcla de
reaccion que contenia para un volumen final de 1 mL: 740 pL de tampdn fosfato 50
mM pH=7,8; 38 nL. de DETAPAC 3 mM, 55 puL de XTT (0,0007 g/1 mL de
tampon fosfato 50 mM) y 167 uLL de xantina oxidasa (70 mU/mL). A cada pocillo
de la placa se afiadieron 150 pL de la mezcla de reaccién, 35 puL de la muestra
convenientemente diluida o 35 uL. de tampon fosfato 50 mM para los controles, y
finalmente 55 pl. de xantina 3 mM. Se midi6 la absorbancia durante 15 min, a
25°C y a 492 nm y haciendo una lectura de la placa por min. Para determinar la
actividad de SOD dependiente de Mn, se realizé el mismo protocolo pero las
muestras fueron tratadas previamente con cianuro de potasio (KCN) 120 mM
durante 30 min en hielo (concentracion final de KCN 4,8 mM). La actividad de
SOD dependiente de CuZn fue determinada mediante la diferencia entre la
actividad de SOD total y actividad de SOD dependiente de Mn. Una unidad de
actividad enzimatica se define como la enzima necesaria para inhibir el 50% de la

reduccidén de XTT.
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% de inhibicién = (Ae-Aj)/A;) X 100

A, = actividad del control
A, = actividad de la muestra.

Finalmente los resultados fueron expresados como unidades de actividad

antioxidante (UAA)/mg de proteina.

Actividad enzimadtica de la Catalasa (CAT).

La actividad enzimatica de la CAT fue determinada por el método de Aebi, (1984)
con pequeinas modificaciones. A cada cubeta de cuarzo se anadieron 500 pL de
homogeneizado convenientemente diluido o de tampon fosfato (pH=7) para los
controles, posteriormente se afadieron 250 pL de H,O, 60 mM en la cubeta control,
se hizo autozero e inmediatamente después se adicioné la misma cantidad de H,O,
en las cubetas con muestras. La determinacion se realiz6 monitorizando la
desaparicion de perdxido de hidrégeno en presencia de homogeneizado a A=240
nm, a 25°C, pH= 7 en espectrofotometro Thermo Scientific™ BioMate 3S UV-
Visible spectrophotometer (Shanghai, China). Los resultados fueron expresados

como umol de H,0, consumidos por min y por mg de proteina.

umol H,O,/min X mg proteina= (AAbsorbancia/0,0394)/(mg proteina /mL)

Actividad enzimdtica de Glutation peroxidasa (GPx).

La actividad enzimatica de GPx se determind mediante el método anteriormente
descrito por Smith et al. (2001) con pequefias modificaciones. Dicha técnica se basa
en la oxidaciéon de nicotin adenin dinucle6tido fosfato (NADPH) por la glutatién
reductasa, a su vez la velocidad de reduccién de la glutatién reductasa se relaciona
con la actividad enzimatica GPx de cada muestra. Para esta determinacion, se
realizaron en paralelo reacciones catalizadas y no catalizadas (ambas en
cuadruplicado). A las reacciones no catalizadas, en cada pocillo se afladieron 240
uL de NADPH 2mM en tampoén fosfato 50 mM, 1 mM dcido etilendinitrilotetra
acético (EDTA) y pH 7,4; 20 uLL de homogeneizado de tejido y 10 uL. de una

solucion de cumeno hidroperéxido 22 mM. Para las reacciones catalizadas a cada
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pocillo se anadieron 240 pL. de una mezcla de reaccion también en tampon fosfato
50 mM, 1 mM acido etilendinitrilotetraacético (EDTA) y pH 7,4 adicionada de
acida sodica 4,3 mM, glutation reducido 4,3 mM y NADPH 2mM, 10 puL de
homogeneizado de tejido; 4,5 uLL de glutation reductasa de una solucién de 0,04
mU/mL y 10 pL cumeno hidroxiperéxido. La lectura de la placa se llevo a cabo a
340 nm, a 37°C durante 4 min, realizandose la lectura cada 15 seg. Los resultados
de actividad enzimatica fueron expresados como nmol NADPH/min/mL, para lo

que se utilizo la siguiente ecuacion:

nmol NADPH/min X mg proteina = (((AAbsorbancia reaccion catalizada -
AAbsorbancia reaccidon no catalizada)/0.0062) x (volumen total pocillo/volumen
muestra))/(mg proteina/mL).

Determinacion de TBARs.

Como marcador de la peroxidacion lipidica, las especies reactivas del acido
tiobarbiturico (TBARSs) fueron determinadas en homogeneizados de higado y rifién
siguiendo el método previamente descrito por Ohkawa et al. (1979) con pequefas
modificaciones. Se afladieron a tubos Pirex® 100 pL. de homogeneizado de tejido
(o 100 pL de solucién estandar), 100 pL de SDS al 8,1 % (p/v), 750 uL de acido
acetico al 20 % (pH 3,5), 750 uL de TBA al 0,8 % (p/v) y 300 pL de agua tipo I
hasta un volumen final de 2 mL. Las muestras se calentaron a 95°C durante 60 min,
se enfriaron y se afiadieron 1,5 mL de la mezcla organica butanol/piridina 15:1
(v/v). Posteriormente se agitaron y se centrifugaron a 4.000 rpm durante 10 min.
La concentracion de malondialdehido (MDA) fue determinada por la medida de la
absorbancia a 532 nm de la capa organica formada y los resultados se expresaron

como nmol MDA / mg de proteina. Se realizaron cuatro réplicas por muestra.

3.4.2.3.9. Expresion génica por PCR-RT cuantivativa.

Se determiné la expresion génica del péptido similar al glucagon (geg), del péptido
neurotensina (nts) y del péptido YY (pyy) en muestras de colon. En rifién y corazén

se determin® la expresion génica del receptor del péptido similar al glucagén 1
(glpI-1).
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Se aislo el ARN total de los diferentes tejidos. Aproximadamente 100 mg de tejido
fueron introducidos en tubos especiales con una matriz de lisis (Lysing Matrix SS —
116921100, MP BIOMEDICALS) donde se anadié 1 mL de Tri-Reagent® (Sigma,
Aldrich), que contenia guanidina isotiocianato, fenol y un agente solubilizante para
disolver el ADN, ARN vy las proteinas de las muestras lisadas. Los tejidos fueron
homogeneizados en un homogeneizador FastPrep®-24 (Modelo 116004500 MP
Biomedicals, EEUU). El homogeneizado fue transferido a un tubo libre de
ribonucleasas (RNasas) y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 5 min
para asegurar la completa disociacion de los complejos nucleoproteicos.
Posteriormente se anadié a cada muestra 200 uL. de cloroformo y se agitaron
vigorosamente durante 15 seg. Se volvieron a incubar a temperatura ambiente de 2 -
15 min y las muestras se centrifugaron a 15.000 rpm durante 15 min a 4 °C. La
mezcla se separd en tres fases: una fase acuosa superior que contenia el ARN, otra
interfase que contenia el ADN y por ultimo una fase organica que contenia las
proteinas. La parte acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se le afiadieron 500 puL
de isopropanol, las muestras se mezclaron y se mantuvieron a temperatura
ambiente de 5 — 10 mins centrifugandose después a 15.000 rpm durante 10 min a
4°C. El sobrenadante fue descartado y el pellet formado se disolvié en un volumen
de 50 - 200 puL con agua libre de RN Asas (Sigma, Aldrich) dependiendo del tamafio

del pellet formado, y por tanto del material genético extraido.

Posteriormente, las muestras fueron tratadas con DNasas (Ambion turboDNA-
free TM kit, AM1907) para eliminar cualquier ADN presente y el ARN fue
transferido a tubos libres de RNasas para determinar la concentracion y calidad del
acido nucleico mediante el indice de A=260/A=280 que se estableci6 entre 1,90 a
2,00 (NanoDrop 2000, Thermo Scientific).

Para realizar la transcripcion reversa de ARN a ADNc, a un total de 1 -500 ng de
ARN se le anadieron: agua libre de ARNasas hasta un volumen final de 13,75 uL y
1uL de hexadeoxinucleétidos (Random Hexamer, Promega C1181), las muestras se
introdujeron en un termociclador Peltier Thermal Cycler-200 (MJ Research,
Waltham, MA, USA) durante 5 min a 65 °C para desnaturalizar el ARN molde.
Posteriormente se mantuvieron en hielo durante 2 min. A cada muestra se afadio

0,625 pL. de nucleasa (RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor, Life
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Technologies); 0,5 uL. de desoxinucleodtidos trifosfato 25 mM (dNTPs, Promega);
1,25 uL de retrotranscriptasa inversa, 5 uL de First Buffer (250 mM Tris-HCI (pH
8,3), 375 mM KCI, 15 mM MgCl,) y 2,5 pL. de DTT 100 mM (SuperScript® II
Reverse Transcriptase, Invitrogen™). La mezcla de reaccion se llevo hasta un
volumen final de 25 pL con agua libre de ARNasas; se estableci6 el programa en el
termociclador para llevar a cabo la reaccion: 10 min a 25°C, 50 min a 42 °C y 15

min a 70°C.

A partir del cDNA obtenido, la PCR cuantivativa se llevd a cabo en el sistema
7900 HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems), usando cebadores/sondas
(Life Technologies™) para: acth (Rn00667869 _ml), gcg (Rn00562293_ml), glp-1r
(Rn00562406_m1), nts (Rn01503265_m1) and pyy (Rn01460420_gl). A cada reaccién
(o muestra) se le afladieron 6,25 pL. de Tagman Master Mix (2X TagMan® Fast
Universal PCR Master Mix, no AmpErase® UNG, que contiene la ADN
polimerasa), 4,5 uL. de agua libre de ARNasas; 0,5 L. del ADNc de la muestra
correspondiente y 1,25 uL. del cebador o primer. La reaccidn se llevd a cabo durante
40 ciclos y siguiendo los siguientes parametros para cada ciclo: 95 °C/20 seg para
activar la ADN polimerasa; 95 °C/1 segundo para desnaturalizar las hebras de
ADN y 60 °C/20 seg para permitir la alineacidén y extensién de los cebadores. La
expression de cada gen fue comparada con la expression de B-actina determinada
en la misma muestra. Se calcuo6 la diferencia CT (ACT) para la B-actina menos el
gen testado. Media, desviacion estandar y error estandar de la media se calcularon
2 ACT

desde ACT, y los resultados finales fueron expresados la media gedmetrica de

y su EEM.

3.5. Analisis estadistico.

Se realizaron diferentes tratamientos estadisticos segun el disefio experimental de
cada fase de trabajo y en todos los casos utilizando el programa estadistivo IBM
SPSS, version 20.0.

En la determinacién de la resistencia a la salinidad de Medicago sativa, su cultivo en
una solucién de riego Solonchak ortico a diferentes concentraciones salinas, y en

los ensayos de dializabilidad y peroxidacion lipidica, se aplico un andlisis de la
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varianza (ANOVA) de una via, y mediante el test de Duncan se analizaron
diferencias significativas entre los valores medios (n=6) de los parametros peso seco

y contenido en nitrégeno (p<0,05).

Los resultados del experimento del cultivo de Medicago sativa a 100 mM de
concentracion salina, fueron analizados mediante un test de la T de Student, para

detetectar diferencias significativas entre los dos tratamientos bacterianos (n=100).

Para el cultivo de Medicago sativa en campo, las diferencias en las propiedades del
suelo entre los distintos bloques, y diferencias en la productividad de la alfalfa entre
los distintos tratamientos bacterianos fueron analizadas mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA, p<0,05) y el test de Tukey fue aplicado para detectar
diferencias significativas (p<0,05). Ademas el coeficiente de correlacion de Pearson

fue utilizado para analizar la relacion entre las variables.

En los experimentos donde se ensay¢ la alfalfa como fuente de proteina, se llevé a
cabo un analisis de la varianza (ANOVA, p<0,05); y el test de Tukey fue aplicado
para detectar las diferencias significativas entre los valores medios (n=8) de los tres
grupos experimentales.

En el experimento donde se ensayo la alfalfa como fuente de fibra en un modelo
experimental de animal hipertenso, el efecto del fenotipo y de la dieta sobre la
ingesta de dieta, el peso corporal, el incremento de peso, la presion arterial, la
composicion corporal, pardmetros plasmadticos y urinarios, parametros hematicos,
peso de los oOrganos, enzimas antioxidantes, formacion de TBARs y expresion
génica fue analizado mediante un analisis factorial de la ANOVA 2 X 2 con la dieta
y el fenotipo como tratamientos. Los valores son expresados como medias grupales
(n=8) y el error estandar de la media (EEM) del pool. La contribucién a la varianza
total (%) de cada componente de la ANOVA se expresa debajo de su p-valor. El test
de Tukey fue usado para detectar diferencias entre los valores medios de los

tratamientos, el nivel de significancia fue establecido en p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Cepas bacterianas.

El nimero de células viables de la cepa Ewnsifer meliloti 1021 (Figura 14) no fueron
estadisticamente diferentes en ninguna de las concentraciones de sales ensayadas. H.
maura S30 (Figura 15) fue incapaz de crecer en concentraciones de sal inferiores a

45 mM, pero creci6 a 50, 100, 200 y 300 mM.

2 Ensifer meliloti 1021
1,8
1,6
. L4 —— 0 mM
g 12 --&-50mM
1 —a— 100 mM
0,8 = <= -200 mM
0,6 s+ X+ 300 mM

0,4
0,2

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 Tiempo (H)

Figura 14. Curva de crecimiento de E. meliloti 1021 en medio de cultivo sin sales, a 50, 100, 200 y
300 mM de NaCl, durante 36 horas.
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Figura 15. Curva de crecimiento de la bacteria H. maura S30 en medio de cultivo sin sales, a 50, 100,
200 y 300 mM de NaCl, durante 36 horas.
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4.2, Cultivo de Medicago sativa L.
4.2.1. Experimentos en invernadero.

4.2.1.1. Resistencia a salinidad de Medicago sativa L.

Las plantas no inoculadas, utilizadas como control murieron en la primera
Semana de experimento. El aumento de la concentracion de sales en la solucion de
riego provocd una disminucion progresiva del peso seco de la parte aérea de las
plantas de alfalfa, y esta disminucidén fue significativa a partir de la primera
concentracion de sales adicionada (50 mM) (Figura 18). La concentracion de
nitrégeno también se vio disminuida significativamente a partir de la concentracion

de sales 200 mM (Tabla 14).

2,00 -~ - 25
1,80 -
1,60 - - 20
1,40 -
& _
v 1,20 A - 15 g
0 ]
<
= 1,00 - g
a -
0,80 - - 10 8
0,60 -
0,40 - L5
0,20 A
0,00 E 0

0mM 50 mM 100mM 150 mM 200 mM 250 mM 300 mM
EEEEISDW == CE

Figura 16. Peso seco de la parte aérea (SDW) de las plantas de alfalfa inoculadas con E. meliloti y
conductividad eléctrica (CE) en las distintas concentraciones salinas utilizadas. Diferencias
significativas entre tratamientos se analizaron por una ANOVA. Diferentes letras representan
diferencias entre tratamientos mediante un test de Tukey (p<0,05).

Tabla 14. Contenido en nitrogeno de la parte aérea de las plantas de alfalfa cultivada a
distintas concentraciones de sales (NaCl).

[NaCl] 0 mM 50 mM 100 mM 150 mM 200 mM
(g/lOl(\)Ig ) 3,52b 3,27 ab 3,12 ab 3,39 ab 2,69 a
EEM 0,257 0,258 0,268 0,284 0,257

*N: nitrogeno, SS: sustancia seca. Se representan valores medios (n=6); EEM: error estandar de la
media; a,bRepresentan diferencias significativas entre tratamientos mediante un test de Tukey
(p<0,05).
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4.2.1.2. Cultivo de M. sativa en soluciones de sales Solonchak
ortico.
4.2.1.2.1. Determinacion del peso seco de la parte aérea
(SDW), peso seco de la raiz (RDW), contenido en nitrogeno y

minerales totales.

Las plantas de alfalfa no inoculadas, e inoculadas con H. maura (inoculante H)
murieron en la primera Semana del experimento. Aquellas plantas que fueron
inoculadas con E. meliloti (inoculante E), tuvieron valores similares de SDW y
RDW a las que fueron inoculadas con E. meliloti y H. maura (inoculante EH)
cuando crecieron en una solucion de riego sin sales. El peso seco de las plantas que
crecieron en cualquiera de las soluciones con sales fue significativamente menor
que las plantas que crecieron sin sales. Sin embargo, a 50 mM el SDW de las
plantas inoculadas con inoculante EH fue significativamente mayor que las plantas

inoculadas con el inoculante E (Tabla 15).

La adicion de sales redujo significativamente el contenido de nitrogeno total de la
parte aérea de las plantas, sin embargo cuando las plantas se co-inocularon esta
reduccidn fue significativa tan solo en la concentracidon de sales mas alta (100 mM)

(Tabla 15).

En cuanto a los minerales totales, la adicién de sales a la solucién de riego
aumento el contenido mineral en la parte aérea de las plantas, este aumento fue
significativo a 100 mM en las plantas inoculadas con E y a partir de 50 mM en las

plantas inoculadas con EH (Tabla 15).
4.2.1.2.2. Potencial hidrico y contenido en Lb.

La inoculacion no afecté al potencial hidrico de las plantas que crecieron sin
adicion de sales. Para las plantas inoculadas con E. meliloti, el Yw disminuyo
significativamente al adicionar sales a la solucién de riego, mientras que aquellas
plantas que se inocularon con E. meliloti y H. maura, la adicién de sales no tuvo

ningun efecto sobre el Yw (Tabla 15).

En ausencia de sales el contenido de Lb de los nddulos de las plantas tratadas con

inoculante E fue significativamente mayor que en las plantas tratadas con
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inoculante EH. Al adicionar sales la concentracion de Lb fue reducida
significativamente en las plantas inoculadas con E. meliloti, mientras que en las

plantas co-inoculadas se aumento significativamente este parametro (Tabla 15).
4.2.1.2.3. Contenido en Ca, Na, Mg, Py Zn.

Las plantas que crecieron sin sales, tuvieron valores similares de Ca y Na. Las
concentraciones de estos minerales aumentaron significativamente cuando
increment6 la concentracion de sales de la solucion de riego independientemente
del inoculante utilizado. La co-inoculacion de las plantas produjo un aumento
significativo de Ca con respecto a las plantas inoculadas con inoculante E en la
concentracion 100 mM de sales (Tabla 15). En ausencia de sales, el contenido en
Mg fue significativamente mayor en las plantas inoculadas con E. meliloti
comparado con las plantas co-inoculadas. La adicion de sales provocod un aumento
significativo en este parametro, en las plantas co-inoculadas comparadas con las
inoculadas con inoculante E (Tabla 15). En cuanto al P, las plantas que crecieron
sin sales y tratadas con inoculante E, tuvieron valores significativamente mayores a
las tratadas con inoculante EH. El incremento de la concentracion de sales de la
solucion de riego, afectd negativamente al contenido en P disminuyéndolo
significativamente independientemente del inoculante utilizado (Tabla 15). La
concentracion de Zn no se vio afectada por el tratamiento de la sal, pero a 100 mM
fue significativamente superior en las plantas inoculadas con EH comparadas con

las inoculadas con E (Tabla 15).

4.2.1.3. Cultivo de M. sativa en solucion de sales Solonchak

100 mM.

En la Tabla 16 se muestran los resultados de las plantas de alfalfa cultivadas a una
concentracion de sales 100 mM e inoculadas con E. meliloti o co-inoculadas con E.
meliloti y H. maura. Resultados similares a los obtenidos en el experimento anterior
fueron encontrados en este experimento; de modo que los parametros de SDW,
RDW, potencial hidrico, contenido en Lb, contenido en N, Ca y Mg fueron
significativamente superiores en las plantas que fueron coinoculadas comparadas

con aquellas que fueron inoculadas solo con E. meliloti.
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Tabla 15. Peso seco de la parte aérea (SDW), Peso seco de la raiz (RDW), contenido total en N y cenizas, potencial hidrico (¥,), contenido en
leghemoglobina (Lb) en nodulos frescos, contenido en minerales Ca, P, Mg, Nay Zn de M. sativa cultivada en una solucion mineral de sales tipo Solonchak
ortico con diferentes concentraciones. Las plantas fueron inoculadas con E. meliloti (E), H. maura (H) o una mezcla 1:1 E. meliloti y H. maura (EH) y se
cultivaron durante 60 dias bajo condiciones de invernadero. Plantas no inoculadas fueron usadas como control.

Cenizas

Lb

Inoculante Concentracion SDwW RDW (}:/;c())t(’;ﬂg totales Yw (mg/g ( n(fga /g (nI:;g (nlir%g (mI; /g (j;g
bacteriano de sales (mM) (2) (2) SDW) (g/100g (-Mpa) nddulo SDW) SDW) SDW) SDW) SDW)
SDW) fresco)
NI 0 - - - - - - - - - - -
H 50 - - - - - - - - - - -
100 - - - - - - - - - - -
0 1,52 ¢ 0,93b 3,41b 9,22 a -3,55a 13,71b 6,31 a 0,71 a 3,22b 3,35¢c 12,72 ab
E 50 0,66 a 0,57 a 2,96 a 9,04 a -497b 12,77 a 11,31b 6,20 b 2,87 a 1,80a 12,11ab
100 0,56 a 0,46 a 2,65a 1093b  -493b 12,30a 11,87b 9,98 c 4,18 c 1,75a 11,19a
0 1,69 c 1,01b 3,46 b 8,81a -3,46a 11,87a 6,28 a 0,82 a 2,74 a 2,81b 13,94b
EH 50 0,91b 0,65 a 3,52b 10,15b -3,64a 1542Db 12,45b 6,470 3,57b 1,80a 13,21D
100 0,69 a 0,64 a 2,93 a 10,44b -4,08a 14,35b 14,09 c 9,85¢ 461d 1,78a 13,37Db

*Los valores son media de n=6; los datos fueron analizados mediante una ANOVA, diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre los
distintos tratamientos para un parametro dado mediante el test de Duncan p<0,05.
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Tabla 16. Peso seco de la parte aérea (SDW), de la raiz (RDW), potencial hidrico ( V), contenido en leghemoglobina (Lb), nitrogeno (N), cenizas
totales, fosforo, calcio y magnesio de la parte aérea de la alfala inoculada con E. meliloti o coinoculada con E. meliloti y H. maura cultivada a una
concentracion de sales tipo Solonchak de 100 mM.

I SDW RDW b 4 Lb N Cenizas P Ca Mg
(g (® (Mpa) (mg /g PFN)  (g/100 g SS) (%) (mg/g SS) (mg/g SS) (mg/g SS)
N.L - - - - - - - - -
E 0,64 +0,021 0,84+0,02 -3,1240,02 10,17+0,03 3,3240,01  12,09+0,08  2,06+0,00 12,02+0,16 4,33+0,09

EH 0,791 0,04*** 0,90 £ 0,03* -2,79+0,01***  11,26+0,06***  3,42+0,03*  11,39%£0,38  2,02+0,04  13,79+0,34**  5,31%+0,30*

Los valores representan medios (n=100)* EEM (error estandar de la media); I: inoculante; N.I: plantas no inoculadas, H: inoculante H. maura, E:
inoculante E. meliloti; EH: inoculantes E. meliloti y H. maura. Diferencias significativas entre tratamientos fueron determinadas de acuerdo a un test T de
Student (*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001)
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4.2.2. Cultivo de Medicago sativa en campo.
4.2.2.1. Analisis de suelos.

Las propiedades del suelo pH, conductividad eléctrica (CE), materia organica
(MO) y CaCO; fueron determinadas en cada una de las parcelas de cada bloque
del suelo antes de proceder a la siembra de la alfalfa y en dos profundidades
distintas (0 — 30 y 30 — 60 cm). Segin se muestra en la Tabla 17 todos los bloques
fueron homogéneos en términos de propiedades del suelo, aunque se encontraron
algunas diferencias significativas. Con respecto al pH determinado en la
profundidad de 0 — 30 cm, éste fue significativamente superior en el Bloque B con
respecto al bloque E. En cuanto a la CE, también se observo que el bloque C tuvo
una CE significativamente superior a los bloques B y D a 30 — 60 cm. El contenido
en MO en el bloque A fue significativamente inferior a la MO del bloque E en
profundidad de 0 — 30 cm; y en profundidad 30 — 60 estas diferencias se siguieron
manteniendo; ademas el bloque B también tuvo una MO significativamente inferior
al bloque E. El ultimo parametro analizado, CaCO;, fue significativamente superior
en el Bloque B con respecto al E en profundidad 0 — 30 cm, y a 30 — 60 cm se
encontraron diferencias significativas entre el Bloque A y los bloques B, C y E,

siendo este parametro superior para estos ultimos bloques.

Tabla 17. Propiedades del suelo antes de la siembra de la alfalfa en cada bloque y a las dos
profundidades consideradas (0-30 y 30-60 cm). Los datos se representan como medias en
cada bloque (n=4). (CE: conductividad eléctrica, MO: materia organica).

pH CE(dSm") MO (%) CaCO4(%)

Profundidad  0-30 30-60 0-30 30-60 0-30 30-60 0-30 30-60

Bloque A 838ab 850a 21,77a 21,65ab 127a 092a 54,1ab 550a
Bloque B 842b 848a 21,48a 2093a 149ab 099a 554b 56,2b
Bloque C 838ab 840a 2238a 22,78b 1,68bc 1,15ab 53,9ab 56,0b
Bloque D 839ab 840a 21,75a 21,20a 1,67bc 1,11ab 54,5ab 557ab

Bloque E 835a 840a 22,10a 21,93ab 191c 1,27b 53,0a 56,20

a,b,c En una misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a un test de
Tukey (p <0,05).
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La Figura 17 muestra la evolucion de los pardmetros analizados en el suelo a lo
largo del tiempo y en las dos profundidades estudiadas. En la Figura 17A se
observa que el contenido en materia organica disminuy6 con el tiempo en todos los
tratamientos bacterianos, y especialmente en el perfil de 0 — 30 cm de profundidad,
pero no se encontraron diferencias significativas entre el inicio del experimento y el

momento de la recogida de las plantas.

El pH y la conductividad eléctrica también mostraron un comportamiento
homogéneo con los distintos tratamientos en ambas profundidades de las muestras
analizadas (Figura 17B y Figura 17C respectivamente). Ambas propiedades del
suelo incrementaron a lo largo del tiempo en la superficie (0 - 30 cm) y
disminuyeron con la profundidad (30 - 60 cm). Estas variaciones fueron
estadisticamente significativas para el tratamiento CT y H donde el pH aument6 en
superficie y para el tratamiento E, donde el pH disminuy6 significativamente en
profundidad. En cuanto a la conductividad eléctrica, en todos los tratamientos se
sufri6 un aumento significativo de este parametro en el perfil 0 — 30 cm a lo largo
del tiempo, y tan sOlo en el tratamiento EH la disminucion de la CE fue

significativa en el nivel mas profundo (30 — 60 cm) Figura 17C.

Como se muestra en la Figura 17D, no hubo diferencias significativas en el
contenido en equivalentes de CaCOj; ni entre tratamientos, ni por efecto del tiempo

o la profundidad.
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Figura 17. (A) Contenido medio en materia organica (MO) del suelo (%); (B) pH medio; (C)
Valores de conductividad eléctrica (CE, dSm™) y (D) Contenido en equivalentes de CaCOj; (%) antes
de la siembra (tiempo experimental inicial) y después de la cosecha (tiempo experimental final) a dos
profundidades (0-30 y 30-60 cm) para los cuatro tratamientos (CT: control; H: H. maura; E: E.
meliloti y EH: E. meliloti + H. maura. *Representa diferencias estadisticamente significativas entre los
valores iniciales y finales para cada tratamiento en el nivel superficie. #Representa diferencias
estadisticamente significativas entre los valores iniciales y finales para cada tratamiento en el nivel
profundo. Letras en mintscula representan comparaciones estadisticas entre subgrupos homogéneos
usando el método de Tukey en cada punto: inicial 0 — 30 c¢m; inicial 30 — 60 c¢cm; final 0 — 30 cm y

final 30 — 60 cm.
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4.2.2.2. Determinacion de productividad de M. sativa.

La co-inoculacién de las plantas de alfalfa incrementd significativamente la
productividad de las mismas tanto en la primera cosecha realizada en julio del 2012,
como en la segunda cosecha realizada en septiembre del 2012. La inoculacién con
H, E y EH increment6 la productividad en un 21,24, 14,33 y 53,17%
respectivamente en relacion a las plantas del tratamiento control en el primer corte
realizado. En el segundo corte estos porcentajes fueron del 51,32% para el
tratamiento H, 3,97% para tratamiento E y un 102,25% para el tratamiento EH,
también con respecto al tratamiento CT y asumiendo el 100% de productividad en

este tratamiento.

250 -

200 -

150 -

100 -

Productvidad media relativa (%)
(%]
<)

B Cosecha julio B Cosecha septiembre

Figura 18. Productividad media relativa de las plantas de alfalfa (n=5) con los diferentes
tratamientos (CT: plantas no inoculada; H: tratamiento H. maura; E: tratamiento E. meliloti y EH:
tratamiento E. meliloti + H. maura) en dos cosechas consecutivas, julio y septiembre.*Letras
minusculas representan los resultados del analisis de subgrupos homogéneos usando el método de
Tukey (p<0,05) en la cosecha de julio; letras mayusculas representan el mismo andlisis para la
cosecha de septiembre.
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Se determind la correlacion entre las distintas propiedades del suelo, en el
momento de la cosecha, y la productividad de la alfalfa (Tabla 18). El pH y la CE
mostraron correlaciones negativas con la productividad, pero solo se encontraron
diferencias significativas para el pH en el tratamiento H y E en el nivel de
profundidad 30 — 60 cm. La MO mostr6 una correlacién positiva con la
productividad de las plantas, pero esta fue solamente significativa en el tratamiento
CT y en el nivel mas profundo (30 — 60 cm). El CaCO; mostré un patron de

correlacidon mas variado pero ninguna correlacidn significativa fue encontrada.

Tabla 18. Coeficiente de correlacion de Pearson estimado entre las distintas propiedades del
suelo y la productividad de la primera cosecha.

Treatments CT H E EH

Depth 0-30 30-60 0-30 30-60 0-30 30-60 0-30 30-60

pH -0,572 -0,873  -0,522 -0,991** -0,760  0,901*  -0,819  -0,708
Sig. 0,314 0,053 0,367 0,001 0,136 0,037 0,090 0,181
CE -0,080  -0,705  -0,090 -0,156 -0,314  -0,009  -0,121 0,369
Sig. 0,898 0,183 0,885 0,802 0,607 0,988 0,847 0,541
MO 0,848 0,883* 0,143 0,078 0,821 0,083 0,509 0,712
Sig. 0,069 0,047 0,819 0,900 0,089 0,894 0,381 0,177
CaCoO; -0,733 0,848 -0,205 0,512 -0,753 0,740 0,161 0,481
Sig. 0,159 0,070 0,741 0,377 0,142 0,152 0,795 0,412

CT: tratamiento control, H: tratamiento H. maura, E: tratamiento E. meliloti, EH: tratamiento E. meliloti +
H. maura. CE: conductividad eléctrica, MQO: materia organica.

Sig: p valor. *Representa correlacion significativa entre la productividad de la alfalfa y las distintas
propiedades del suelo (*p<0,05; **p<0,01).

4.2.2.3. Determinacion del contenido en N, minerales totales,
P, Ca, Mgy Na de M. sativa.

Primera cosecha. No se encontraron diferencias significativas en el contenido en N,
cenizas totales, P, Ca y Mg de la parte aérea de las plantas de alfalfa entre los
cuatros tratamientos bacterianos utilizados. Con respecto al contenido en Na se
encontraron diferencias entre el tratamiento E y EH, siendo este parametro

significativamente mayor en las plantas inoculadas con el inoculante E (Tabla 19).
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Segunda cosecha. El contenido en nitrogeno, Mg y Na fue similar para todos los
tratamientos. Las cenizas totales fueron significativamente superiores en el grupo
CT comparado con los tratamientos E y tratamiento EH. El contenido en P fue
significativamente mayor en el tratamiento EH comparado con los tratamientos CT
y H, y por ultimo el contenido en Ca fue significativamente superior en el

tratamiento H comparado con el tratamiento EH (Tabla 19).

Tabla 19. Contenido en N, cenizas totales, P, Ca, Mgy Na de la parte aérea de las plantas de
alfalfa cultivadas en suelo Solonchak correspondiente a los cuatro tratamientos bacterianos y
en dos cosechas consecutivas (julio y septiembre de 2012).

Primera cosecha (julio 2012)

TRATAMIENTO N total Cenizas P Ca Mg Na
CT 2,79 a 13,25 a 1,19a 24,68 a 10,49a 0,702 ab
H 2,82a 13,38 a 1,19a 25,29 a 10,94a 0,747 ab
E 2,72 a 13,12 a 1,22 a 24,53 a 11,32 a 0,816 b
EH 2,74 a 12,89 a 1,21 a 24,08 a 10,85 a 0,611a
EEM 0,051 0,793 0,37 0,264 0,809 0,026
Segunda cosecha (septiembre 2012)
N total Cenizas P Ca Mg Na
CT 2,63 a 15,07b 0,94 a 2546ab  13,39a 0,818 a
H 2,64 a 14,17 a 1,10ab 24,67ab 11,68a 1,022 a
E 2,64 a 14,17 a 1,10ab 24,67ab 11,68a 1,022 a
EH 2,55a 14,20 a 1,20 b 23,33 a 11,61 a 0,818 a
EEM 0,029 0,087 0,755 0,853 0,884 0,040

*N total y cenizas totales son expresados en g/100 g SS (sustancia seca); P, Ca, Mg y Na estan
expresados en mg/g SS. Los resultados se expresan como valores medios (n=>5). EEM: error estandar
de la media. a,b representan diferencias significativas segin un analisis de subgrupos homogéneos
utilizando el test de Tukey (p<0,05).
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4.3. Ensayos bioldgicos in vitro de las plantas de alfalfa.

4.3.1. Ensayo de dializabilidad mineral.

En ausencia de sales, el porcentaje de Ca, P y Mg dializable fue significativamente
mayor en las plantas tratadas con inoculante E comparado con las tratadas con
inoculante EH (Tabla 20). El incremento en la concentracion de sales condujo a una
significativa disminucion en el porcentaje de minerales dializables extraidos de las
plantas de alfalfa inoculadas con E. El tratamiento con sal, mejord el porcentaje de
dializabilidad de Ca, disminuy6 el de fosforo y no afecté al porcentaje de

dializabilidad de Mg en las plantas tratadas con el inoculante EH (Tabla 20).

Tabla 20. Dializabilidad de Ca, P y Mg de la parte aérea de las plantas de alfalfa
crecidas en solucion de sales Solonchak ortico a diferentes concentraciones. Las
plantas fueron inoculadas con E. meliloti (E) o E. meliloti y H. maura (EH). Valores son
expresados como porcentajes de mineral dializado.

Concentracién de

Inoculante sales (mM) Ca (%) P (%) Mg (%)
0 44,90 b 83,81 a 96,40 a

E 50 61,34 a 44,35 ¢ 100,00 a

100 39,09 ¢ 31,26d 63,66 c

0 29,19 62,44 b 71,35b

EH 50 3493d 58,53b 73,79 b
100 37,25 cd 31,83d 76,12 b

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas como resultado del
analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de Tukey (p<0,05).

4.3.2. Ensayo de la peroxidacion lipidica.

La capacidad antioxidante en dializados y retenidos determinada mediante la
capacidad de inhibicion de la peroxidacion lipidica, fue similar en las plantas que
crecieron en ausencia de sales independientemente del inoculante bacteriano, a
excepcion de los dializados de EH, donde fue significativamente inferior (Tabla 21).
En presencia de 50 mM de sales, las plantas tratadas con inoculante E tuvieron una
capacidad antioxidante similar a las plantas que crecieron en ausencia de sales,
pero a 100 mM la capacidad antioxidante incrementd significativamente. La co-
inoculacion incremento significativamente la capacidad antioxidante de las plantas
de alfalfa, en los dializados y en los retenidos, cuando estas fueron cultivadas tanto

a 50 mM como a 100 mM (Tabla 21).
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Tabla 21. Capacidad antioxidante de dializados y retenidos de la parte aérea de
las plantas de alfalfa crecidas en solucion de sales Solonchak oértico a diferentes
concentraciones. Las plantas fueron inoculadas con E. meliloti (E) o E. meliloti y
H. maura (EH). Valores expresados como unidades de capacidad antioxidante
(UCA/mL).

Concentracion de sales

Inoculante (mM) Dializados Retenidos
Blanco 4.54b 5,99b
0 3,41 ab 5,48 b
E 50 3,80 ab 3,78 a
100 20,61 d 29,20d
0 2,98 a 5,58 b
EH 50 13,85c¢ 16,02 ¢
100 19,75d 30,16 d

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas como resultado
del analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de Tukey (p<0,05).

4.3.3. Determinacion de polifenoles totales.

El contenido en polifenoles totales, fue significativamente superior en las plantas

que crecieron en un suelo Solonchak, comparado con las plantas que crecieron en

condiciones de invernadero sin adicion de sales (p<0,01) (Tabla 22).

Tabla 22. Contenido en polifenoles totales de los extractos de la parte aérea de
Medicago sativa cultivada en condiciones de invernadero sin sales o en suelo
Solonchak ortico. Los valores representas medias (n=8) = EEM (error estandar de la
media).

0 mM (0,6 dS/m)t Solonchak (23 dS/m)

ug EAG/mL 634,17 + 28,08 787,08 + 26,48**

**Representa diferencias significativas mediante un test de T de Student (p<0,01). EAG:
equivalentes de acido galico. TLos valores entre paréntesis representan el nivel de salinidad
sobre la que las plantas crecieron, expresada como conductividad eléctrica.
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4.4. Ensayos biologicos in vivo de la alfalfa.
4.4.1. Ensayo de la alfalfa como fuente de proteina.
4.4.1.1. Indices de transformacion de alimento y coeficiente

en crecimiento.

La ingesta diaria de alimento, expresada en valor absoluto, fue significativamente
menor en los grupos cuya fuente de proteina fue la alfalfa, al expresar los resultados
como valores relativos (g de dieta ingerida/ 100g de peso corporal), no se
encontraron diferencias significativas entre los tres grupos experimentales; sin
embargo, el incremento de peso diario y el coeficiente en crecimiento (C.E.C.)
fueron significativamente inferiores en los grupos que consumieron las dietas cuya
fuente de proteina provenia de la alfalfa, mientras que el indice de transformacién
(I.'T) del alimento fue significativamente superior en estos grupos experimentales

(Tabla 23).

Tabla 23. Ingesta, incremento de peso e indices bioldgicos de crecimiento
determinados en los tres grupos experimentales. Los valores son
expresados como medias grupales (n=8).

Ingesta Ingesta A Peso
(g SS/dia) (gSS/100g peso)  (g/dia) C.E.C. I.T.
CT 9,03b 10,44 a 3,74b 4,96 Db 2,45 a
E100 7,55 a 10,70 a 0,97 a 1,41 a 6,21b
EH100 7,85 a 10,77 a 1,25a 1,75a 5,51b
EEM 0,28 0,37 0,25 0,33 0,35

#a,b Representan diferencias significativas entre los tres grupos experimentales de
acuerdo a un analisis de subconjuntos homogéneos mediante el test de Tukey (p<0,05).
CT: fuente de proteina caseina; E100: fuente de proteina alfalfa inoculada con E. meliloti;
EH100: fuente de proteina alfalfa inoculada con E. meliloti y H. maura.

4.4.1.2. Pesos corporales y de los 6rganos.

El peso final de los animales fue significativamente superior en el grupo que
consumi6 la dieta control, compuesta por caseina como fuente proteica. Estos
animales ademads tuvieron un peso del higado expresado como g/100 g de peso

corporal, significativamente superior. El consumo de alfalfa se asocié con un
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aumento significativo en el peso de los 6rganos cerebro y rifidn; y también aumentd
significativamente el peso del ciego y del colon comparado con el grupo CT,

mientras que el peso del bazo fue significativamente superior en el grupo CT.

Tabla 24. Pesos corporales y de los distintos 6rganos de los animales de los tres grupos experimentales.
El peso final es expresado en g y el peso de los 6rganos es expresado en g/100 g de peso corporal. Los
valores son expresados como medias grupales (n=8).

Peso final Higado Cerebro Rifién Ciego Colon Corazéon  Bazo

CT 99,81 b 5,27b 1,56 a 0,41a 0,33a 0,48 a 0,55a 0,33b

E100 73,57 a 3,89a 2,13 ¢ 0,55b 0,61b 0,83b 0,59 a 0,27 a

EH100 77,71 a 4,17 a 1,93b 0,56 b 0,54b 0,92b 0,57 a 0,27 a
EEM 2,48 0,21 0,06 0,02 0,05 0,07 0,03 0,01

#a,b Representan diferencias significativas entre los tres grupos experimentales de acuerdo un analisis de
subconjuntos homogéneos mediante el test de Tukey (p<0,05). CT: caseina fuente de proteina; E100:
fuente de proteina alfalfa inoculada con E. meliloti; EH100: fuente de proteina alfalfa inoculada con E.
meliloti y H. maura.

4.4.1.3. Parametros hematicos.

Los parametros hematicos analizados se mantuvieron muy homogéneos entre los
distintos grupos experimentales ya que solo encontramos diferencias significativas
en el volumen corpuscular medio (MCV) donde los animales alimentados con la
dieta control tuvieron unos valores superiores comparados con el grupo E100, y en
la concentracion de hemoglobina corpuscular media (MCHC), en la que el grupo
EH100 tuvo valores significativamente superiores al grupo CT. RDW y PLT no

pudieron determinarse correctamente.

Tabla 25. Parametros hemadticos analizados en los tres grupos experimentales. Los
valores son expresados como medias grupales (n=8)
WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
(x10°/pl) (x10°/pl)  (g/dL) (%) (fL) (rg) (g/dL)
CT 6,65 a 7,77 a 13,39 a 44,39 a 57,11Db 17,54 a 30,65 a

EI00 500a  812a  13,76a 44,67a 5513a 17,002 30,85 ab
EHI100 6,34a  7,70a  13,58a 4224a 558lab 17,61a  31,58b
EEM 0,84 0,222 0,486 1,166 0,571 0,262 0,293

#a,b Representan diferencias significativas entre los tres grupos experimentales de acuerdo un
analisis de subconjuntos homogéneos mediante el test de Tukey (p<0,05). CT: caseina fuente de
proteina; E100: fuente de proteina alfalfa inoculada con E. meliloti; EH100: fuente de proteina
alfalfa inoculada con E. meliloti y H. maura
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4.4.1.4. Parametros de bioquimica plasmatica.

La utilizacion de la alfalfa como fuente de proteina (independientemente de la
inoculacion de las plantas) produjo una disminucién significativa en los niveles
plasmaticos de glucosa, triglicéridos, colesterol total, LDL y HDL, asi como de
bilirrubina total. La disminucién de colesterol fue mas acusada en el grupo que
consumi6 la alfalfa co-inoculada, siendo significativamente inferior la
concentracion plasmatica de colesterol comparado con los animales del grupo E100.
Sin embargo, el uso de la alfalfa dio lugar a un aumento significativo de los valores

de ambas transaminasas (ALT/GPT y AST/GOT) comparados con el grupo CT.

Tabla 26. Parametros plasmaticos determinados en los tres grupos experimentales.
Los valores se expresan como medias grupales (n=8).

Fuente de proteina Caseina-Met Alfalfa

Parametros CT E100 EH100 EEM
Glucosa (mg/dL) 154,78 b 131,56 a 128,33 a 6,122
Triglicéridos (mg/dL) 105,70 b 39,49 a 45,31 a 7,509
Colesterol (mg/dL) 124,24 c 109,05 b 92,94 a 4,186
LDL colesterol (mg/dL) 13,13b 9,29 ab 8,43 a 1,558
HDL colesterol (mg/dL) 52,44b 32,38 a 28,28 a 3,57
Acido tirico (mg/dL) 2,02a 1,51a 1,73 a 0,268
Urea (mg/dL) 2,27 a 54a 9,25a 5,032
Albumina (g/dL) 3,00 a 3,00 a 3,25a 0,133
Fosfatasa alcalina (U/L) 308,57 a 251,25 a 24543 a 16,709
ALT/GPT (U/L) 34,85 a 52,50 b 48,29 b 3,985
AST/GOT (U/L) 158,71 a 221,66 b 226,53 b 10,201
Creatinina (mg/dL) 0,25a 0,21 a 0,33 a 0,051
Bilirrubina total (mg/dL) 0,19b 0,14a 0,13a 0,022
Bilirrubina directa (mg/dL) 0,03 a 0,09 a 0,07 a 0,035
Amilasa (U/L) 648,47 ab 608,69 a 735,10 b 44,891
Ferritina (mg/L) 0,12a 0,03 a 0,11a 0,036

#a,b Representan diferencias significativas entre los tres grupos experimentales de acuerdo un
analisis de subconjuntos homogéneos mediante el test de Tukey (p<0,05). CT: caseina fuente
de proteina; E100: fuente de proteina alfalfa inoculada con E. meliloti; EH100: fuente de
proteina alfalfa inoculada con E. meliloti y H. maura
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4.4.1.5. Utilizacion digestiva de minerales totales y

utilizacion nutritiva de N, P, Mgy Ca.

La composicion de las dietas experimentales se presenta en la Tabla 27. El
contenido proteico fue igual en las tres dietas ajustadas al 8% de proteina. El
contenido en cenizas, Ca y Mg fue significativamente mayor en las dietas
experimentales formuladas con la alfalfa, mientras que el contenido en Mg fue
similar aunque significativamente superior en la dieta formulada con la alfalfa
incoulada con E. meliloti.

Tabla 27. Composicion de las dietas experimentales ensayadas. Los datos

de proteina y cenizas son expresados en porcentaje. Los datos de P, Cay
Mg son expresados como mg/ 100 g de sustancia seca.

Proteina Cenizas P Ca Mg
CT 8,35a 2,64 a 242 a 484 a 0,46 a
E100 8,87 a 5,85b 2,870 5,66 b 2,70b
EH100 8,84 a 5,86 b 2,40 a 5,88b 2,86 ¢
EEM 0,193 0,15 0,156 0,157 0,05

EEM: error estandar de la media. a,b Representan diferencias significativas entre
los distintos grupos experimentales como resultado de un analisis de subconjuntos
homogenos mediante un test de Tukey (p<0,05)

Nitrogeno: el nitrégeno ingerido fue significativamente mayor en el grupo de
animales que consumieron la dieta compuesta por caseina como fuente de proteina
comparado con el grupo de animales que consumieron la dieta E100; la excrecién
fecal fue significativamente superior en los grupos de animales que consumieron
alfalfa como fuente de proteina no encontrandose diferencias en el nitrogeno
urinario entre los distintos grupos; esto conllevd a un coeficiente de digestibilidad
aparente, balance y nitrogeno retenido en funcion del absorbido significativamente
mayor en el grupo control con respecto a los grupos que consumieron alfalfa.(Tabla
28).

Cenizas totales: la ingesta, la excrecion fecal y la absorcion de cenizas totales fue
significativamente superior en los animales a los que se les administraron las dietas
con alfalfa comparados con el grupo de animales que consumieron caseina. Sin

embargo el CDA fue significativamente superior en el grupo CT (dieta de caseina-
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metionina) comparado con los grupos de animales que se alimentaron con las

dietas compuestas por alfalfa (Tabla 28).

Fosforo: el fosforo ingerido fue significativamente inferior en el grupo EH100 con
respecto a los otros dos grupos, mientras que el fosforo fecal aumento
significativamente en los grupos de animales a los que se les administr6 alfalfa. El
fésforo urinario fue significativamente diferente en los tres grupos experimentales
de forma que el grupo CT fue el que menor P excretd, seguido del grupo EH100 y
por ultimo el grupo E100. El fésforo absorbido, CDA y Balance siguieron el mismo
patrén ya que estos parametros fueron significativamente inferiores en el grupo
EH100, seguidos del grupo E100 y por ultimo el grupo CT que alcanzo los valores
significativamente mas altos. Por ultimo, el R/A fue significativamente superior en
el grupo que consumid caseina, manteniéndose similar en los grupos que

consumieron alfalfa (Tabla 28).

Magnesio: la ingesta de magnesio fue significativamente superior en los grupos a
los que se les administro alfalfa, y significativamente superior en el grupo donde la
alfalfa estaba co-inoculada. La excrecion en heces, orina y el Mg absorbido, asi
como el balance fueron significativamente superiores en los grupos a los que se les
suministr6 alfalfa en comparacion con el grupo que consumid caseina; mientras que
el CDA fue significativamente superior en el grupo CT con respecto a los otros dos
grupos. El R/A fue significativamente superior en los animales que ingirieron la

dieta donde la alfalfa fue co-inoculada comparado con el grupo CT (Tabla 28).

Calcio: no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la ingesta de
calcio. Sin embargo la excrecion fecal del mismo fue significativamente superior en
los grupos de animales que consumieron la dieta con alfalfa. La excrecion urinaria
fue significativamente inferior en el grupo EH100 y comparado con el grupo CT.
Tanto el Ca absorbido, como el CDA y el balance fueron significativamente
superiores en el grupo de animales que consumieron la dieta cuya fuente de
proteina era la caseina, mientras que no se encontraron diferencias en el R/A

(Tabla 28).

105



Tabla 28. Utilizacion digestiva de cenizas totales y utilizacién nutritiva de nitrogeno, fosforo,
magnesio y calcio de los tres grupos experimentales. Los valores representan valores medios
grupales (n=8).

Ingesta E. Fecal Urilral'aria Absorcion CDA Balance R/A
(mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (%) (%)
CT 238,52 a 40,40 a - 198,12 a 83,06 b - -
Cenizas [E100  441,75b 130,60 b - 311,15b 7044 a ; .
totales EH100 459,80b  151,85b - 307,96b 67,58 a ; .
EEM 16,30 15,73 - 0,82 2,91 - -

CT 120,70 b 6,86 a 15,82 a 113,84 b 94,32 b 98,03 b 86,10 b
E100 107,16 a 31,08 b 19,49 a 76,08 a 71,76 a 58,33 a 75,40 a

N EH100 110,92ab  33,10b 16,51 a 77,82 a 69,37 a 61,31a 77,66 a
EEM 3,94 2,44 1,72 2,11 0,95 2,06 1,57
CT 21,90b 3,73 a 0,94 a 18,17 c 82,96 c 17,23 ¢ 94,85b
P E100 21,64 Db 5,08Db 3,09 c 16,55 b 76,50 b 13,46 b 81,22 a
EH100 18,83 a 5,56 b 2,61b 13,27 a 70,81 a 10,66 a 80,31 a
EEM 0,7 0,47 0,18 0,5 1,82 0,52 1,27
CT 4,17 a 1,08 a 2,38a 3,08 a 73,99 b 0,70 a 2492 a
Mg E100 20,42 b 1295Db 5,27b 747D 36,65 a 2,49b 32,33 ab
EH100 22.46c 13,85b 5,23b 8,61Db 39,19a 3,38b 40,20 b
EEM 0,787 1,126 0,382 0,578 4,019 0,551 4,584
CT 43,79 a 13,67 a 5,28Db 30,12b 68,79b 24,840b 82,35a
Ca E100 42,73 a 24,12 b 4,26 ab 18,61 a 43,63 a 15,28 a 82,05 a

EH100 46,11a 25,66 b 332a 20,44 a 44,97 a 16,19 a 79,23 a
EEM 1,622 2,213 0,459 1,429 3,793 1,319 2,016

EEM: error estandar de la media. a,b Representan diferencsignificativas para un mismo parametro entre
grupos experimentales como resultado de un analisis de subconjuntos homdgenos mediante un test de
Tukey (p<0,05).
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4.4.1.6. Contenido en minerales de hueso y musculo.

El contenido en cenizas totales del musculo fue significativamente superior en los
animales que consumieron la dieta con alfalfa, independientemente de la
procedencia de la misma. No se encontraron diferencias significativas en el

contenido de minerales en hueso (Tabla 29).

El contenido de P en hueso fue significativamente superior en los animales que
consumieron la dieta de alfalfa que fue inoculada con las dos bacterias, con
respecto a los otros grupos; mientras que en musculo este aumento en P fue
significativo para los animales que consumieron alfalfa inoculada con E. meliloti

comparado con el grupo que consumio6 caseina (Tabla 29).

El contenido en Mg del hueso fue significativamente superior en los grupos de

animales que se alimentaron con las dietas de alfalfa (Tabla 29).

Por ultimo, el contenido en Ca de hueso fue significativamente superior en el
grupo de animales que consumieron afalfa co-inoculada con las dos bacterias con
respecto a los dos grupos restantes. En musculo, el contenido en Ca aumento
significativamente en los dos grupos de animales que consumieron la dieta cuya
fuente de proteina procedia de la alfalfa, indistintamente de los inoculantes

utilizados (Tabla 29).

Tabla 29. Contenido de fosforo, magnesio y calcio en hueso (fémur) y musculo
(longissimus dorsi) de los tres grupos experimentales. Los datos muestran valores medios
grupales (n=8).

Cenizas totales

P M C
(9] 5 N

Hueso Musculo . Hueso Miusculo Hueso Miusculo | Hueso  Miisculo

CT 48,84 a 4,61a 89,88 a 9,66 a 3,54a 1,L15a 174,47a  0,19a
E100 46,34 a 6,16 b 88,78 a 12,03 b 4,09b 1,18 a 169,96a  5,14b
EH100 . 49,03 a 5,640 95,48b 11,06 ab | 4,090 1,19a 18491b 4,11b

EEM 1,26 0,32 1,816 0,558 0,148 0,093 5,194 0,668

Los valores son expresados en mg/g sustancia seca (SS). EEM: error estandar de la media. a,b
Representan diferencias significativas entre grupos experimentales como resultado de un analisis de
subconjuntos homdgenos mediante un test de Tukey (p<0,05).
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4.4.2. Ensayo de la alfalfa como fuente de fibra.
4.4.2.1. Ingesta de dieta.

La ingesta de dieta de los cuatro grupos experimentales se representa en la Figura
19 y en la Tabla 30. Durante los primeros 16 dias los cuatro grupos de animales,
que permanecian alojados en jaulas grupales, tuvieron una ingesta similar. A partir
de este dia se observd que la ingesta en los grupos normotensos,
independientemente de la dieta administrada, fue superior a la de los grupos

hipertensos (Figura 19).

Se observd el mismo patron cuando los animales fueron trasladados en el dia 28
del periodo experimental a jaulas metabodlicas individuales. Este efecto del fenotipo
sobre la ingesta de dieta estuvo presente hasta el final del periodo experimental. Se
observd un efecto significativo de la dieta en los dias 31, 34 y 35 del periodo
experimental, de manera que tanto los animales normotensos como los animales
hipertensos, que consumieron la dieta cuya fuente de fibra era la alfalfa, tuvieron
una ingesta de alimento mayor. Un efecto significativo de la interaccion fenotipo X
dieta fue encontrado en el dia 34, ya que mientras en las ratas normotensas la dieta
ingerida fue similar, en los grupos hipertensos, aquellos animales que consumieron
alfalfa tuvieron una ingesta de dieta significativamente superior al grupo hipertenso

que consumio la dieta formulada con celulosa (Tabla 30).
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Figura 19. Ingesta de los cuatros grupos experimentales alojados en jaulas grupales durante cuatro Semanas del periodo experimental. La ingesta se representa en g
de sustancia seca (SS) ingeridos al dia. D: dia del experimento.
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Tabla 30. Efecto del fenotipo y de la dieta administrada sobre la ingesta de alimento de los cuatro grupos experimentales
durante la Semana de alojamiento en jaulas individuales. Los datos mostrados son valores medios grupales (n=8).

WKY SHR Efecto
CT ALF CT ALF EEM R’ Fenotipo Dieta FenotipoXxdieta
D29 1496a 1588a 1472a 1595a 0941 0087  p=0,899 p=0,118 p=0,822
D30 17,99b 17,69b 1424a 1565a 062 0,635 pgg’g%l p=0,218 p=0,062
p<0,0001 p=0,010 _
D3l 1780c 1855c 1L75a 1366b 0684 0831  POov0) % p=0,242
D32 17,74b 18,17b 1437a 1438a 0,568 0,740 p(’<7(3),(5)&)0)1 p=0,583 p=0,611
D33  1844b 1839b 1073a 1238a 0765 0,855 p(?;g’?%l p=0,151 p=0,127
p<0,0001 p=0,021 p=0,026
D34 181lc 1808c 10532 1235b 0535 0920  Pealll o e
p<0,0001 p=0,002 ~
D35 1627b 18,02b 1053a 1235a 0742 0823 P g0 o p=0,949

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro segin un analisis de subgrupos
homogéneos mediante el test de Tukey (p<0,05).Los valores entre paréntesis representan el % en que cada factor contribuye a la
variacion total del test de la ANOVA.
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4.4.2.2. Peso corporal e incremento de peso.

En relacion al peso corporal, se observd un efecto del fenotipo durante todo el
periodo experimental, ya que los animales hipertensos tuvieron un peso inferior al
de los animales normotensos (Tabla 31). Ademas en las semanas I y II se observd
un efecto significativo de la interaccion fenotipo X dieta, reflejado en el mayor peso
de los animales de fenotipo hipertenso que consumieron alfalfa, mientras que en los
animales normotensos aquellos que consumieron celulosa como fuente de fibra

tuvieron un peso mayor.

Cuando los resultados se expresaron como incremento de peso semanal, se
observaron resultados similares. El efecto significativo del fenotipo sobre el
incremento de peso estuvo presente durante todas las semanas del periodo
experimental, siendo menor este parametro en los grupos hipertensos. En la
primera semana ademas, se observd un efecto significativo de la dieta, resultando
en un incremento de peso menor en aquellos animales a los que se les administro la
dieta formulada con alfalfa. Y en las dos ultimas semanas del periodo experimental,
los animales de fenotipo normotenso que consumieron alfalfa tuvieron un
incremento de peso mayor que los que consumieron celulosa, sin embargo en los
animales de fenotipo hipertenso esta tendencia fue inversa, lo que se vio reflejado

en un efecto significativo de la interaccion fenotipo X dieta.
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Tabla 31. Efecto del fenotipo y de la dieta sobre los pesos corporales de los cuatro grupos de animales durante todo el periodo experimental. Los

datos se expresan en medias grupales (n==8).

WKY SHR Efectos
CT ALF CT ALF EEM R? Fenotipo Dieta Fenotipo X dieta
Peso T 185,06b  187,04b  16443a  177,89b 49 0,484 ?;40,’1(12; p(;?z’(?/j’f p=0,108
SEM1 218,50b  21223b  19533a  20823ab 491 0,46 E’;;ﬁ,% p=0,348 h 40”79,/1(3
SEM2 24529¢  23624bc  21394a  22695ab 5845 0,53 1(’200’6(12; p=0,635 f(’f 20”09,/1(3
SEM3 269.69c  260,16bc  237.61a  243.83ab 691 0495 ?240’;32; p=0,737 p=0,119
SEM4 28248b  279.49b  23883a  24329a 649 0,732 12;2(3’59]2; p=0,873 p=0,429
SEM5 30621b  312,16b  24895a  253,10a 6,961 0,834 1(’;2(3’89]2; p=0,314 p=0,856

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro mediante un analisis de subgrupos homogéneos
mediante el test de Tukey (p<0,05). Los valores entre paréntesis representan el % en que cada factor contribuye a la variacion total del test de la
ANOVA. SEMn: semana del periodo experimental.
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Tabla 32. Efecto del fenotipo y de la dieta sobre el incremento de peso semanal de los animales. Los valores representan medias

grupales (n=8).

WKY SHR Efectos
CT ALF CT ALF EEM R? Fenotipo Dieta Fenotipoxdieta

APESO1  4,77b 371a 397ab  3.79ab 0,26 0209  p=0178 P 50’22/20; p=0,101

APESO2 382b  343ab 242a  267a 0,283 0,299 ?;406(12; =0,799 p=0,261

APESO3 361b  342b  287ab  24la 0,194 0,416 (;)éog)}o , P00 p=0503
p<0001 p=0,009

APESO4 182b  276¢ 0,192  000a 0,215 0,796 sy | P13 5 3%
p<0001 p=0,007

APESO5 339b  4,08b 2,102 1,40 a 0,237 0,721 sy | P=0.99 5.0%

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro segin un andlisis de subgrupos
homogéneos mediante el test de Tukey (p<0,05). Los valores entre paréntesis representan el % en que cada factor contribuye a la

variacion total del test de la ANOVA.
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4.4.2.3. Presion arterial.
El efecto del fenotipo y de la dieta sobre los componentes de la presion arterial se

presenta en la Tabla 33.

El efecto del fenotipo sobre todos los componentes de la presion arterial (presion
sistélica, presion diastolica y presion media) fue significativo durante todo el
periodo experimental, ya que ésta fue mayor en los animales hipertensos

comparados con los normotensos.

En la cuarta Semana, se observo un efecto significativo de la dieta sobre la PAD y
la PAM, disminuyendo sus valores en los animales que consumieron alfalfa con

fenotipo hipertenso.

También se observo la influencia significativa que la interaccion fenotipo X dieta
tuvo en diferentes tiempos del periodo experimental y sobre los distintos
componentes de la PA. En la Semana 2 el efecto se observo sobre la PAS y en las
Semanas 2,4 y 5 sobre la PAD y la PAM. Los animales de fenotipo hipertenso que
consumieron alfalfa disminuyeron los valores de PAS, PAD y PAM, mientras que
los animales normotensos que consumieron alfalfa o bien aumentaron estos valores
0 los mantuvieron, en comparacion con los animales que consumieron celulosa

como fuente de fibra.

Cuando los datos se representaron como el area bajo la curva de las presiones
arteriales duratne todo el periodo experimental, se observd que el consumo de
alfalfa disminuyo significativamente el area bajo de la curva en los animales
hipertensos que se alimentaron de alfalfa en comparaciébn con los que se

alimentaron de celulosa (Figura 20).

114



Tabla 33. Efecto del fenotipo y de la dieta sobre la presion sistolica, diastélica y media de los cuatro grupos
experimentales al inicio del experimento y durante todas las Semanas de duracion.

WKY SHR Efectos
CT ALF CT ALF EEM R?  Fenotipo  Dieta Fe';‘i’etg“
p<0001 ~
Inicial| 101a  96a  140b  140b 3494 0913  (90,7%) P 0:391 ~ p=0,302
p<0001 B
S S1| 104a 97a  151b  146b 5392 0851  (83,7%)  P~0130  p=086l
= p<000l oo p=0027
2| s2| 108a 112a 155b  146b 3703 0899  (87,7%) PO (2,0%)
F p<0001  _ )
% | $3| 120a  117a  155b  151b 456 0802  (193%) P~ %9  p=0l
~ P00l p-0631  p=0688
S4| 116a 116a 166b 163b 4454 0892  (89,1%) ’ ’
p<0001 B
S5| 114a  115a 163b  155b 3202 0931  (91,7%)  P0440  p=0319
p<0001 ~
Inicial| 79a  79a  109b  109b 3,7 0825  (824%)  P~099  p=0,820
< p<0001  _ )
S| si1| 8ta 752  118b  114b 5257 0,793  (77.8%)  P-0180  p=0,687
e p<000l . p=0,004
£ s2| s2a  89a 126b 118b 3471 0889  (849%) PO (3,9%)
= p<0,001 _ _
S| s3] 91a  95a 127b  126b 4814 0775  (768%) P 003 p=0,446
K p<0,001  p=0,014  p=0,009
S4| 89a  89a  l4dc  129b 397 0914  (863%)  (2,1%) (2,4%)
p<0001 .. p=0033
S5| 83a  89a  137b  133b 4,092 0906  (889%) PO (1,7%)
p<0001 B
Inicial| 86a  85a  116b  119b 2335 0932  (92,7%) P-Oo~l4  p=216
p<0,001 _ —
< | si| 8a  8a 129b 125b 5029 0832 (81,7%) P06 P79
3 p<0,001 —0630  P=0,003
B 52| 91la  97a  136b 127b 3265 0907  (873%) PV (3,4%)
£ p<0.001  _ -
Z| sS3| 101a 102a 136b 134b 4472 0800  (79,8%) P 00°8  p=0.57
& p<0,00l  p=0,012  p=0,009
S4| 98a  98a  151c  138b 331 0936  (902%)  (1,6%) (1,8%)
p<000l .o p=0,05
S5/ 93a  97a  148c  138b 323 0914 (918% P70 (1,9%)

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro segun un analisis de
subgrupos homogéneos mediante el test de Tukey (p<0,05). Los valores entre paréntesis representan el % en que

cada factor contribuye a la variacion total del test de la ANOVA.
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Genotipo X Dieta p=0,011

Figura 20. Areas bajo la curva de la presion arterial sistolica (PAS), diastdlica (PAD) y media (PAM)
determinada durante las cinco Semanas de duracidon del periodo experimental. Las barras
representan valores medios grupales (n=8) y el error estandar de la media. a,b,c Representan
diferencias significativas entre grupos mediante el analisis de subgrupos homogéneos por el test de
Tukey (p<0,05).
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4.4.2.4. Composicion corporal.

El efecto del fenotipo y de la dieta sobre los parametros de composicion corporal

se representa en la Tabla 34.

Se observé un efecto del fenotipo sobre la masa grasa, de manera que los animales
normotensos tuvieron una masa grasa superior a la de los animales hipertensos. El
porcentaje de masa magra y contenido en agua total de los animales fue similar en

los cuatro grupos experimentales.
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Tabla 34. Efecto del fenotipo y de la dieta sobre los parametros de composicion corporal. Los valores de masa magra, masa grasa y agua
total son expresados en valores absolutos y en porcentaje en funcién del peso corporal de los animales; son valores medios grupales (n=8).

WKY SHR Efecto
CT ALF CT ALF EEM R’ Fenotipo  Dieta FenotipoXxdieta
Peso (2) 30621b 312,16b 24895a 253,10a | 6,96 | 0,834 ?;20’7(12; p=0314  p=0,856
Masa grasa (g) 3795bc 4477c 27,79a 2942ab | 342 | 0,533 %’2603(12; p=0,092  p=0,293
Masa grasa (%) 12,34ab 1429b 11,092 11,61a | 1,03 | 0275 1(’1: 70’99)/10;1 p=0,118  p=0,302
Masa magra (g) 25496b 25581b 209,17a 21046a | 595 | 0,807 f(’;oo’;f)% p=0,801  p=0,960
Masa magra (%) 8332a 81,99a 8398a 8332a | 1,79 | 0044 p=0439 p=0440  p=0,795
Agua total 21520b 217,22b 176,69a 177,38a | 529 | 0,797 12;90’69,2; p=0,720  p=0,361
Agua total (% masa magra)  84,39a 8492a 845la 8426a | 068 | 0035 p=0582 p=0775  p=0,436

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro segiin un analisis de subgrupos homogéneos
mediante el test de Tukey (p<0,05). Los valores entre paréntesis representan el % en que cada factor contribuye a la variacion total del test de
la ANOVA.
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4.4.2.5. Balance hidrico y parametros bioquimicos urinarios.

El efecto del fenotipo y de la dieta sobre los diferentes parametros bioquimicos y

de balance hidrico determinados se presenta en la Tabla 35.

La ingesta de agua, diuresis, sodio y acido citrico excretados por orina, asi como
el aclaramiento de creatinina se vieron significativamente afectados por el fenotipo,
ya que estos valores disminuyeron en los animales de fenotipo hipertenso
comparado con los animales normotensos. Ademas el fenotipo también tuvo un
efecto significativo sobre la concentracién de albumina, creatinina, acido drico y
tésforo urinario de modo que estos parametros aumentaron en los grupos de

animales hipertensos comparados con los grupos normotensos (Tabla 35).

El sodio excretado en orina se vio significativamente afectado por la dieta, de
modo que en el grupo de animales normotensos este parametro fue superior en los
animales que consumieron la alfalfa como fuente de fibra. Ademas los niveles de
acido citrico y glucosa excretados por la orina también fueron superiores en los
grupos de animales cuya dieta estaba formulada con alfalfa. El acido trico y la
fosfaturia se vieron afectados por la dieta, siendo inferiores en los animales
hipertensos que consumieron alfalfa comparados con los que consumieron celulosa

como fuente de fibra (Tabla 35).

El efecto de la interaccion fenotipo X dieta fue significativo para los parametros de
pH, sodio, creatinina, 4cido turico, fésforo y acido citrico excretados. El pH
disminuy6 en los animales normotensos que consumieron alfalfa, mientras que en
los hipertensos que consumieron alfalfa este valor aument6. El sodio excretado
aumento6 en el grupo normotenso que ingiri6d alfalfa comparado con el que ingirid
celulosa, mientras que para los grupos hipertensos estos valores se invirtieron
siendo mayor la excrecion de sodio en los animales que consumieron celulosa. La
creatinina en orina aumento en los animales normotensos que consumieron alfalfa,
mientras que en los hipertensos el consumo de esta dieta hizo que la concentracion
de creatinina disminuyera. El acido urico excretado aumento en los animales que
consumieron alfalfa con fenotipo normotenso, mientras que en el grupo hipertenso
que consumi6 esta dieta ete valor disminuyd en comparaciéon con el grupo

hipertenso que consumio celulosa. El efecto de la interaccidn fenotipo X dieta sobre
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la fosfaturia se vio reflejado en la disminucidn que este parametro sufri6 en el grupo
de ratas hipertensas que consumieron alfalfa con respecto a las que consumieron
celulosa, no encontrandose diferencias entre los grupos normotensos. Con respecto
a la excrecioén de acido citrico, ésta fue mayor en los animales que consumieron
alfalfa, y este efecto fue mas acusado para aquellos con fenotipo hipertenso (Tabla

35).
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Tabla 35. Efecto del fenotipo y de la dieta sobre el balance hidrico y los parametros bioquimicos urinarios de los cuatro grupos experimentales. Los valores representan
medias grupales (n==8).

WKY SHR Efectos
CT ALF CT ALF EEM R2 Fenotipo Dieta Fenotipo X dieta

Volumen (mL/12H)  3,35b 3,12b 0,57a 0,86 a 0,389 0,751 82%8% p=0,928 p=0,346
_ _ p=0,019
pH 668ab  6,57ab 6,11a 7,09b 0,311 0,265 p=0,915 p=0,058 D a0

Ingesta agua (mL) 20,60 b 2051b  17,93ab 16,39 1,112 0,424 12580;32; p=0,309 p=0,366
Diuresis (mL/24H)  7,92b 7541 372a 4,802 0,7 0,649 Izglo’so)f,)/j p=0,482 p=0,149
Balance hidrico 1237a  1343a  1448a  12,72a 1,105 0,132 p=0,376 p=0,658 p=0,082
p<0,001 p=0,001 p<0,001

Na (mg) 811D 22,10 c 142a 0,45 a 2,382 0,790 S o) )
Glucosa (mg/dL) 4169a  4828a  3028a  5154a 9,078 0,186 p=0,532 o ;’79,2? p=0,264
Albumina (g/dL) 0,035 a 0,062 a 0,185 b 0,205 b 0,017 0,844 12’;20’2%2; p=0,061 p=0,752
. p<0,001 B p=0,014

Creatinina (mg/dL)  8643a 102,182  31654b  272,79b 16,039 0,911 P0.5% p=0,227 oo
CI Cr (mL/min) 548b 6,25b 0,53a 0,50 a 0,692 0,693 12;;”6%2; p=0,601 p=0,569
o p<0,001 p<0,001 p<0,001
Acido tirico (mg/dL)  3,20a 5,99 ab 17,38 ¢ 1,79a 1,145 0,879 ) 3 o)
, p<0,001 p<0,001 p<0,001

Fésforo (mg/dL) 6,33 a 2432 592,66c  268,75b 52,829 0,857 650 o oo
C p=0,035 p<0,001 p<0,001
Acido citrico (mg/L) 1402 b 1715Db 561 a 2117 ¢ 98,879 0,827 (3%) (55.2%) (24.4%)

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos de animales para cada parametro mediante un test de subgrupos homogéneos por el test de Tukey (p<0,05). Los
valores entre paréntesis representan el % en que cada factor contribuye a la variacién total del test de la ANOVA.CI Cr: aclaramiento renal de creatinina.
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4.4.2.6. Test de tolerancia oral a la glucosa.

En la tltima semana del periodo experimental los animales se sometieron a un test
de tolerancia oral de glucosa. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 21 y
el efecto del fenotipo y de la dieta sobre el area bajo de la curva se muestra en la

Tabla 36.
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Figura 21. Test de tolerancia oral a una sobrecarga de glucosa. La concentraciéon sanguinea de
glucosa fue determinada antes y tras 15, 30, 60, 90 y 120 min de la sobrecarga oral de glucosa.

Tras realizar el test, los resultados fueron finalmente expresados y representados
como el area bajo la curva de cada uno de los grupos experimentales (Tabla 36). El
fenotipo tuvo un efecto significativo sobre este parametro de manera que en los
animales hipertensos este parametro fue superior. Ademas, los grupos que se
alimentaron de las dietas con alfalfa tuvieron un area bajo la curva menor que los
grupos que consumieron celulosa como fuente de fibra, lo que se vio reflejado en el

potente y significativo efecto de la dieta.
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Tabla 36. Efecto de la dieta y del fenotipo sobre los valores del area bajo la curva de un test de
tolerancia oral a la glucosa. Los valores representan medias grupales (n=8).

WKY SHR Efectos
CT ALF CT ALF EEM R’ Fenotipo Dieta [ cnotiPo
xdieta
Area bajo la p=0,007 p<0,001 _
Ay 2958b 215la 378c 2515ab 1987 0562 Pt FIOIL p=0203

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro segun un analisis de
subgrupos homogéneos por el test de Tukey (p<0,05). Los valores entre paréntesis representan el % en que cada
factor contribuye a la variacion total del test de la ANOVA. UA: unidades arbitrarias.

4.4.2.7. Pesos de los 6rganos.

La influencia de la dieta y del fenotipo de los animales sobre el peso de los

organos se representa en la Tabla 37.

El fenotipo influyé significativamente en el peso del higado, el bazo, corazon,
colon y ciego. El higado, bazo, corazén y ciego tuvieron un peso mayor en los
animales de fenotipo hipertenso comparado con los normotensos; mientras que el

peso del colon fue inferior en los animales hipertensos.

La dieta tuvo un efecto significativo sobre el peso del corazdn, el colon y el ciego,
de forma que en el peso del corazon y del colon, la inclusion de la alfalfa en la dieta
provocd una disminuciéon de estos parametros, mientras que en el ciego la

administracion de alfalfa dio lugar a un aumento de su peso.

Se observd un efecto significativo de la interaccion fenotipo X dieta sobre el peso
del higado, debido a que en los animales de fenotipo normotenso el consumo de la
fibra de alfalfa provocdé un aumento, mientras que en los grupos de animales

hipertensos, el consumo de esta dieta disminuyo el peso de este 6rgano.
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Tabla 37. Efecto del fenotipo y de la dieta sobre el peso de los distintos 6rganos. Los valores se expresan en g 6rgano / 100 g de peso
como medias grupales (n=8).

WKY SHR Efectos
CT ALF CT ALF EEM R? Fenotipo Dieta Fenotipo X dieta
, p=0,002 _ p<0,001
Higado 2,58 a 2,86 a 3,36 b 2,75 a 0,136 0,563 (18,3%) p=0,093 (33.2%)
Cerebro 0,64 a 0,62 a 0,68 a 0,70 a 0,048 0,117 p=0,081 p=0,952 p=0,528
Bazo 0,19a  0,18a  022b  0,20ab 0,01 0,349 122:90’822; p=0,159 p=0,757
, p<0,001 p=0,016 _
Corazon 0,33b 0,30 a 0,39 ¢ 0,39 ¢ 0,011 0,783 (71,0 %) (5.0 %) p=0,102
Rifion 0,34 a 0,33 a 0,33 a 0,32 a 0,009 0,116 p=0,316 p=0,127 p=0,714
p=0,001 p=0,018 _
Colon 0,30b 0,26 ab 0,25a 0,24 a 0,012 0,452 (30,1%) (12.2%) p=0,243
. p<0,001 p=0,033 _
Ciego 0,15a 0,16 ab 0,20 b 0,24 c 0,015 0,607 (49,5%) (7.1%) p=0,096

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro segun un analisis de subgrupos homogéneos
or el test de Tukey (p<0,05). Los valores entre paréntesis representan el % en que cada factor contribuye a la variacion total del test de la

ANOVA
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4.4.2.8. Parametros hematicos.

El efecto del fenotipo y de la dieta sobre los parametros hematicos analizados se

representan en la Tabla 38.

Los valores de WBC, MCV, plaquetas y RDW se vieron influenciados por el
efecto del fenotipo, siendo superiores los valores de estos parametros en los grupos
hipertensos. Sobre el MCHC y MCH el efecto del fenotipo se vio reflejado en una
disminucion de estos parametros en los grupos hipertensos en comparacion con los

grupos normotensos (Tabla 38).

Se un observo un efecto significativo de la dieta sobre sobre el MCV que fue

menor en los animales que consumieron alfalfa.

Ademas, también se encontrd un efecto significativo de la interaccion fenotipo X
dieta sobre los parametros de leucocitos y hematocrito. En los animales de fenotipo
normotenso la adicion de alfalfa a la dieta provocd una disminucion en el nimero
de leucocitos y en el % de hematocrito, mientras que en los animales de fenotipo
hipertenso tanto los leucocitos como el % de hematocrito se vieron aumentados al

consumir la misma dieta (Tabla 38).
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Tabla 38. Efecto del fenotipo y de la dieta sobre los parametros hematicos. Los datos representan valores medios grupales

(n=8).
WKY SHR Efectos
CT ALF CT ALF EEM R? Fenotipo Dieta Fenotipo*dieta
WBC <0,001 B <0,001
oo 370 269 3%8be  4sdc 0342 0590 PIhON p=0670 256
RBC _ _ _
vy 10943 9802 10632 10582 0461 0192 p=0482  p=007 p=0,103
(Igl/(:'lf) 1790a 16,75a 1643a 1668a 0804 0125  p=0,183  p=0435 p=0,228
HCT _ _ p=0,033
o 54702  5047a 5376a  5555a 1902 0227  p=0,135  p=0374 " 39%)
MCV p<0,001  p=0,028 B
@ Sl S05la  SL6lb  Sideb 022 0514 DR oo p=0,184
MCH p<0,001 ~ B
P 1673b 17096 1544 15752 029 0609  POUON =011l p=0,904
MCHC p<0,001 _ _
dl) | S275b  3386b 29952 30602 0616 0654 TN p=00s3 p=0,600
PLT  30663a 42850ab 470,13ab 561,00b 84,794 0,249 121: 6039,/20()’ p=0,087 p=0,798
RDW  2826a 2849ab 2860ab 2875b 0171 0235 1;’1: 60’79,/20()’ p=0,133 p=0,759

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro segin un analisis de subgrupos
homogéneos or el test de Tukey (p<0,05). Los valores entre paréntesis representan el % en que cada factor contribuye a la
variacion total del test de la ANOVA.
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4.4.2.9. Parametros plasmaticos.

Se determinaron parametros relacionados con el metabolismo lipidico y glucidico,
asi como marcadores de funcionalidad renal y enzimas plasmaticas relacionadas

con dano hepatico y cardiaco.

El efecto del fenotipo y de la dieta sobre los parametros bioquimicos plasmaticos

se presenta en la Tabla 39.

En cuanto a los parametros relacionados con el metabolismo lipidico y glucidico, se
observo un significativo efecto del fenotipo sobre la concentracién de fosfolipidos,
colesterol total, ccHDL, c-LDL, glucosa y P siendo estos parametros menores en los
grupos de animales de fenotipo hipertenso. La bilirrubina directa también se vio
influenciada por el fenotipo, siendo su concentracidon superior en los aniamles

hipertensos.

El fenotipo influy6 sobre todos los marcadores renales determinados; creatinina,
albumina, urea, acido urico y sobre las enzimas plasmdticas AST, ALT, y-GT y CK-
MB, siendo superiores sus valores en los animales hipertensos comparados con los

normotensos.

El efecto significativo de la dieta fosfolipidos, triglicéridos, colesterol, glucosa
plasmatica y bilirrubina total resulté en una disminucion de estos parametros en los
animales que consumieron las dietas con alfalfa, en comparacion a los grupos que
consumieron las dietas con celulosa, mientras que el P aument6 en los animales

que se alimentaron con las dieta de alfalfa.

Con respecto a los marcadores renales, la urea fue el parametro sobre el que la
dieta ejercid un efecto significativo aumentando en los animales que consumieron

alfalfa con fenotipo hipertenso.

El efecto significativo de la dieta también se observo sobre las enzimas plasmaticas
marcadoras de dafio hepatico, ALT y AST, que aumentaron en los grupos
experimentales a los que se les administr¢ alfalfa, al contrario de lo que ocurri6 con
la enzima fosfatasa alcalina y Ck-MB donde la inclusion de alfalfa en la dieta

provoco una disminucidn de este parametro en los grupos hipertensos.
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La interaccion fenotipo X dieta influyé significativamente sobre la concentracion
plasmatica de triglicéridos, colesterol y c-HDL que aumentaron en los animales
normotensos que consumieron alfalfa, mientras que disminuyeron en los animales
hipertensos que consumieron la misma dieta, comparados con los animales que se
alimentaron con las dietas formuladas con celulosa. Esta interaccién también
influy6 significativamente sobre los niveles de glucosa plasmatica de manera que se
produjo una disminuciéon en los animales a los que se les administr6 alfalfa, siendo

este efecto mucho mas acusado en los animales hipertensos.

El efecto significativo de la interaccion fenotipo X dieta se vio reflejado en
marcadores renales como el acido urico, que aument6 en los animales normotensos
que recibieron alfalfa, mientras que el consumo de esta planta por parte de los
animales hipertensos provoco una disminucién. La urea y creatinina plasmaticas en
los animales de fenotipo normotenso a los que se les administro6 la dieta formulada
con alfalfa se vieron disminuidas, de forma inversa a lo que ocurrié cuando se
suministré la misma dieta a los animales hipertensos ya que aumentaron estos
parametros. Con respecto a las enzimas transaminasas ALT y AST, el efecto de la
interaccidn se observo en un aumento de sus concentraciones en los animales a los
que se les adiciond la dieta con alfalfa, siendo mas acusado este efecto en el
fenotipo hipertenso. Para el marcador cardiaco Ck-MB y la enzima fosfatasa
alcalina la inclusion de alfalfa provoc6 una disminucidn en este pardmetro, siendo

mas potente este efecto en los animales hipertensos.
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Tabla 39. Efecto del fenotipo y de la dieta sobre los distintos parametros plasmaticos determinados. Los datos representan valores medios grupales (n=8).

WKY SHR Efectos
CT ALF CT ALF EEM R? Fenotipo Dieta Fenotipo x dieta
Fosfolipidos (mg/dL) 132,35 ¢ 125,80 ¢ 106,56 b 87,18 a 4976 0,782 p<0,001 (65%) p=0,001 (10,5%) p=0,079
Triglicéridos (mg/dL) 52,20b 57,20 bc 73,58 ¢ 30,97 a 7,174 0,562 p=0,636 p=0,001 (21,5%) p<0,001 (34,4%)
Colesterol (mg/dL) 72,71 ¢ 73,68 58,46 b 48,64 2 3,033 0,771 p<0,001 (68.5%)  p=0,049 (3,5%) p=0,018 (5,2%)
HDL (mg/dL) 27,97 ¢ 30,50 ¢ 17,55 b 12,99 a 1,524 0,865 p<0,001 (80,9%) p=0,355 p=0,003 (5,2%)
LDL (mg/dL) 3430b 31,74b 7,95a 6,33 a 1,644 0,947 p<0,001 (94%) p=0,083 p=0,692
Glucosa (mg/dL) 297,23 b 287,30 b 300,30 b 116,73 a 12,220 0,920 p<0,001 (27%) p<0,001 (36%) p<0,001 (29%)
Fosforo (mg/dL) 6,01 ab 6,86 5242 6,41 be 0,307 0,516 p=0,009 (13,6%)  p<0,001 (37,1%) p=0,458
Acido trico (mg/dL) 0,51a 0,68 ab 0,82b 0,67 ab 0,072 0,393 p=0,008 (18%) p=0,810 p=0,004 (21,1%)
Urea (mg/dL) 18,12 a 17,85 a 19,46 a 37,94b 1,201 0,934 p<0,001 (37,5%) p<0,001 (27,1%) p<0,001 (28,8%)
Creatinina (mg/dL) 0,09 a 0,07 a 0,50b 0,64 c 0,050 0.876 p<0,001 (83.9%) p=0,104 p=0,025 (2,5%)
Albiimina (g/dL) 3,10a 3,12a 4,12b 420b 0,038 0,982 p<0,001 (97,9%) p=0,067 p=0,339
Bilirrubina total (mg/dL) 0,14b 0,08 a 0,15b 0,08 a 0,017 0,467 p=0,822 p<0,001 (50,8%) p=0,463
AST-GOT (U/L) 44,82 a 48,61 a 82,65b 122,37 ¢ 7,219 0,843 p<0,001 (67,1%) p<0,001 (10,2%) p=0,001 (7,0%)
ALT-GPT (U/L) 12,26 a 15,68 a 22,61b 38,46 ¢ 2,369 0,838 p<0,001 (56,6%)  p<0,001 (19,0%) p=0,001 (8,0%)
Fosfatasa Alcalina (U/L) 188,19 a 184,50 a 216,73 b 166,46 a 9,335 0,515 p=0,433 p<0,001 (28,9%) P=0,001 (21,5%)
Gamma GT (U/L) 0,47 a 0,55a 1,70 b 1,25a 0,203 0,469 P<0,001 (42,3%) p=0,371 p=0,218
CK-MB (U/L) 187,08 a 176,42 a 256,79 ¢ 210,93 b 7,365 0,834 p<0,001 (59%) p<0,001 (17,4%) p=0,002 (6,8%)

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro segun un analisis de subgrupos homogéneos por el test de Tukey (p<0,05).Los valores entre
paréntesis representan el % en que cada factor contribuye a la variacion total del test de la ANOVA.
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4.4.2.10. Actividades enzimaticas antioxidantes y peroxidacion lipidica.

El efecto del fenotipo y de la dieta sobre las distintas actividades enzimaticas
antioxidantes y el marcador de peroxidacion lipidica (TBARSs) son presentados en

la Tabla 40.

Rifion. En las determinaciones llevadas a caba en el rinon, se observd un efecto
significativo del fenotipo sobre la actividad de la enzima SOD-Mn vy la actividad de
la enzima GPx que fueron inferiores en los animales hipertensos. Ademas en la
actividad enzimatica GPx, se encontré un efecto significativo de la dieta, ya que
este parametro fue superior en los animales hipertensos que consumieron alfalfa
comparado con los que consumieron celulosa. Por ultimo el efecto significativo de
la interaccion fenotipo X dieta se vio reflejado en el aumento de las actividades
enzimaticas SOD-Mn, SOD-Cu/Zn y CAT que provocé la adicidon de alfalfa en las
dietas en los animales de fenotipo normotenso, mientras que en los animales
hipertensos que consumieron la misma dieta estos parametros se vieron
disminuidos. En la actividad GPx, el efecto de la interaccién se observo por un
aumento mas acusado de esta actividad en los animales hipertensos alimentados

con alfalfa en comparaciéon con el normotenso que consumid la misma dieta (Tabla

40).

Higado. Las actividades enzimaticas SOD-Mn, SOD-Cu/Zn y CAT se vieron
disminuidas en los animales hipertensos, mientras que la concentracion de TBARs
aumentoé en estos animales, resultando en un efecto significativo del fenotipo sobre
estos parametros. El efecto significativo de la dieta estuvo presente en las
actividades SOD-Mn, la actividad GPx y la concentraciéon de TBARs, en los dos
primeros casos la adiciéon de alfalfa a la dieta provoc6 un aumento de sus
actividades; mientras que los TBARS disminuyeron cuando los animales se
alimentaron con alfalfa y eran de fenotipo hipertenso. El efecto significativo de la
interaccidn fenotipo X dieta se encontrd sobre las actividades enzimaticas SOD-Mn,
SOD-Cu/Zn, GPx y la concentracion de TBARs. Para la actividad SOD-Mn este
efecto se vio reflejado en el aumento mas acusado de este parametro por el
consumo de alfalfa en el grupo de animales normotensos en comparacion con el
grupo hipertenso. En el caso de la enzima SOD-Cu/Zn, este efecto resultd en la

disminucion de la actividad enzimadtica en el grupo de animales normotenso que
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consumio6 alfalfa, mientras que en el grupo hipertenso que consumid esta
leguminosa se produjo un aumento de la actividad enzimatica. Mientras, que para
la actividad GPx, el efecto de la interaccidén fenotipo X dieta se observd por el
aumento mas marcado que propicid6 el consumo de alfalfa en los animales
hipertensos comparados con los normotensos. Y por utlimo, la inclusién de la
alfalfa en la dieta provoco una disminucion en la formacion de TBARs en el higado,
esta disminucion s6lo ocurrié en los animales hipertensos resultando en un efecto

significativo de la interaccion fenotipo X dieta.
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Tabla 40. Efecto del fenotipo y de la dieta sobre las actividades enzimaticas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) dependiente de manganeso y dependiente de

Cu/Zn, catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y especies reactivas del acido tiobartiburico (TBARSs) en rifidén e higado.
WKY SHR Efecto
CT ALF CT ALF EEM R2 Fenotipo Dieta Fenotipo X dieta
SOD-Mn p<0,001 _ p=0,011
(UAA/ mg proteina) 87,05b 93,24 b 65,87 a 61,38 a 2,718 0,899 (85.9%) p=0,666 (3,5%)
SOD-Cu/Zn _ _ p=0,006
” (UAA/ mg proteina) 137,27ab  145,99ab 151,26 133,75 a 6,099 0,296 p=0,842 p=0,322 (29,2%)
Q CAT _ _ p=0,002
IE (umol HyO,/min/mg proteina) 222,55a 239,28ab  260,56b  210,05a 13,568 0,376 p=0,654 p=0,094 (34,3%)
GPx p<0,001 p=0,003 p=0,005
(amol NADPH/ min/mg proteina) 44,26 ¢ 44,65 c 13,27 a 23,75b 2,265 0,926 (86,8%) (3,8%) (3,3%)
TBARs _ — —
(nmol MDA /mg proteina) 12,61 a 9,94 a 11,07 a 10,78 a 1,087 0,267 p=0,653 p=0,070 p=0,138
SOD-Mn p<0,001 p<0,001 p=0,001
(UAA/ mg proteina) 84,83 b 105,90 ¢ 30,52 a 34,66 a 3,158 0,967 (91,1%) (3,8%) (1,7%)
SOD-Cu/Zn p<0,001 - p=0,046
o (UAA/ mg proteina) 331,62b  314,51b 143,45 a 149,83 a 7,948 0,973 (96.7%) p=0,348 (0.4%)
A —
< CAT p=0,046 _ _
9 (umol H,0,/min/mg proteina) 467,48b 440,37ab 439,46ab 412,19a 19,075 0,231 (11,9%) p=0,054 p=0,995
= GPx _ p<0,001 p<0,001
(amol NADPH/min/mg proteina) 9,91b 11,37b 554 a 16,39 ¢ 1,290 0,72 p=0,723 (45,5%) (26,4%)
TBARs p<0,001 p<0,001 p<0,001
(nmol MDA/mg proteina) 10,43 a 10,96 a 38,49 c 24,82 Db 2,325 0,876 (72,2%) (7,1%) (8,2%)

a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada parametro segin un analisis de subgrupos homogéneos mediante el test de Tukey (p<0,05). Los
valores entre paréntesis representan el % en que cada factor contribuye a la variacion total del test de la ANOVA. UAA: unidades de actividad antioxidante.
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4.4.2.11. Expresion génica.

Expresion génica en colon:
- Proglucagon (gcg).

El efecto del fenotipo y de la dieta sobre la expresion génica de gcg se presenta en
la Figura 22; se observo un efecto significativo del fenotipo sobre la expresion génica
de gcg ya que en los grupos hipertensos a expresion de este gen fue inferior. Ademas
se observod un efecto significativo de la interaccion fenotipo X dieta, puesto que en
los animales de fenotipo hipertenso, cuando se les administr6 alfalfa como fuente
de fibra esta expresion aumentod en comparacion al grupo de animales hipertenso
que consumi6 celulosa como fuente de fibra; mientras que este efecto no fue

observado en los grupos de animales normotensos.

g2cg Efecto fenotipo p<0,001
o b Efeto fenotipo x dieta p=0,006
§ 0,0350 -
by
& 0,0300 - b
g I & b
S0 _
50 0,0250 \ :
': 0,0200 -
2 a
£ 00150 - T
8
:5 0,0100 -
4 1
3 0,0050 \
M 10,0000 - S\ ; ; '

CTWKY ALFWKY CTSHR ALFSHR

Figura 22. Expresion relativa de gcg en muestras de colon. Los datos representan la media
geométricas (geomean) + EEM de los valores de 2°“ (n=8). a,b Representan diferencias
significativas entre grupos mediante un analisis de subgrupos homogéneos por el test de
Tukey sobre los datos ACt (p<0,05).
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- Neurotensina (nts)

El efecto del fenotipo y de la dieta sobre la expresion génica de nts se representa en
la Figura 23; la administracion de alfalfa produjo una disminucion de la expresion
de nts lo que se refleja en el efecto significativo de la dieta. También se observd un
efecto significativo de la interaccion fenotipo X dieta ya que la disminucion de la
expresion de nts fue mas acusada en el grupo de animales normotensos que
consumio6 alfalfa comparado con el grupo de animales hipertensos que consumio la

misma dieta.

Efecto dieta p<0,0010

nts Efecto fenotipo x dieta p<0,013
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0,0000 - ; ﬁ ; ; .
CTWKY ALFWKY CTSHR ALFSHR

Figura 23. Expresion relativa de nts en muestras de colon. Los datos representan la media
geométricas (geomean) + EEM de los valores de 2°“ (n=8). a,b Representan diferencias
significativas entre grupos mediante un analisis de subgrupos homogéneos por el test de
Tukey sobre los datos ACt (p<0,05).
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- Péptido Y (pyy).

El efecto del fenotipo y de la dieta sobre la expresion de pyy se representa en la
Figura 24. El fenotipo tuvo un efecto significativo sobre la expresion de pyy, de
forma que los animales hipertensos disminuyeron su expresidon en comparacion con
los grupos de animales normotensos. Ademas se observd un efecto significativo de
la interaccion fenotipo X dieta ya se produjo una disminucion de la expresion en los
animales que consumieron alfalfa frente a los que consumieron celulosa como
fuente de fibra, siendo esta disminucién mas acusada en los animales normotensos

en comparacion a los hipertensos.

0,0070

pyy

& 0,0060 ¢
B
T
< 0,0050
E: Efecto genotipo p<0,001
& 0,0040 Efecto genotipo x dieta p<0,001
=
S b
% 0,0030
I
=
;§ 0,0020
2 a
= a
£ 0,0010 l—TT
=

0,0000

CTWKY ALFWKY CTSHR ALFSHR

Figura 24. Expresion relativa de pyy en muestras de colon. Los datos representan la media
geométricas (geomean) + EEM de los valores de 2°°" (n=8). a,b Representan diferencias
significativas entre grupos mediante un analisis de subgrupos homogéneos por el test de
Tukey sobre los datos ACt (p<0,05).
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Expresion génica en rifion:
- Receptor del péptido similar al glucagon 1 (glp1-r).
El efecto del fenotipo y de la dieta sobre la expresion génica de glpl-r se representa

en la Figura 25. Se observo un efecto significativo del fenotipo ya que los animales

hipertensos mostraron una expresion menor comparada con los animales

normotensos.
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Figura 25. Expresion relativa del receptor del péptido similar al glucagon 1 (gip-1) en
muestras de corazén. Los datos representan la media geométrica (geomean) + EEM de los
valores de 2°° (n=8). a,b Representan diferencias significativas entre grupos mediante un
analisis de subgrupos homogéneos por el test de Tukey sobre los datos ACt (p<0,05).
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Expresion génica en corazon:
- Receptor del glucagon similar al péptido 1 (glp1-r) en corazon.

El efecto del fenotipo y de la dieta sobre la expresion génica del receptor del
péptido similar al glucagén se representa en la Figura 26. Se encontré un efecto
significativo del fenotipo sobre la expresién de glpl-r, esto se vio reflejado en los

menores valores observados en los animales de fenotipo hipertenso.
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Figura 26. Expresion relativa del receptor del péptido similar al glucagon 1 (glp-1) en
muestras de corazon. Los datos representan la media geométricas (geomean) + EEM de los
valores de 2°“ (n=8). a,b Representan diferencias significativas entre grupos mediante un
analisis de subgrupos homogéneos por el test de Tukey sobre los datos ACt (p<0,05).
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5. DISCUSION

5.1. Fasel.

El objetivo de esta fase fue estudiar como se podria potenciar el crecimiento y el
valor nutricional, de la leguminosa M. sativa, bajo condiciones de salinidad co-
inoculandola con su rizobio especifico E. meliloti presente de forma natural en los

suelos y una bacteria halofila moderada, H. maura.

En primer lugar comprobamos mediante ensayos de resistencia a la salinidad que
E. meliloti es capaz de crecer hasta una concentracion salina de 300 mM de NaCl, y
que M. sativa puede mantener una productividad aceptable hasta 75 mM cuando es
inoculada con E. meliloti cepa 1021, (Dominguez-Ferreras et al., 2009); por tanto
este modelo simbiotico fue seleccionado para intentar revertir los efectos deletéreos
que el estrés salino promueve sobre esta simbiosis, y especificamente sobre la
planta. Ademas, se incluyd un tercer componente, H. maura; una bacteria halofila
moderada, que presenta ciertas caracteristicas que ofrecen un gran interés para su
uso en agronomia ya que produce grandes cantidades de un exopolisacarido, el
maurano, y es capaz de fijar nitrdgeno en condiciones microaerdbicas. Por todo
esto, el primer objetivo que se planted fue investigar si la inoculacion de M. sativa
con E. meliloti 1021 y H. maura S-30 podria potenciar el crecimiento de la planta
bajo condiciones de salinidad tipicas de suelos Solonchak presentes en el Sureste de
Espafia, en concreto en el Norte de la provincia de Granada; y si ademds esta co-
inoculacién conjuntamente con la composiciéon especifica de estos suelos, podria
mejorar tanto la propiedades nutricionales como funcionales de las plantas de

alfalfa.

En un primer estadio, se desarrollaron una serie de experimentos en invernadero,
donde las plantas crecieron sobre un cultivo hidropdnico regando las plantas con
una solucién nutritiva adicionada con las sales tipicas que se hallan en los suelos
Solonchak, a dos concentraciones salinas de 50 mM y 100 mM, e inoculando las

plantas con E. meliloti o co-inoculandolas con E. meliloti y H. maura.

Como cabia esperar, el estrés salino provoco una disminucidn del crecimiento de

las plantas, del contenido en nitrégeno, del potencial hidrico y del contenido en Lbj;
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la co-inoculacién de M. Sativa, mejord estos parametros en comparacion con las

plantas inoculadas solo con E. meliloti (Figura 27 y Figura 28).

2 - Peso seco de la parte aérea
1,8 1
1,6 -
1,4 -
1,2 -

gSS
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B E. meliloti W E. meliloti + H. maura

Figura 27. Peso seco de la parte aérea de las plantas de alfalfa cultivada a distintas
concentraciones de sales e inoculada con E. meliloti o E. meliloti y H. maura. a, b
Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada variable segun
un analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de Duncan (p<0,05). SS: sustancia
seca.

g/100 g SS

0 mM 50 mM 100 mM 0 mM 50 mM 100 mM

B E. meliloti #8 E. meliloti + H. maura O E. meliloti B E. meliloti + H. maura

Figura 28. Concentracion de Lb (leghemoglobina) de los nodulos de alfalfa y contenido en
nitrogeno de la parte aéra de las plantas de alfalfa cultivada a distintas concentraciones de
sales y con dos inoculantes distintos. a, b Representan diferencias significativas entre
grupos de plantas (n=6) segin un analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de
Duncan (p<0,05). SS: sustancia seca.
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Ademas, aunque el contenido mineral en la parte aérea de las plantas de alfalfa
incrementd concomitantemente al aumento de la concentraciéon de sales de la
solucion de riego, el efecto positivo de la co-inoculacion se vid reflejado en el
aumento de minerales totales y en el mayor aumento de algunos de estos minerales,

Cay Mg (

Figura 29).
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Figura 29.Concentracion de Mg y Ca en la parte aérea de las plantas de alfalfa cultivada a
distintas concentraciones salinas e inoculadas con dos inoculantes distintos. a, b
Representan diferencias significativas entre grupos de plantas (n=6) segun un analisis de
subgrupos homogéneos utilizando el test de Duncan (p<0,05). SS: sustancia seca.

Tras la recogida de estas plantas se procedié a la realizacidon de experimentos de
biodisponibilidad mineral in vitro, para valorar en una primera aproximacion, su
nivel de absorcion. En general se observd que el aumento de la salinidad de la
solucion de riego provocé una disminucion de la biodisponibilidad de los

minerales.

Después de la obtencion de estos resultados, y teniendo en cuenta que a la
concentracion salina 100 mM se obtuvo el mayor contenido mineral de Ca y Mg,
un nivel proteico elevado (aproximadamente del 19%), y que ademads las plantas

mantuvieron una productividad rentable y unos parametros fisiologicos de
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potencial hidrico y Lb mejorados con la co-inoculacidn, se eligid esta concentracion
salina para cultivar alfalfa, obtener suficiente biomasa e incluyéndola en dietas
Semisintéticas como fuente de proteina y calcio. Este cultivo se realizd bajo
condiciones de invernadero y se preparo6 alfalfa inoculada con E. meliloti y alfalfa
inoculada con E. meliloti y H. maura; obteniendo resultados similares al experimento
anterior y corroborandolos por tanto. A partir de estos experimentos, se prepararon
dos tipos de dieta, E100 (fuente de proteina y minerales proveniente de la alfalfa
inoculada con E. meliloti cultivada a 100 mM) y EH100 (fuente de proteina y
minerales proveniente de la alfalfa inoculada con E. meliloti y H. maura a 100 mM);
mas adelante se discutirdn los resultados de estos experimentos iz vivo ensayando la

leguminosa en un modelo experimental de rata Wistar en crecimiento.

El siguiente paso después de la realizaciéon de los experimentos en invernadero,
era trasladar estos experimentos a campo, en un suelo Solonchak. Se investigd la
zona Norte de Granada donde se encuentran este tipo de suelos y tras la eleccion de
una finca y realizar una toma de muestras y analisis de sus propiedades
edafologicas se corrobord su clasificacion como Solonchak 6rtico (IUSS Working
Group WRB, 2007) y Xeric Calcigypsid (Soil Survey Staff, 2010). Posteriormente
se procedio a la eleccion de la zona de cultivo dentro del poligono, comprobando
que la inclinacion del terreno en todas las parcelas de cultivo era nula. Tras este
proceso, se delimitaron cinco bloques que se dividieron en 4 parcelas cada uno,
donde se aplicé un tratamiento aleatorizado para llevar a cabo la siembra de las
Semillas de alfalfa que correspondian a los cuatros tratamientos bacterianos
utilizados: CT, H, E y EH. Se verific6 que todas las parcelas de cultivo donde se
iban a aplicar los distintos tratamientos bacterianos, eran homogéneas en relacion a

sus propiedades edafologicas (Tabla 17).

Los resultados en los experimentos en campo demostraron de nuevo, que la
alfalfa que fue co-inoculada con E. meliloti y H. maura aumentd su producciéon en
comparacion al resto de tratamientos, incluyendo a las plantas inoculadas solo con
E. meliloti (Figura 18). Aunque con estos experimentos no podemos dilucidar cudl
seria el mecanismo, el efecto de la mejora del crecimiento de las plantas tanto en
condiciones de invernadero como en las condiciones de campo, pueden ser

atribuidas a la producciéon de maurano y/o a la movilizacion de los nutrientes
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desde el suelo hacia la planta. El maurano estd compuesto por acido glucuroénico,
manosa, galactosa y glucosa (Arias et al., 2003) y todos ellos o sus productos
metabolicos podrian actuar como nutrientes de la planta. En los experimentos en
campo, la mas alta productividad alcanzada con el tratamiento EH comparada con
el tratamiento E, donde las plantas de alfalfa pueden disponer de otras fuentes de
nitrégeno, ademds de su rizobio, sugiere que la presencia de H. maura tuvo la
mayor influencia sobre el desarrollo de la planta, o bien mejorando las condiciones
de la rizosfera a través de la excrecidon de maurano o debido al efecto cooperativo

entre ambas bacterias.

En las condiciones experimentales de invernadero el mayor contenido de N en las
plantas co-inoculadas, fue debido principalmente a que estas plantas tuvieron un
contenido en Lb superior, lo que sugiere que la funcionalidad de los nodulos fue
mas alta en estas plantas y por tanto dio lugar a una mayor fijacién y asimilacion de
nitrogeno. Ademads, como ya se conoce, H. maura es capaz de fijar N, (Argandofia
et al., 2005) y podria haber incrementado la biodisponibilidad de N para las plantas
en la rizosfera. Aunque en los experimentos en campo, no se observaron diferencias
entre tratamientos en cuanto al contenido en N, si se observo un aumento de la
productividad en el tratamiento EH, y ya que la materia seca se correlaciona
fuertemente con la fijjacién de nitroégeno, la biomasa de la planta puede ser usada
como un criterio de efectividad de la simbiosis del rizobio (Moawad et al., 1998;
Zahran, 2009) por lo que este aumento de produccion es el reflejo de una mayor
efectividad simbiodtica. Un incremento de la productividad, similar a nuestros
resultados ha sido estudiado en otras leguminosas, Sivaramaiah et al., (2007)
observaron un incremento en la efectividad de la simbiosis en plantas de garbanzo
cuando se co-inocularon con cepas distintas del género Bacillus. Hungria et al.,
(2013) encontraton una mejora en el crecimiento de las plantas de soja y de judia
cuando se co-inocularon con Rhizobia y Azospirilla. Ademas, ha sido descrito por
Ahmad et al., (2011) que la co-inoculacion de las plantas de Vigna radiata, soja
verde, por varios rizobios fue mas efectiva que cuando estas eran inoculadas con
una sola bacteria, mejorando la nodulacién y el crecimiento de las plantas

reduciendo asi el efecto inhibitorio de la salinidad.
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Mientras que en los experimentos que se llevaron a cabo en el invernadero, la
alfalfa inoculada con H. maura no crecid6 muriendo en las primeras Semanas del
experimento, las plantas en campo tratadas con el mismo inoculante crecieron sin
problemas. Este resultado en invernadero se debi6 a la carencia de N en las
soluciones de riego, asi como a la falta de nodulacion en las raices de las plantas.
Sin embargo en campo, las plantas tratadas con H. maura mostraron nodulacidn,
posiblemente debido a la infeccién por rizobios nativos del suelo; y ademas la
productividad de estas plantas fue mayor que la conseguida por el inoculante E
solo, lo que indica que H. maura favoreci6 la asimilacion del nitrogeno
proporcionado o bien desde el suelo o desde la fijacidon simbidtica por los rizobios

nativos.

Ya que el potencial hidrico es un indicador de turgor en la planta y este parametro
disminuye en diferentes situaciones de estrés, el hecho de que en condiciones de
invernadero este parametro no se viera afectado por la salinidad en las plantas co-
inoculadas, indica que estas tuvieron una mejor resistencia al estrés salino. La
produccién del EPS podria mejorar la resistencia de la planta hacia el estrés
osmotico, favoreciendo la agregacion del suelo (Davey and O’toole, 2000); ademas
ha demostrado que puede incrementar la retencion de agua en el intestino grueso
(Martinez et al., 2011) por lo que, el maurano, podria estar involucrado en la

retencion de agua en la rizosfera.

Concentracion de sales
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Figura 30. Potencial hidrico () de las plantas de alfalfa cultivadas en invernadero bajo
distintas concentraciones de sales e inoculadas con dos inoculantes distintos. a, b
Representan diferencias significativas entre grupos de plantas (n=6) segin un andlisis de
subgrupos homogéneos utilizando el test de Duncan (p<0,05). SS: sustancia seca.
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Tras la cosecha de la alfalfa en el campo, se determinaron de nuevo las
propiedades edafoldgicas, y se compararon con las mismas propiedades antes de la
siembra de la alfalfa. El pH y la CE en todas las parcelas de los distintos
tratamientos, incrementaron en la superficie y disminuyeron con la profundidad a
lo largo del tiempo. Esto revela que la movilidad de las sales solubles, esta asociada
al frente de humedad que concentra las sales en la superficie cuando las condiciones
climaticas favorecen la desecacion del suelo. Esto produce el ascenso por
capilaridad de la solucion del suelo que arrastra las sales y las acumula sobre la
superficie (Porta et al., 2003). Por el contrario, el contenido en equivalentes de
CaCO3 no mostr6 diferencias significativas a lo largo del tiempo, debido
principalmente a su baja solubilidad. Como se muestra en la Figura 17A, el
contenido en M.O. del suelo disminuy6 tanto en la superficie como en profundidad
a lo largo del periodo experimental. Esta disminucion, especialmente acusada en el
nivel superficial, es debida principalmente al arado que precedi6 a la siembra de las
plantas y que favoreci6 la mineralizacion de la materia orgdnica (Ashagrie et al.,
2007). La M.O. del suelo juega un importante papel en el mantenimiento de la
productividad debido a su influencia en numerosas propiedades del suelo, provision
de energia y sustratos y el favorecimiento de la diversidad biologica (Wendling et
al., 2010). La correlacién entre el contenido de materia organica del suelo y la
productividad para todos los tratamientos fue positiva (Tabla 18), como se esperaba.
Sin embargo los valores mas altos de productividad se observaron en los
tratamientos H y EH (Figura 18), donde precisamente los coeficientes de correlacion
entre materia organica y productividad fueron los mas bajos. Esto sugiere que en
los suelos salinos el efecto de la inoculacion con H. maura fue mas relevante
incrementando la productividad que el contenido en materia organica del suelo por
si mismo. Por lo que el cultivo de la alfalfa en suelos aridos salinos, co-
inoculandola con E. meliloti y H. maura podria ser incorporado a las practicas

agricolas y asi ayudar a mejorar la fertilizad del suelo.

Otro de los efectos que se observé con la co-inoculacion de las plantas de alfalfa
en condiciones de invernadero, fue el aumento en la concentracion de Ca y Mg.
Segun estos resultados, H. maura potencid la absorcion de los minerales mejorando

el valor nutritivo de la alfalfa. Este enriquecimiento podria radicar en la accidén
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combinada de las dos bacterias con los exudados derivados de las raices de la
alfalfa. Debido a su composicién quimica, el maurano podria formar complejos con
cationes como el Ca y el Mg (Arias et al., 2003), favoreciendo su solubilizacidn,
siendo estos mas disponibles para su absorcion por la planta o bien algunos de sus
metabolitos 0 componentes, podrian contribuir a la movilizacién y absorcion de
minerales del suelo. Este efecto ha sido descrito concretamente en relacion a la
absorcion del fosforo por las raices de otra leguminosa, Cicer arietinum, co-
inoculando con otras bacterias, Rhizobium F75 y Bacillus polymaxa HS5, esta ultima
con la capacidad de incrementar los niveles de fosfato soluble en el suelo
(Alagawadi and Gaur, 1988). Ademas, la presencia de exudados por parte de la raiz
en los que hay cantidades limitadas de citratos, malato y succinato, involucrados en
la solubilizacion del hierro, aluminio y fosfato, podrian haber favorecido este

incremento de minerales (Lipton et al., 1987).

Sin embargo en los experimentos realizados en campo, este efecto potenciador de
la absorcion de minerales no se observo, debido principalmente a que la
concentracion de sales de estos suelos, determinada en CE, supero en el doble a la
salinidad alcanzada en las condiciones de invernadero, lo que puedo ocasionar una
absorcion de minerales del suelo elevada enmascarando el efecto de las bacterias

en este sentido (Tabla 19).

El ultimo ensayo biologico realizado sobre las plantas de alfalfa cultivadas a
distintas concentraciones de sales en invernadero fue la capacidad antioxidante en
los dializados y retenidos de la parte aérea de las plantas de alfalfa, asi como el
contenido en polifenoles totales de plantas de alfalfa cultivadas bajo condiciones
controladas de invernadero y sin adicion de sales, y plantas de alfalfa cultivadas en
un suelo Solonchak. En el primer caso se observé un incremento de la capacidad
antioxidante, tanto de los dializados como de los retenidos, con el incremento de
las concentraciones de sales en las que las plantas crecieron (Figura 32). Ha sido
ampliamente estudiado, y se sabe que el contenido en sustancias antioxidantes, en
concreto polifenoles, de una planta depende de muchos factores, entre ellos,
factores abioticos y medioambientales como es el nivel de salinidad sobre el que la
planta se desarrolla. En la determinacion de polifenoles totales llevada a cabo sobre

las plantas de alfalfa observamos que hubo un aumento en esta concentracion de
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polifenoles en aquellas plantas que se desarrollaron bajo unas condiciones CE de 23

dS/m, en comparacién con aquellas que crecieron en 0,6 dS/m (Figura 31).
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Figura 31. Contenido en polifenoles totales de la parte aérea de las plantas de alfalfa cultivada en
invernadero sin adicion de sales y en suelo Solonchak. **Representan diferencias significativas
segun un test de T de Student (p<0,01).

En un trabajo reciente llevado a cabo por Colla et al., (2013) se observd que el
aumento de la concentracion de NaCl en la solucién de riego de alcachofa y cardo,
aumento el contenido en polifenoles de la parte aérea de estos dos vegetales. Esto
demuestra que la capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica puede ser atribuida a
la presencia de componentes antioxidantes, entre ellos polifenoles, que protegen
contra la acciéon oxidante del hierro, o bien quelandolo y previniendo asi la
produccion de radicales hidroxilo y la propagacion de la peroxidacion lipidica, o
bien atrapando radicales libres formados en la reaccion (Fraga and Oteiza, 2002).
Ademas, se observo que la co-inoculacién mejor6 la capacidad antioxidante tanto
en los dializados como en los retenidos; esta mejora de la capacidad antioxidante
ha sido descrita en la parte aérea de Trigonella foenum-graecum, otra especie de
leguminosa, inoculada con la rizobacteria promotora del crecimiento B. lentimorbus
cepa NRRL B-30488 (Nautiyal et al., 2008). Basandonos en nuestros resultados es
posible que la alfalfa incluida en la dieta humana puede exhibir ambos efectos: un
efecto sistémico debido a su componente absorbible (dializado) y también un efecto

local en el tracto digestivo debido a los componentes no absorbibles (retenidos).
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Figura 32. Capacidad antioxidante de dializados y retenidos de la parte aérea de las plantas de
alfalfa crecida a distintas concentraciones de sales tipo Solonchak ortico. Las plantas fueron
inoculadas con E. meliloti o con E. meliloti + H. maura. a,b,c,d Representan diferencias significativas
entre tratamientos segin un analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de Tukey (p<0,05).
UCA: unidades de capacidad antioxidante.

A continuacidén se plante6 la Fase 2 que consistio en el uso de esta alfalfa
cultivada bajo condiciones de salinidad, ensayandola en modelos experimentales
animales: 1) como fuente de proteina, fibra y calcio en un modelo experimental de
rata Wistar en crecimiento, y 2) como fuente de fibra y de componentes bioactivos

en un modelo experimental de rata expontaneamente hipertensa (SHR).
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5.2. Fase?2.
5.2.1. Fase2.1l.

Efecto de Medicago sativa como fuente de proteina en un modelo experimental de rata
Wistar en crecimiento.

En vista de los resultados obtenidos en la Fase 1, se llevo a cabo un experimento in
vivo para evaluar la utilizacion nutritiva de la alfalfa obtenida en cultivo bajo
condiciones de salinidad en invernadero; como ya se indicd, aunque la alfalfa es
una leguminosa forrajera mayoritariamente utilizada en nutricion animal, esta
despertando un interés cada vez mayor para su uso en nutriciobn humana; por lo

que es interesante su ensayo previo en modelos experimentales animales.

El cultivo controlado de alfalfa en invernadero nos permitié obtener muestras de
alfalfa con una mejora del contenido en nitrégeno, Ca y Mg. Por lo que nos
dirigimos a comprobar si este incremento de la composicion nutricional también se

asoci6 a una mejora de la utilizacion nutritiva de estos componentes.

Para esto, se disefiaron unas dietas experimentales en las que la fuente de proteina
correspondid exclusivamente a esta leguminosa, evitando asi efectos cruzados de la
adicion de otras fuentes proteicas. En el establecimiento de los requerimientos
nutricionales en relacién a la proteina, hay que tener en cuenta la composicion
aminoacidica, su digestibilidad, la edad del animal y su estado fisiolégico, por lo
que se procedio a la suplementacion de la dietas control con metionina y las dietas
de alfalfa con lisina y metionina y se alcanzo6 el nivel proteico del 8% seleccionado,
apropiado para ratas en crecimiento (Burns et al., 1982). El aporte de alfalfa
necesario para llegar hasta el nivel proteico del 8% seleccionado como 6ptimo, bajo
nuestras condiciones experimentales para ensayar la calidad proteica de la dieta,
cubria ademas el aporte de fibra y Ca necesario para nuestro modelo experimental
de rata en crecimiento, por lo que no se afiadi6 a las dietas ni otra fuente de fibra ni

de calcio.

En estas condiciones experimentales, se encontré una evolucion del peso corporal
distinto para los animales que consumian las diferentes dietas. Se consider6 mas
correcto expresar la ingesta de dieta en valores relativos a 100 g de peso, para asi
poder comparar entre grupos y eliminar la dispersion de valores que habria

ocasionado el peso de los animales, ya que los animales mas grandes logicamente
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consumen una mayor cantidad de dieta. De esta manera se observo que la ingesta
de alimento fue similar en los tres grupos experimentales; si bien esta ingesta
similar no se correlaciond con valores similares de C.E.C. e I.T. sino que estos
empeoraron en los grupos de animales que consumieron la alfalfa (Figura 33),
reflejando asi un menor aprovechamiento del alimento ingerido y de la proteina en
particular; a pesar de que se ajustd el contenido en aminoacidos limitantes como
metionina y lisina para conseguir una calidad proteica similar a la de la caseina
(Balde et al., 1993). Esta disminucion de la digestibilidad de la proteina pudo
deberse a la presencia de saponinas en la alfalfa, ya que estas pueden actuar a nivel
del tracto digestivo modificando la permeabilidad intestinal e impidiendo la
absorcion de nitrégeno, asi como a la presencia de lignina que dificulto la

digestibilidad de la planta (Kumar, 2011).

Ingesta, C.E.C. e L.T.
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Figura 33. Ingesta, coeficiente en crecimiento (C.E.C.) e indice de transformaciéon (I.T.) de los
animales de los tres grupos experimentales. Los datos se expresan como medias grupales (n=8) y
error estandar de la media (EEM). a, b Representan diferencias significativas entre grupos
experimentales para cada variable segun un analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de
Tukey (p<0,05). SS: sustancia seca.

En cuanto al peso de los 6rganos, es conocido que el consumo de leguminosas se
asocia a un menor tamafo del higado tal y como ha sido descrito por Kapravelou et
al., (2014b) donde este menor tamaifo se vio reflejado en cambios del contenido en
grasa, agua y glucogeno de este 6rgano. Bajo nuestras condiciones experimentales
el menor peso del higado (Figura 34), se asoci6 a un descenso de los parametros

plasmaticos relacionados con el metabolismo glucidico y lipidico, como glucosa,
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triglicéridos, colesterol total, LDL y HDL (Figura 35). Landers et al., (2008)
describieron en un modelo experimental de ave, que el consumo de alfalfa
disminuia el peso del higado y el nivel de triglicéridos plasmaticos, coincidiendo

con nuestros resultados.
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Figura 34. Peso del higado expresado en g/100 g de peso corporal. Los datos se expresan como
medias grupales (n=8) y error estandar de la media (EEM). a, b Representan diferencias
significativas entre grupos experimentales para cada variable segin un analisis de subgrupos
homogéneos utilizando el test de Tukey (p<0,05).
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Figura 35. Concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos plasmaticos. Los datos se expresan
como medias grupales (n=8) y error estandar de la media (EEM). a, b, ¢ Representan diferencias
significativas entre grupos experimentales para cada variable segun un andlisis de subgrupos
homogéneos utilizando el test de Tukey (p<0,05).
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En este efecto regulador del metabolismo glucidido y lipidico es importante
considerar el efecto de la fibra aportada en la alfalfa. La disminucion de los niveles
plasmaticos de colesterol pudo relacionarse con la alta capacidad de adsorcion de
acidos biliares por parte de la alfalfa, concretamente la fibra de alfalfa, y la
consiguiente disminucidon de la absorcion intestinal de colesterol como fue descrito
por Cassidy et al., (1981). Es conocido que la alta ingesta de fibra y su fermentacion,
producen un efecto de hipertrofia en el ciego y el colon (Knapp et al., 2013); este
efecto fue descrito por Frankel et al., (1994) y se atribuy6 a la produccion de acidos
grasos de cadena corta que tienen efectos troficos sobre ambos tejidos. Ademas ha
sido descrito que una alta produccion de acidos grasos de cadena corta mejora el
metabolismo glucidico disminuyendo la produccion hepatica de glucosa (Weickert
and Pfeiffer, 2008), lo que podria explicar los menores valores de este parametro en

los animales que consumieron alfalfa.
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Figura 36. Peso del ciego y del colon de los gres grupos experimentales (expresados como g /100 g
de peso corporal). Los datos se expresan como medias grupales (n=8) y error estandar de la media
(EEM). a, b Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada variable
segun un analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de Tukey (p<0,05).

Por otra parte, observamos un aumento en los parametros relacionados con dafio
hepatico como la actividad de las enzimas transaminasas ALT y AST (Figura 37).
Aunque no se han descrito las causas exactas de esta peor funcionalidad hepatica
puede atribuirse al efecto de los componentes comunes presentes en la alfalfa y en

otras leguminosas, donde también ha sido encontrado un aumento de las
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actividades de las enzimas transaminasas por su consumo como 7ephrosia cinerea
(Riet-Correa et al., 2013), Piliostigma thonningii (Awhin et al., 2013) y Cajanus cajan
(Nwaogu and Emejulu, 2010).
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Figura 37. Actividades de las enzimas plasmaticas AST/GOT y ALT/GOT de los tres grupos
experimentales. Los datos se expresan como medias grupales (n=8) y error estandar de la media
(EEM). a, b Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada variable
segin un analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de Tukey (p<0,05).

En relacién a otros 6rganos como cerebro y rifidén, es probable que el aumento de
estos organos en los grupos de animales que consumieron alfalfa (E100 y EH100),
especialmente en el caso del cerebro, pueda deberse al mayor grado de desarrollo
que en estos estadios iniciales del crecimiento de los animales tiene este 6rgano.
Como los resultados se han expresado en g /100 g de peso del animal es posible
que se produzca un artificio de calculo. El peso del cerebro no se correlaciona de la
misma forma que los demds 6rganos con el peso corporal, de manera que como ya
hemos indicado, el mayor crecimiento se produce en los primeros estadios y su
tamafo es mas independiente del tamafio del peso corporal que otros 6rganos. En
cuanto a la hipertrofia que se produce a nivel renal, podemos relacionarla con el

extenso trabajo regulador de este 6rgano sobre los distintos nutrientes.

En relacion al peso del bazo, se observd una disminucion en los grupos que
consumieron alfalfa, la dieta administrada con alfalfa tuvo un alto contenido en
fibra; en el trabajo llevado a cabo por Sun et al., (1994), se describi6 como el
consumo de dietas con alto contenido en alfalfa, y en otros forrajes, una
disminucién del peso de higado asi como de bazo en comparaciéon con dietas con

tres veces menor contenido en forraje.
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En relacion a la utilizacidon nutritiva, el ensayo de la alfalfa como fuente proteica
puso de manifiesto una peor utilizacion nutritiva del nitrégeno reflejada en menores
indices de absorcion neta, CDA, balance y de % R/A. Como ya se menciono,
atribuible a una peor digestibilidad intrinseca por razones estructurales de la
proteina de alfalfa y a la presencia de componentes no nutricionales que interfieren
en la absorcion de aminoacidos. A pesar de que la calidad proteica fue calculada
quimicamente, debe existir algun tipo de imbalance aminoacidico que tiene como
resultado que la proteina no se utilize plenamente con fines estructurales sino que
se desvia en parte hacia otras funciones no plasticas, lo que redunda en un peor %

R/A y se refleja en un menor incremento de peso.

En resumen, la utilizacion nutritiva de la proteina se vio afectada en primer lugar
por una peor digestibilidad, que da lugar a menores niveles de absorcion neta y de
balance; y en segundo lugar por una menor utilizacién metabolica reflejada en un
menor R/A, ambos factores contribuyeron a su vez a una menor ganancia de peso

por parte de los animales que consumieron la alfalfa.
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Figura 38. Coeficiente de digestibilidad aparente (CDA), balance y porcentaje de retenido en
funcién del absorbido (% R/A) del nitrégeno. Los datos se expresan como medias grupales (n=8) y
error estandar de la media (EEM). a, b Representan diferencias significativas entre grupos
experimentales para cada variable segun un analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de
Tukey (p<0,05).

Desde el punto de vista nutritivo, uno de nuestros resultados mas relevante se

relaciona con el contenido y utilizacién nutritiva de los minerales de la alfalfa
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cultivada en condiciones de salinidad; ya que la leguminosa supuso un importante

aporte de minerales totales que condujeron ademas, a una mayor absorcion neta.

Entre los distintos minerales ensayados, merece especial mencion el Mg cuya
ingesta fue 5 veces superior en los grupos de animales alimentados con alfalfa,
incluso se incrementd por efecto de la inoculacion de las plantas con las dos
bacterias y, a pesar de que se produjo una alta excrecion fecal (probablemente
asociada a la elevada ingesta y al contenido en fibra de las dietas), acompanada de
una elevada excrecion urinaria de Mg, el balance y el % R/A fueron mas altos en
relacion a los animales que consumieron la dieta control. Este mayor balance dio
lugar a su vez, a un mayor almacenamiento del mineral en el hueso
independientemente del inoculante de la alfalfa utilizado. La homeostasis del Mg**
depende de la accidon combinada del intestino, el rifiéon y ademas del hueso.
Aproximadamente del 50 — 60 % del magnesio corporal se almacena en el hueso,
donde se ha comprobado que tiene la funcién de inducir la formacion de
osteoblastos, resultando su deficiencia en la disminucion de la formacion de masa
o0sea y en el incremento de la secrecion de citoquinas proinflamatorias en ratas
(Baaij et al., 2015). Por todo esto, el aumento de Mg en hueso se considera un

indicador de mejora salud oOsea.
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Figura 39. Balance y porcentaje de Mg retenido en funcién del abosorbido. Los datos se expresan
como medias grupales (n=8) y error estandar de la media (EEM). a, b Representan diferencias
significativas entre grupos experimentales para cada variable segun un analisis de subgrupos
homogéneos utilizando el test de Tukey (p<0,05).
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De forma similar a lo que ocurrié con el Mg la utilizacién digestiva de Ca y P
disminuy6 en los animales que consumieron alfalfa comparado con los animales
que consumieron caseina; produciéndose en estos minerales un peor balance. Los
valores de % R/A permanecieron similares para el Ca en los tres grupos
experimentales independientemente de la dieta que consumieron, lo que indicé que
para mantener la homeostasis del Ca la regulacion hormonal estricta de este
mineral a cargo de la hormona PTH, permiti6 una eficiente reabsorcion renal de Ca

acompafiada de una mayor excrecion urinaria de P (Peacock, 2010).

A pesar del menor balance, el mantenimiento de la homeostasis del Ca no afecto
al contenido de este mineral en el hueso, ya que no se produjo una disminucién
sino que se vio incluso aumentado en aquellos animales que consumieron la alfalfa

inoculada con las bacterias E. meliloti y H. maura, al igual que ocurri6 con el P.

Este mantenimiento del contenido mineral en hueso, se vio ademas acompafiado
de un mayor contenido en minerales totales, en P y en Ca del musculo (Aranda et
al., 1987). Como se pudo observar, a corto plazo no solo se mantuvo el contenido

en Ca del hueso sino que ademas aumento (Figura 40).
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Figura 40. Contenido en fésforo, magnesio y calcio de hueso (fémur) y musculo (longisimus dorsi).
Los datos se expresan como medias grupales (n=8) y error estandar de la media (EEM). a, b
Representan diferencias significativas entre grupos experimentales para cada variable segin un
analisis de subgrupos homogéneos utilizando el test de Tukey (p<0,05).
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5.2.2. Fase 2.2.

Ensayo de la alfalfa como fuente de fibra y compuestos bioactivos en un modelo
experimental de rata espontineamente hipertensa (SHR).

Tras llevar a cabo los experimentos anteriores utilizando la alfalfa como fuente de
proteina, comprobamos que el consumo de alfalfa en alto porcentaje, a pesar de
haber promovido resultados positivos sobre el metabolismo glucidico, lipico y
mineral, no resultd6 en el aprovechamiento proteico esperado. Por lo que
basandonos en el incremento en el contenido de polifenoles totales de la alfalfa
cultivada en un suelo Solonchak, y conociendo que la proteina de la alfalfa esta
compuesta por polipéptidos bioactivos con funcidon hipotensora (Kapel et al.,
2006a), se procedio al ensayo de esta leguminosa en un modelo experimental de
rata espontaneamente hipertensa (SHR) y su control normotenso Wistar Kyoto
(WKY), adicionando la alfalfa a las dietas en un porcentaje del 7% para satisfacer el
contenido de fibra recomendado y suplementar la dieta con los componentes

bioactivos de la planta.

Este experimento comenzo en la sexta Semana de edad de los animales, edad que
es considerada pre-hipertensiva y momento a partir del que empieza a desarrollarse
la hipertension (Pinto et al., 1998), por lo que en estas condiciones experimentales
se nos permitiria comprobar el efecto preventivo a través de la alfalfa adicionada a
la dieta. El experimento transcurrid durante cinco Semanas, hasta que los animales
alcanzaron las 11 Semanas de edad; periodo en el que pudimos determinar
Semanalmente tanto la ingesta de alimento, como el peso de los animales y la

presidn arterial de los mismos.
Ingesta, peso y composicion corporal.

Durante el periodo experimental se observd que la ingesta de los animales de
fenotipo hipertenso disminuy6 con respecto a los animales normotensos (Figura 19
y Tabla 30), conllevando paralelamente a un menor incremento de peso corporal de
estos animales (Figura 41). Aunque este menor incremento de peso pudo deberse
principalmente a la menor ingesta de dieta, en numerosos trabajos el efecto del
fenotipo sobre el peso de los animales ha sido descrito (Erejuwa et al., 2011; Sanada

et al., 2012; Simao et al., 2011; Sundaram et al., 2013); en todos ellos el peso de los
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animales de fenotipo SHR fue inferior a sus controles normotensos WKY incluso
sin haber diferencias en cuanto a la ingesta. Aunque no se conoce cudl es el
mecanismo ni las causas de estos menores pesos corporales; parece que existe una
disminucion de la eficiencia energética en el modelo SHR, ya que se ha
comprobado que esta cepa es incluso resistente a la ganancia de peso a través de las

intervenciones dietéticas de alto contenido en grasa (Oliveira et al., 2009).

350 - Pesos corporales b b
b b
a a
300 - a a
250 -
C
200 -
150 -
100 T T T T T 1
SEM 6 SEM 7 SEM 8 SEM 9 SEM 10 SEM 11
—8— CTWKY ==a= ALWKY CTSHR ALFSHR

Figura 41. Pesos corporales de los animales de los cuatro grupos experimentales. Los
valores representados son las medias grupales * EEM. a,b,c Represntan diferencias
significativas entre grupos mediante un analisis de subgrupos homogéneos a través del test
de Tukey (p<0,05). EEM: Semanas de edad de los animales.

Ademas, no solo se observo una disminucion del peso corporal, sino que incluso
los animales de fenotipo SHR tuvieron una disminucion en el contenido de masa
grasa (Tabla 34). En otros estudios realizados en pacientes hipertensos y sobre
modelos animales experimentales se han obtenido resultados diferentes a los
nuestros, mostrando que al inhibir la ECA y por tanto disminuir la presion arterial,
se producia una disminucién de la masa corporal y en concreto de la masa grasa
(Mathai et al., 2008). Sin embargo, resultados similares a los que nosotros hemos
obtenido en nuestras condiciones experimentales han sido descritos por Lu et al.,
(2011) donde los animales hipertensos SHR tuvieron menor masa grasa en
comparacion con sus controles WKY. Aunque la hipertension estd relacionada en
un alto porcentaje de casos con una acumulacion de grasa, y en especial grasa

abdominal, este no parece ser el caso para la cepa SHR.
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Presion arterial

Con respecto a la presion arterial, el modelo experimental siguid la pauta esperada
de modo que los animales hipertensos tuvieron una valores de PA superiores a los
animales normotensos durante todo el experimento. El efecto de la adicion de
alfalfa a las dietas se observo solo para los animales hipertensos, donde se produjo
una leve pero significativa disminucion de los valores de PAS, PAD y PAM (Figura
42). Esta disminucion puede deberse a una o varias causas hasta ahora conocidas.
Kapel et al., (2006a) desarrollaron hidrolizados proteicos de plantas de alfalfa y
describieron su efecto inhibitorio sobre la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) mediante la accion de la enzima  ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenada, mas comunmente conocida con el nombre de RuBisCo, y
que consitituye aproximadamente el 65% (p/p) del total de la proteina blanca de
alfalfa. Esta actividad hipotensora, fue comprobada en el mismo modelo
experimental in vivo utilizado en este estudio (SHR), donde se obtuvieron
reducciones de presion arterial sistolica de hasta de 29 mmHg a una dosis de
hidrolizado de 0,5 g/kg peso corporal (Kapel et al., 2006b). Ademas, otro de los
posibles mecanismos implicados en la disminucién de la PA asociada al consumo
de alfalfa, podria ser la presencia de flavonoides en la parte aérea de esta planta.
Especialmente, la quercetina, que hemos caracterizado en las muestras de M. sativa
utilizada en este experimento, ha sido ampliamente descrita en una revision
bibliografica publicada recientemente por Larson et al., (2012) donde se detallan los
mecanismos de accion de este flavonoide y las posibles vias de actuacion: 1)
inhibiendo a la ECA, 2) disminuyendo la expresion en la corteza suprarrenal y en
los vasos sanguienos del receptor AT-1 de la Ang II, por tanto disminuyendo la
secrecion y liberacion de aldosterona y promoviendo la relajacion de las células
arteriales del musculo liso y 3) inhibiendo la formacién de peroxinitritos a partir de
NO, consecuentemente aumentando su biodisponibilidad y su efecto vasodilatador.
Todos los mecanimos mencionados son factores indiscutibles que contribuyen a la

disminucion de la PA.
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Figura 42. Medidas de presion arterial sistolica (PAS), presion arterial diastolica (PAD) y presion arterial media (PAM) desde la Semana 6 de edad de los animales
de experimentacién hasta la edad de 11 Semanas. Los parametros se representan como valores medios grupales (n=8). Los valores son representados como medidas
absolutas en cada Semana de los cuatro grupos experimentales (graficas de lineas) y como el area bajo la curva de cada grupo experimental (graficas de barras). a,b,c

Representan diferencias significativas entre grupos segin un test de Tukey (p<0,05). EEM n: edad en Semanas.
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Funcionalidad renal.

El rifién juega un papel fundamental en la presion arterial a través de la
modulacion de diversos pardmetros urinarios. Dos de estos parametros son la
diuresis (volumen de orina excretado) y la excrecién de sodio, encontrandose
ambos disminuidos en el estado de hipertension tanto en pacientes como en
modelos experimentales animales como ocurrid6 en nuestras condiciones
experimentales con el modelo SHR. Aunque existen evidencias que demuestran
que la administracién de extractos provenientes de diversas plantas como
Tropaeolum majus (Gasparotto Junior et al., 2012), Artemisia alba (Zeggwagh et al.,
2008) o el fresno (Eddouks et al., 2005) pueden revertir esta situacion, al menos en
el modelo experimenal animal SHR, la adicion de alfalfa a las dietas no tuvo

ningun efecto sobre estos parametros.
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Figura 43. Volumen de orina excretado en 12 horas y sodio excretado en orina (mg) de los cuatro
grupos experimentales. Las barras representan medias grupales (n=8) * EEM. a,b,c Representan
diferencias significativas segiin un analisis de subgrupos homogéneos mediante el test de Tukey
(p<0,05).

El indice de filtracién glomerular (IFG) es aceptado como el mejor indice de
funcionalidad renal tanto en situacidon de salud como en situaciones de enfermedad,
mientras que la albuminuria es ampliamente utilizado como un marcador de dafo

renal (Levey et al., 2015). En la hipertension, la albuminuria es considerada como
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una lesion de este Organo diana, y se ha demostrado que aquellos sujetos que
presentan albuminuria también tienen PAS, PAD y de pulso mas altas y que
ademads la prevalencia se incrementa conforme aumentan las categorias de presion
arterial (de la Sierra et al., 2008). Pudimos observar como nuestro modelo de
hipertensiéon SHR, mostr6 un incremento de albuminuria con respecto a los
animales normotensos, sin que el tratamiento con alfalfa pudiera afectar a este
parametro. Después de determinar el aclaramiento renal de creatinina, como una
aproximacion al indice de filtracion glomerular, observamos que los animales
hipertensos aun llegando a doblar e incluso triplicar la concentracion de creatinina
excretada en orina, tuvieron un aclaramiento renal diez veces menor que los
animales de fenotipo normotensos. Estos resultados fueron similares a los descritos
por De Cavanagh et al.,, (2005). El tratamiento dietético a través de la
administracion de alfalfa no pudo revertir los grandes dafos renales promovidos

por el fenotipo hipertenso de los animales.

Creatinina urinaria

8 b - 350
b
7 1 b b - 300
~
~ 6 - %
g - 250
o N
g : =
S5 ~ g
'é i - 200 3
S
E 4 - i k=
] A =)
S i - 150 2
3 T <
y— St
3 i 5
i - 100 O
2 1 T
s
14 i a a >0
Ef FRRRARRAAA T T
0 | R AR RN |
T T

CTWKY ALFWKY CTSHR ALFSHR
#5E Aclaramiento de creatinina —l— Creatinina

Figura 44. Creatinina urinaria y aclaramiento renal de creatinina (Cl Cr) en los cuatro grupos
experimentales. Se representan medias grupales (n=8). a,b Representan diferencias significativas
entre grupos mediante un analisis de subgrupos homogéneos por el test de Tukey (p<0,05).

Existen evidencias epidemiologicas que confirman que hay una relacion entre la
hipertensién y la nefrolitiasis/urolitiasis; de manera que los sujetos hipertensos
tienen mayor tendencia a formar piedras renales y los pacientes con historial de
desarrollo de piedras tienden a desarrollar hipertension (Obligado and Goldfarb,

2008). Aunque los mecanismos por los que se produce no estan claros, existen
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ciertos parametros urinarios que se han relacionado con esta patologia; entre los
que destacan un pH acido, un aumento de la excrecion de fosforo y acido trico
(Kadlec et al., 2012); y una disminucion de la excrecion de 4cido citrico (Akira et
al., 2008) ya que el acido citrico ha sido descrito como un componente inhibitorio
de la formacién de calculos renales impidiendo la aglomeracién de cristales (Kok et
al., 1990). Esta disminucion de 4cido citrico en paciente hipertensos, fue
demostrada en un estudio retrospectivo que incluia a 234 sujetos donde se observd
una concentracion de citratos menor en comparacion con los pacientes
normotensos (Losito et al., 2009). En concordancia con estos resultados, nuestros
animales de experimentacién de fenotipo hipertenso desarrollaron unos mayores
niveles urinarios de acido urico, y fosforo, una menor excrecion urinaria de citratos
y un pH mas 4cido; por tanto una mayor probabilidad de desarrollar pideras renales
(Figura 45). Taylor et al., (2010) demostraron que la intervencion dietética,
siguiendo una dieta adherida a la dieta DASH podia disminuir el riesgo de
nefrolitiasis, también asociado a la mayor excrecién urinaria de acido citrito. Al
igual que los resultados obtenidos por Taylor et al., el tratamiento dietético
mediante la inclusion de la alfalfa en la dieta revirtié los parametros anteriores en
los animales hipertensos, de manera que el acido urico y el fésforo disminuyeron y
la excrecion de 4cido citrico y el pH aumentaron. Podemos afirmar que hubo un
menor riesgo de nefrolitiasis en los animales hipertensos, relacionado con el

consumo de alfalfa.
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Figura 45. Parametros urinarios de acido urico, acido citrico, fosforo y pH de los cuatro grupos
experimentales. Las barras representan medias grupales. a,b,c Representan diferencias significativas
entre grupos mediante un analisis de subgrupos homogéneos por un test de Tukey (p<0,05).

La determinacion de urea plasmatica, como desecho metabodlico de las proteinas
generado en el higado, también nos indica funcionalidad renal. El consumo de
alfalfa promovié un aumento de la concentracion de urea en el fenotipo hipertenso

lo que pudo empeorar esta funcionalidad renal en relacion a la hipertension.
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Metabolismo glucidico.

La hipertension se encuentra estrechamente relacionada con diversas alteraciones
del metabolismo glucidico; en algunos estudios clinicos se ha demostrado que el
50% de los individuos con hipertension presentaban intolerancia a la glucosa o
hiperinsulinemia (Modan et al., 1985). El modelo experimental SHR ha sido
ampliamente descrito por un desequilibrio en dicho metabolismo glucidico; en la
mayoria de los casos por una hiperinsulinemia en comparacién con animales
normotensos WKY utilizados como su control (Bhanot and McNeill, 1994;
Gouveia et al., 2000; Huang et al., 2013a). Sin embargo, en otros casos no se han
encontrado diferencias entre estos grupos de animales (SHR vs WKY), con respecto
a las concentraciones plasmaticas de insulina y/o de glucosa (LaPier et al., 2001).
Este fue el caso de nuestros animales de experimentacion, donde los valores
plasmaticos de glucosa fueron muy similares entre los distintos grupos, a excepcion
del grupo hipertenso que consumi6 alfalfa, donde el consumo de la leguminosa

produjo una muy remarcada disminucion de este parametro (Figura 46).
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Figura 46. Concentraciones plasmaticas de glucosa de los cuatro grupos experimentales. Las barras
representan valores medios grupales (n=8) + EEM. a,b Representan diferencias significativas entre
grupos mediante un analisis de subgrupos homogéneos por una test de Tukey (p<0,05).

El efecto hipoglucemiante de la alfalfa asi como su mecanismo de accion, han sido
descritos en modelos experimentales animales de rata y raton, tanto en los grupos
experimentales controles como en los grupos diabéticos (Al-Awadi et al., 2004;
Gray and Flatt, 1997; Swanston-Flatt et al., 1990). Sin embargo, al realizar un test
de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa (TTOG) la alfalfa mejord la

tolerancia a este azucar, disminuyendo el area bajo la curva, de los dos grupos de
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animales que la consumieron (Figura 47), siendo el grupo hipertenso que consumio

celulosa el que mayor area bajo la curva tuvo y por tanto la menor tolerancia a la

glucosa.
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Figura 47. Area bajo la curva tras un test de sobrecarga oral de glucosa y expresion génica relativa
de gcg en muestras de colon en los cuatro grupos experimentales.Las barras representan valores
medios grupales (n=8). a,b,c Representan diferencias significativas entre los grupos experimentales
mediante un analisis de subgrupos homogéneos por el test de Tukey (p<0,05).

Esto puede atribuirse a que precisamente en este grupo de animales (CTSHR) la
expresion génica de gcg, que por procesado diferencial postraduccional en colon da
lugar al péptido similar al glucagon 1 (GLP-1) (Holst, 2007), fue inferior. Ya que el
GLP-1 ha sido descrito como una hormona incretina y contribuye conjuntamente
con el péptido GIP a la secrecion del 50% de la insulina total secretada (Gribble,
2015); el hecho de que este grupo experimental presentara menor expresion génica
(Figura 22) podria haber disminuido la secrecién de insulina y por tanto haber
potenciado la intolerancia a la glucosa. Ademas como ya se conoce, el GLP-1 es
degradado por la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) unos minutos después
de ser secretado, y Nakagami et al., (2014) demostraron que la inhibicién de la
DPP-IV y por tanto el aumento del tiempo de accion de GLP-1 en un modelo de
rata SHR, fue capaz de disminuir el area bajo la curva tras un TTOG. Esto
demuestra que disminuyendo la degracion de GLP-1 o, como en nuestro caso,
aumentando su expresion génica, podria mejorarse la tolerancia a la glucosa en este

modelo. Aunque el mecanismo de accién por el que la alfalfa consiguid6 aumentar
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la expresion de gcg en los animales hipertensos con respecto a los normotensos no
esta claro, se sabe que el péptido GLP-1 es secretado desde las células tipo L del
colon. Petersen et al., (2014) demostraron que los acidos grasos de cadena corta
fueron capaces de estimular la diferenciacion de las células intestinales hacia células
tipo L y ese incremento se vio acompafado de un mayor contenido en GLP-1. El
consumo de alfalfa y la fermentacion de su fibra, acompafiada de la formacién de
acidos grasos de cadena corta podria haber contriuido a esta diferenciacion celular

y por tanto este aumento de la expresion de gcg.
Metabolismo lipidico y funcionalidad hepdtica.

El almacenamiento de grasa hepatica es uno de los primeros estadios que llevan a
desarrollar la enfermedad de higado graso no alcohdlico, su alta prevalencia en la
poblacién ha llevado en multitud de estudios a detectar la asociacion con otras
alteraciones; entre ellas se ha descrito que el 49% de los pacientes hipertensos
presentan higado graso (Lopez-Suarez et al., 2011). El modelo SHR estd asociado
con deposicion de grasa visceral (Pravenec et al., 2004); lo que conlleva a un
aumento del peso del higado debido principalmente a un aumento de la grasa
almacenada. En nuestras condiciones experimentales el modelo hipertenso también
mostrd un peso del higado incrementado con respecto a los animales normotensos,
si bien la administracion de alfalfa consigui6 reducir el peso del higado
(probablemente debida al aumento del % de grasa) hasta valores similares a los de
los animales normotensos. Al igual que en nuestros resultados, mediante la
administracion de alfalfa, Kochi et al., (2014) demostraron que la esteatosis
hepatica puede ser prevenida mediante la administracion de catequinas, un
antixodiante polifendlico, produciendo una disminucion del peso del higado, asi
como una disminucion de MDA del mismo; por otra parte Xing et al., (2014)
consiguieron el mismo resultado con la administracion de mangiferina, un

compuesto fendlico presente en diversas plantas.
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Figura 48. Peso del higado de los cuatro grupos experimentales. Las barras representan medias
grupales. a, b, ¢ Representan diferencias significativas grupales mediante un analisis de subgrupos
homogéneos por el test de Tukey (p<0,05).

En relacion a los parametros plasmaticos vinculados con el metabolismo lipidico,
se determinaron el colesterol total, c-HDL y c-LDL asi como fosfolipidos y
triglicéridos. Tanto el colesterol total como HDL y LDL disminuyeron en los
animales de fenotipo hipertenso; ha sido descrito para este modelo SHR que debido
a un aumento de la excrecion de colesterol, combinado con una deficiencia en la
captura entérica y transporte molecular, es hipocolesterolémica en comparacion
con la cepa WKY (Yuan and Kitts, 2002). Ademds la alfalfa potencid la
disminucion de los niveles de colesterol total y HDL en los animales de fenotipo
hipertenso; efecto que ha sido descrito por otros autores (Khaleel et al., 2005; Shi et
al., 2014) y que fue atribuido a la adsorcion por parte de la fibra de la leguminosa

de los acidos biliares, propiciando un aumento de la excrecion fecal de colesterol.
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Figura 49. Colesterol total, colesterol LDL y colesterol HDL plasmaticos de los cuatro grupos
experimentales. Las barras representan medias grupales (n=8) *+ EEM. a,b,c Representan difeencias
significativas entre grupos experimentales para un parametro dado mediante un analisis de
subgrupos homogéneos por el test de Tukey (p<0,05).

En cuanto al contenido en triglicéridos plasmaticos, la hipertensién provocd un
aumento de este parametro; aunque la administraciéon de alfalfa promovidé un
descenso, llegando incluso a valores por debajo de los animales normotensos.
Aunque no se conoce el mecanismo por el que se produce esta hipertrigliceridemia,
y no todos los autores estan de acuerdo, ha sido descrita en diversos trabajos
(Iemitsu et al., 2008; Tanaka et al., 2013). La administracién de alfalfa fue una
intervencion dietética que consiguio revertir la situacion, siendo este efecto descrito
anteriormente en el trabajo llevado a cabo por Shi et al.,, (2014) en ratas

hiperlimidémicas y administrando extractos de saponinas de la alfalfa.
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En cuanto a la funcionalidad hepatica las actividades enzimaticas AST, ALT,
Gamma GT, fosfatasa alcalina asi como el contenido en bilirrubina total (producto
de desecho de los grupos hemo de la hemoglobina que se conjuga en el higado y
posteriormente debe ser excretada) fueron determinados. Todas las actividades
enzimaticas aumentaron con el desarrollo de la hipertensién, acusando un dafio
hepatico. Ha sido descrita la asociacidén entre funcionalidad hepatica anormal e
hipertensioén debida principalmente a co-existencia entre hipertension, higado graso
y resistencia a la insulina (Brookes and Cooper, 2007), situacion a la que se vieron
expuestos nuestros grupos experimentales hipertensos. Asi pues, esta situacion
conllevo a un aumento de las enzimas AST, ALT, GammaGT vy fosfatasa alcalina.
Al-Dosari, (2012) describi6 el efecto hepatoprotector de la administracion de alfalfa
en ratas con hepatotoxicidad inducida previniendo la elevacion plasmatica de estas
enzimas (ALT, AST, GGT, ALP) asi como de la bilirrubina. En nuestras
condiciones experimentales y bajo nuestra forma de administraciéon de la
leguminosa, la administracién de alfalfa en los animales hipertensos impidié que
aumentaran las actividades enzimaticas de Gamma GT y fosfatasa alcalina y se
mantuvieron en valores similares a los de los animales normotensos; mientras que
la bilirrubina disminuy6 tanto en los grupos normotensos como los hipertensos que
consumieron alfalfa. Sin embargo, las actividades ALT y AST no pudieron ser

revertidas, en incluso aumentaron en los grupos hipertensos que consumieron la

planta.
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Figura 51. Actividades de las enzimas AST/GOT, ALT/GPT y Fosfataca alcalina plasmaticas de
los cuatro gurpos experimentales. Las barras representan medias grupales (n=8). a,b,cRepresentan
diferencias significativas entre gupos mediante un analisis de subgrupo homogéneos por el test de
Tukey (p<0,05).
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Funcionalidad cardiaca.

Al igual que el sistema renal, el musculo cardiaco juega un papel principal en la
hipertensién y el corazén es uno de los 6rganos que se ve afectado entre otras cosas,
en cuanto a su peso. Como ya se comento en el capitulo de revision bibliografica, se
produce una hipertrofia del ventriculo izquierdo, lo que conlleva a un aumento de
la masa muscular cardiaca. Nuestro modelo experimental mostré un peso del
corazon superior en aquellos animales de fenotipo hipertenso SHR; sin que la
administracion de alfalfa en la dieta pudiera revertir este parametro. Ha sido
descrito y corroborado en varios estudios que este aumento de masa cardiaca se
produce en los animales SHR y se ha demostrado que la administraciéon de B-
bloqueantes pueden revertir el proceso y disminuir el peso del corazén (Arnalich-
Montiel et al., 2014; Quintana-Villamandos et al., 2013). El peso que el fenotipo
tiene sobre este parametro, es dificil de combatir mediante terapias dietéticas ya

que parece que solo el tratamiento farmacolégico es efectivo.
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Figura 52. Peso del corazon de los cuatro grupos experimentales. Las barras representan medias
grupales. a, b, ¢ Representan diferencias significativas grupales mediante un andlisis de subgrupos
homogéneos por el test de Tukey (p<0,05).

Ademas se determind la actividad plasmatica de la enzima Ck-MB como
marcadora de dafio cardiaco. La hipertensiéon provocé un aumento de esta
actividad que fue parcialmente revertida por el consumo de la alfalfa en los grupos
hipertensos, efecto que ha sido descrito anteriormente por Gomathi et al., (2014)
donde la administracion de extractos etanolicos de la leguminosa promovié una

disminucion de esta enzima cardiaca.
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Figura 53. Actividad de la enzima plasmatica Ck-MB de los cuatro grupos experimentales. Las
barras representan medias grupales. a, b, ¢ Representan diferencias significativas grupales mediante
un analisis de subgrupos homogéneos por el test de Tukey (p<0,05).

Actividades enzimadticas antioxidantes y TBARs.

En la patogenia de la hipertensiéon se ha descrito que ocurre un desequilibrio
oxidativo principalmente por el aumento de la formacion de ROS. Las fuentes mas
importantes de estas ROS con respecto a la hipertension son la xantina oxidasa, la
NO sintasa endotelial desacoplada y la NAD(P)H oxidasa. Se ha demostrado
mediante numerosos estudios que los pacientes hipertensos presentan en plasma y
sangre, altos niveles de ROS (Lacy et al., 1998); las actividades de las enzimas
antioxidantes como la SOD y la GPx pueden verse disminuidas (Pedro-Botet et al.,
2000); asi como la actividad CAT (Reddén et al., 2003); ademas los sujetos
hipertensos muestran niveles de GSH mas bajos y niveles de GSSG y MDA mas
altos que los sujetos control no hipertensos. Para estudiar el dafio oxidativo
producido durante el desarrollo y mantenimiento de la hipertension en distintos
organos, es necesario llevar a cabo estudios con modelos experimentales animales

que desarrollan hipertension.

En nuestras condiciones experimentales, se determinaron las actividades
enzimaticas SOD, CAT, GPx y el contenido en MDA en rifién, ya que juega un
papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento de hipertension, y en higado a
causa de que tiene un papel fundamental en el metabolismo, toxicidad y

eliminacién de componentes exdgenos y enddgenos; y debido a que las enzimas
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antioxidantes tienen el papel de proteger a los tejidos de los radicales libres, es de
interés conocer la influencia de la hipertension sobre la capacidad metabdlica del
higado. Se comprob6 que los animales con fenotipo hipertenso mostraron tanto en
rifion como en higado una disminucidn de las actividades enzimaticas SOD-Mn y
GPx, mientras que la actividad de la enzima SOD-Cu/Zn se vi6 disminuida en
higado, mientras que se produjo un aumento en la formacién de TBARs en el
mismo oOrgano. Aunque en algunos trabajos la actividad SOD no se ha visto
alterada en animales que desarrollaron hipertensién (Sundaram et al., 2013); en
otros estudios la actividad de esta enzima disminuy6 significativamente en los
animales SHR, tanto en higado como en rifién; ademas en el mismo estudio
también se vid una disminucién de la actividad GPx y CAT (Héctor Polizio and
Pena, 2005); el tratamiento con Losartan revirtid estos resultados. Esta disminucion
en la actividad GPx también ha sido descrita por Cediel et al., (2003) donde la
disminucion de la actividad enzimatica se observo en higado, mientras que Patina
et al. (2014) y Sundaram et al., (2013) observaron el mismo resultado en rindén de
ratas SHR. Estos resultados han sido corroborados incluso en otros modelos
animales experimentales de rata hipertensa, como es el caso del modelo DOCA
donde la actividad GPx también fue disminuida (Nicod et al., 2000).

Otro de los parametros relacionados con estrés oxidativo, es la formacion de
especies reactivas del acido tiobarbitirico, 6 TBARs. En nuestras condiciones
experimentales, se observd un aumento de este parametro en el higado de los
animales con fenotipo hipertenso. La misma tendencia ha sido descrita por otros
autores donde el MDA, utilizado como marcador de la peroxidacion lipidica, fue
mayor en el higado de las ratas SHR, en comparacion con su control WKY (Cediel
et al., 2003). Al igual que ha sido descrito para el rifion, donde se observo un
aumento tanto del MDA como de ROS en animales hipertensos de 13 semanas de
edad (Mattace Raso et al., 2013). En nuestro experimento no encontramos este
ultimo efecto, debido quizds a que en los animales SHR el dafio renal no se

desarrolla hasta una edad mas avanzada, y no esta instaurado hasta los dos afios.

Algunos de los resultados encontrados fueron revertidos al adicionar la alfalfa a
las dietas. En ambos 6rganos, rifidn e higado, el consumo de la alfalfa como fuente

de fibra consigui6 aumentar la actividad de la enzima GPx y se produjo una
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disminucion de la concentracion de TBARs formadas en el higado de los animales
hipertensos. La actividad antioxidante de la alfalfa ha sido demostrada en diversos
estudios; debido a su composicidn rica en polisacaridos conjugados, se ha descrito
que la administracién de alfalfa es capaz de reducir la formacion de MDA en

cultivos celulares de hepatocitos en aves (Wang et al., 2014).
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Figura 54. Actividad de la enzima antioxidante GPx en muestras de riién e higado. Las barras
representan medias grupales (n=8). a,b,c Representan diferencias significativas entre grupos
mediante un analisis de subgrupos homogéneos por el test de Tukey (p<0,05).

El efecto ha sido atribuido a la bioactividad de los polisacaridos de la alfalfa que
estan constituidos en un alto porcentaje por acidos urdnicos, y los acidos uroénicos a
su vez son capaces de inhibir hasta un 50% los radicales hidroxilo y los radicales
superdxido (Chen et al., 2004) evitando en cierto grado la peroxidacion lipidica en
higado y, por tanto disminuyendo la formacion de MDA. Ademas también ha sido
descrito que los péptidos extraidos de las hojas de alfalfa tienen la capacidad de
atrapar radicales superdxido y radicales hidroxilo in vitro (Xie et al., 2008) lo que
podria también favorecer la disminucion de la peroxidacion lipidica observada en
los animales hipertensos que consumieron alfalfa. En la composicién de la alfalfa
ha sido descrita la presencia de diversos flavonoides, estos tienen la capacidad de
disminuir los procesos oxidativos gracias a su propiedad de atrapar radicales libres,
asi Duarte et al. (2001) comprobaron que la administraciéon de quercetina, flavonol
presente en la alfalfa, disminuyd la concentracion de MDA en higado de ratas
SHR. Otro de los efectos atribuidos a la quercetina fue el de aumentar la actividad

enzimatica GPx; y una actividad GPx aumentada se relaciona con una
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disminucion de acimulo de ROS y por tanto una menor formacion de MDA, lo
que explicaria los resultados encontrados en nuestro estudio. El aumento de la
actividad GPx ocurri6 a la vez que disminuy6 la actividad CAT en el grupo de
animales hipertensos que consumi6 alfalfa. Las dos enzimas actian entre otros,
sobre el sustrato H,O,, y ha sido descrito que la enzima GPx actiia cuando hay
bajas concentraciones de H,0O, mientras que la CAT actia cuando hay altas
concentraciones de H,0O, (Winterbourn, 2013). Debido a la presencia de
flavonoides en la alfalfa es posible que la produccion de H,O, por las enzimas SOD
haya sido reducida y por tanto la mayor parte de la degradacién de peroxido de
hidroégeno la haya llevado a cabo la enzima GPx que tuvo una mayor actividad.
Por otra parte, como ha sido descrito por Sharma (Bora and Sharma, 2011b) la
administracion de extractos de alfalfa tuvieron la capacidad de aumentar la
concentracion de GSH, y debido a que este es limitado en las células a su vez limita
la actividad GPx, si se produce un aumento de GSH cabria esperar de igual modo

un aumento de la actividad GPx.
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Figura 55. Concentracion de MDA como marcador de peroxidacién lipidica en higado de los
cuatros grupos experimentales. Las barras representan medias grupales (n=8). a,b,c Representan
diferencias significativas entre grupos mediantes un analisis de subgrupos homogéneos por el test de
Tukey (p<0,05).
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Figura 56. Posible mecanismo de accién de la alfalfa sobre la actividad GPX y la
formacion de especies reactivas del acido tiobarbitirico (TBARs) en higado de ratas
expontaneamente hipertensas (SHR). SOD: superdxido dismutasa; GPx: glutation
peroxidasa; GSH: glutation; RL: radical libre.

Expresion de nts en muestras de colon.

El péptido neurotensina (NT) fue descubierto por Carraway y Leeman (Carraway
and Leeman, 1973). Es expresado en el sistema nervioso central donde actia como
neurotransmisor, y en las células neuroendocrinas del tracto gastrointestinal donde
actiia como una hormona local. Su efecto fisiologico y farmacolédgico depende del
tejido o tipo de célula donde actta, asi que la NT en el tracto gastrointestinal
modula la motilidad, estimula la secrecién intestinal, el crecimiento y la
regeneracion de la mucosa intestinal y ha sido implicado en la patofisiologia del
cancer de colon y de la inflamacién intestinal (Zhao et al., 2007). En nuestras
condiciones experimentales se produjo una disminucion de la expresion génica de
nts en los animales que se alimentaron con la alfalfa. Aunque con los datos que
tenemos hasta ahora no podemos explicar cual ha sido el efecto fisioldgico,
derivado o precursor, de esta menor expresion ya que el efecto antiinflamatorio de
la alfalfa ha sido descrito (Hong et al., 2009; Rose and Chrisope, 1999), uno de los

mecanismos implicados podria estar mediado por la menor expresion intestinal del
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péptido NT, que fue superior en los animales que también consumieron alfalfa pero

que eran hipertensos.
Expresion del receptor del péptido GLP-1 (glp1-r) en rifion y corazon

A parte del efecto de hormona incretina del péptido GLP-1, otra de las funciones
fisiologicas que le han sido atribuidas es la de disminuir la presion arterial. Hirata et
al., (2009) demostraron que la administraciéon de un inhibidor de la enzima DPP-
IV, y por tanto el aumento de la vida media de péptido GLP-1, exibia una
disminucién de la presidon arterial a través de su interaccion con el receptor del
péptido GLP-1 en rifién. En este sentido, nuestros animales de experimentacion
hipertensos tuvieron una expresion génica de glpl-r en riidbn extremadamente
inferior a sus controles normotensos por lo que la interaccion del péptido con su
receptor fue menor. Ha sido descrito que los animales hipertensos SHR poseen una
menor expresion del receptor de GLP-1 en las arterias renales con respecto a sus
controles normotensos WKY (Liu et al., 2012), por lo que nuestros resultados

reafirmar este hallazgo.

Este receptor también se expresa en los vasos sanguineos y en el corazon, aunque
su expresion es diferencial y se localiza esencialmente en la zona atrial. Se ha
demostrado recientemente que su activacion en esta zona promueve la secrecion
del péptido natriurético atrial y provoca una disminucién de la presion arterial
(Kim et al., 2013). Nuestros resultados muestran una menor expresion en el grupo
hipertenso que consumio celulosa en comparacion con su control hipertenso, lo que
podria significar que en los animales hipertensos, al igual que ocurria con el
receptor del péptido en rifidn, su expresion estd disminuida. Aunque bajo nuestras
condiciones experimentales, debido a la baja expresion de glpl-r que encontramos y
por tanto, la desviacion tan alta de los distintos grupos experimentales es dificil

exponer resultados concluyentes.
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6. CONCLUSIONES

FASE 1.

Nuestros resultados sugieren que la co-inoculacion de H. maura y E. meliloti

potencia la productividad de la M. sativa y revela la eficacia de H. maura para

mejorar el crecimiento y la productivid de la alfalfa en suelos salinos, esto podria

contribuir a una mejor explotacién agraria de zonas de baja productivdad. H.

maura puede ser considerada como un cantidato para ser usada en la formulacién

de bioinoculantes y ademds contribur a la possible reduccion del sobreuso de

fertilizantes quimicos y su impacto medioambiental.

1.

La co-inoculacién de las plantas de Medicago sativa con E. meliloti y H. maura,
cultivada en invernadero bajo condiciones de salinidad especificas similares
a las de suelos Solonchak ortico, resultd en una mejora del crecimiento y
propiedades fisiologicas de la planta (potencial hidrico y leghemoglobina)
con respecto a las plantas inoculadas s6lo con E. meliloti.

En los experimentos en invernadero, la co-inoculacién también mejoré las
propiedades nutricionales de las plantas referidas a contenido en nitrégeno,
cenizas totales, calcio y magnesio.

En los experimentos en campo caracterizado como Solonchak o6rtico, la co-
inoculacién produjo un incremento de la productividad mayor que el
observado en invernadero, siendo un 50% mayor que el tratamiento control.
Las propiedades funcionales de M. sativa mejoraron tanto en los
experimentos realizados en invernadero y en campo. En invernadero, tanto
la co-inoculacion como la salinidad produjeron una mejora de la actividad
antioxidante determinada mediante la capacidad de inhibicién de la
peroxidacién lipidica. El cultivo en suelo Solonchak aumenté en el
contenido de polifenoles totales de Medicago sativa con respecto a las plantas

cultivadas sin adicidén de sales.

FASE 2.

La alfalfa cultivada en suelos salinos supone una importante fuente de aporte de

minerales, fibra y diversos componentes no nutricionales que repercuten en una
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mejor regulacion del metabolismo glucidico y lipidico y en un mayor contenido
mineral en hueso y musculo. Estos beneficios se complementan con su actividad
beneficiosa en el control de la presiéon arterial y el dano cardiaco relacionado y en
un mejor estado antioxidante. Por todo esto, la alfalfa se puede considerar un buen

suplemento dietético para distintas situaciones fisioldgicas y patoldgicas.
FASE 2.1.

5. El menor crecimiento de los animales a la ingesta de alfalfa como unica
fuente de proteina de la dieta se relaciona con una peor digestibilidad
intrinseca de dicha proteina y la presencia de componentes no nutricionales
como las saponinas.

6. La mejora de los parametros plasmaticos relacionados con el metabolismo
glucidico y lipidico (glucosa, triglicéridos, colesterol total, LDL y HDL) y el
menor peso del higado de los animales tras la ingesta de dieta con alfalfa se
puede asociar efecto de la fibra y componentes no nutricionales del tipo de
polifenoles aportados.

7. El consumo de la dieta formulada con alfalfa, inoculada con E. meliloti asi
como la alfalfa inoculada con E. meliloti y H. maura, aumenta la utilizacion
nutritiva de magnesio y mejora la salud 6sea y el contenido mineral del

musculo esquelético.
FASE 2.2

8. EIl modelo experimental SHR desarrollé hipertensiéon aumentando el grado
de severidad a lo largo del periodo experimental. La administracion de la
alfalfa produjo una disminuciéon de la presion arterial de los animales
hipertensos SHR y de la enzima Ck-MB, marcadora de dafio cardiaco,
atribuidas a la presencia de quercetina en estas plantas. El consumo de
alfalfa también disminuyo el riesgo de nefrolitiasis, reduciendo la excrecion
de P urinaria y aumentando el pH de la orina asi como la excrecion de
citratos.

9. El modelo hipertenso mostrd una intolerancia a la glucosa con una mayor
area bajo la curva, asi como una menor expresion del proglucagon (gcg) en
colon. La administracion de alfalfa revirti6 estos dos parametros, y

disminuy6 la concentracidon de glucosa plasmatica. Por otra parte, este
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tratamiento dietético tuvo una repercusion positiva sobre el metabolismo
lipidico de los animales hipertensos al disminuir el peso del higado, los
triglicéridos y colesterol plasmaticos.

10. El consumo de alfalfa causdé también un efecto positivo sobre el estado
antioxidante de rifidon e higado en los animales hipertensos, aumentando la
actividad enzimatica GPx en ambos o6rganos y disminuyendo la

peroxidacion lipidica a nivel hepatico.
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6. CONCLUSIONS.
PHASE I

Our results suggest that the co-inoculation of H. maura and E. meliloti enhance

alfalfa productivity and reveal the efficacy of H. maura to improve the growth and

yield of alfalfa in saline soils, thus contributing to a better agricultural exploitation

of low productive areas. H. maura may be considered as a candidate to be used in

formulation as bioinoculant and therefore contribute to a possible reduction of

overuse of chemical fertilizers and their environmental impacts.

1.

The co-inoculation of the plants of Medicago sativa with both E. meliloti and
H. maura, cultivated in a greenhouse and under specific salinity conditions
similar to the ones of Solonchak ortic soil, resulted in an improvement of
plant growth and their physiologic properties (water potential and
leghemoglobin) compared to the plants inoculated only with E. meliloti.
Regarding the greenhouse experiments, co-inoculation also improved the
nutritional properties of the plants such as nitrogen content, total ash
content, calcium and magnesium.

Regarding field experiments carried out in Solonchak ortic soil, co-
inoculation with both bacteria produced a 50% greater increase of plant
productivity compared to the control treatment; such increase being higher
than the one of the greenhouse.

There has been observed an improvement of functional properties of M.
sativa in the experiments carried out in greenhouse as well as the ones
carried out in the field. Specifically, in greenhouse there was observed an
improvement of antioxidant capacity as determined by the inhibition of lipid
peroxidation due to both inoculation and salinity. In the field crop, in
Solonchak soil, the content of total polyphenols was found increased

compared to the plants that were cultivated without any addition of salts.

FASE 2.

Alfafa cultivated in saline soils is an important source of minerals, fibre and

various non-nutritional components that result in a better regulation of glucose and

lipid metabolism as well as in a greater mineral content of bone and muscle. Such
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benefits are complemented by the improvements that alfalfa induces in the
regulation of blood pressure and heart damage both linked to an improved
antioxidant status. Therefore, alfalfa can be considered as a good dietetic

supplement in diverse physiologic and pathologic situations.
FASE 2.1.

5. The lower body weight of the animals that consumed the diet of alfalfa as a
unique source of protein in the diet is associated with the lower intrinsic
digestibility of this protein and the presence of non-nutritional components
such as saponins.

6. The animals that consumed the alfalfa diet showed improved plasma
parameters related to glucose and lipid metabolism (concentration of
glucose, triglycerides, total-, LDL- and HDL cholesterol) as well as lower
liver weight, which can be associated with the effect of fibre and non
nutritional components, such as polyphenols, provided by the specific diet.

7. The consumption of alfalfa inoculated with E. meliloti, as well as the diet
inoculated with both E. meliloti and H. maura, increased the nutritional
utilisation of magnesium and improves bone health status and the mineral

content of skeletal muscle.
PHASE 2.2

8. The experimental model of SHR developed hypertension with time-
dependent increase severity throughout the experimental period. The
administration of alfalfa produced a decrease of blood pressure of the
hypertensive animals SHR, attributed in the presence of quercetin in these
plants. The consumption of alfalfa also decreased the enzyme Ck-MB, a
marker of heart damage, and the risk of nephrolithiasis, by decreasing the
excretion of phosphorus and increasing the urine pH as well as the excretion
of citrates.

9. The hypertensive model, showed glucose intolerance with a greater area
under the curve, as well as a lower expression of proglucagon (gcg) in colon.
The administration of alfalfa reverted these parameters and decreased the

concentration of glucose in plasma. Morever, such dietetic treatment had a
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positive impact on lipid metabolism of hypertensive animals reducing liver
weight, triglyceride content and concentration of cholesterol in plasma.

10. The consumption of afalfa induced a positive effect on antioxidant status of
kidney and liver of hypertensive animals, increasing the antioxidant activity

of GPx in both organs and decreasing lipid peroxidation of liver.
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