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BIOFORTIFICACION Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN PLANTAS DE LECHUGA
(LACTUCA SATIVA L. VAR. LONGIFOLIA): BENEFICIOS POTENCIALES PARA EL

CULTIVO Y LA SALUD HUMANA

|. Introduccioén

A lo largo de la historia, la agricultura ha sido la encargada de proporcionar los
nutrientes necesarios (macronutrientes y micronutrientes) para que los
humanos podamos llevar una vida completamente saludable.
Desafortunadamente, por la situacion demografica actual, en las Ultimas
décadas los sistemas agricolas han tendido al monocultivo viéndose restringido
tanto el cultivo de especies como de las distintas variedades de una especie,
siempre a favor de las mas comerciales. Este hecho ha derivado sobre todo en
que los sistemas de suministro de alimentos no estan aportando cantidades
adecuadas de micronutrientes esenciales a una amplia proporcion de la

poblacién mundial (Welch, 2005; Xiao et al., 2007).

Esta situacion de malnutricion de micronutrientes (MNM) comenz6 a hacerse
patente a mediado de los 80, cuando comenzaron los problemas socio-
economicos derivados de la deficiencia de micronutrientes. En 1990 las
Naciones Unidas apoyada por organismos como la FAO, WHO y UNICEF entre
otros, tomaron las riendas ante esta situacion de MNM. Pero no fue hasta el
afio 2000 cuando varios de estos organismos apuntaron directamente a la

necesidad de eliminacion o reduccién significativa de las deficiencias de yodo,
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hierro y vitamina A (Mayer et al., 2008). Fue en este periodo cuando comenzo
el desarrollo nuevas vias por las que se pudiese incrementar la concentracion
de microelementos esenciales en los productos vegetales. Actualmente, todas
estas investigaciones han desembocado en la existencia de numerosas
técnicas agricolas capaces de cumplir con este propdésito, aunque a pesar de la
gran variedad de ellas, la biofortificacion se presenta como una de las técnicas
mas prometedoras de esta década no solo por su gran efectividad
incorporando micronutrientes del suelo a los vegetales destinados al consumo
humano, sino también por el bajo coste que conlleva su aplicacion (Whelch y

Graham, 2005).

La biofortificacion ha sido definida como el proceso que incrementa la
concentracion de elementos esenciales biodisponibles en las porciones
comestibles de las plantas de cultivo a través de la intervencion agronémica o
la seleccion genética (White y Broadly, 2005). Posteriormente, Campos-Bowers
y Wittenmyer (2007), indicaron ademdas la posibilidad del uso de estos
productos vegetales tanto para el consumo humano como para el animal,

generandose asi un sistema de flujo de micronutrientes (ver Esquema 1).
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Humanos

!

Plantas

/ Animales
\‘ l
a
' \ Alimentos procesados
=

Esquema 1. Ciclo de nutrientes incrementados en los programas de biofortificacion

En la actualidad el yodo se considera un elemento traza esencial para los
mamiferos, cuyos efectos sobre la salud humana han pasado desapercibidos
debido a que es necesario tan solo en pequefias proporciones. Estudios
recientes indican que aproximadamente el 30% de la poblacibn mundial se
encuentra afectadas por la deficiencia de este elemento, ademas de la
existencia de 1 millon de personas que forman un grupo de riesgo susceptible
de padecerla (ver Esquema 2) (White y Broadley, 2005; Abrahams, 2006). Por
lo general, las regiones mas afectadas por la deficiencia de yodo son aquellas
que se encuentran en vias de desarrollo como Africa, Sudamérica y el sudeste
de Asia, siendo las causas de este desorden nutricional el escaso consumo de
alimentos ricos en yodo, suelos cultivables pobres en este elemento, escasez o
ausencia de éste en el agua de bebida y riego, elevada fijacion a la materia

organica de los suelos y cuestiones culturales como el modo de preparacion y
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manipulacion de los alimentos (Zhang et al., 2002; KrajéoviCova-Kudlackova et
al., 2003). Sin embargo, recientemente se ha empezado a detectar este
desorden nutricional en paises desarrollados como USA, Alemania, Gran
Bretafia y Australia entre otros (Kersting et al., 2001; Fields et al., 2005). En
estas zonas se incluyen como poblacion de riesgo las mujeres embarazadas,
por su gran requerimiento de este mineral (Delange, 2001; Glioner, 2001) y
vegetarianos, debido a que alimentos como la fruta, verdura y frutos secos
poseen una escasa 0 inexistente cantidad de yodo (Draper et al., 1993;
Lightowler y Davies, 1996). En nifios y adolescentes la situacién es mas grave
debido a que se ha encontrado que la ingesta de yodo se encuentra por
debajo de los niveles de referencia, reflejando situaciones endémicas de

deficiencia de este elemento (Maz, 1996).

Lo e

B Severe dodioe delicency (< 10 ugl) Sy }
G B Mcde e ioding detoency (20=43 pali -
2 4% indine cetcency (50=59 pgilh
1B Opelenal (100155 g
Rk f ocind=rludod Myperttaeoidnm (200=299 uoll
BT misk of sebvreue Paclh coraeouences (300 pgll
0 e data WHO 0525

Esquema 2. Distribucion global del grado de deficiencia de yodo basada en la

excrecion urinaria media segun la WHO.
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En el ser humano la accion fisiolégica del yodo abarca varios niveles
interviniendo en procesos tan importantes como la sintesis de hormonas
tiroideas, causando la deficiencia de este elemento el aumento de tamafio del
tiroides o bocio, patogénesis cuyo principal origen es nutricional. Ademas esta
implicado en el crecimiento, desarrollo y regulacion metabdlica, lo que hace
que su deficiencia esté relacionada con trastornos tan diversos como retraso
del crecimiento y maduracion de todos los organos y sistemas, fallos
reproductivos y del sistema inmune, retraso mental, deterioro del oido y
cretinismo, asi como dafos cerebrales (Welch y Graham 1999; Welch, 2002).
Todas estas patologias se engloban en las denominadas enfermedades por
deficiencia de yodo (IDD, lodine Deficiency Diseases), cuya distribucion ha sido
subestimada por el hecho de que los sondeos realizados para averiguar el
posible alcance de estas enfermedades en la poblacion mundial estan basados
en la deteccion de los sintomas visuales, de modo que no se consideran
desérdenes aquellos cuya sintomatologia no es externa como el retraso mental

(Zhu et al., 2003).

Una de las soluciones tradicionales a estos problemas es el fomento del
consumo de la sal yodada, si bien este método es efectivo tan solo cuando la
deficiencia padecida es leve, como se indica en los estudios realizados por Zhu
et al. (2003). Por ello, y debido a que la agricultura es la principal fuente de
todos los nutrientes requeridos para la salud humana (Welch, 2002),
recientemente se ha propuesto la mejora nutricional de los productos vegetales

destinados al consumo humano a través de la biofortificacién.
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En China, en la region de Xingjiang, donde tanto el suelo como el agua de
consumo son escasos en yodo, se ha llevado a cabo la fertirrigacion de cultivos
suplementados con este elemento y se concluyé que este es un método
efectivo y econdmico para reducir su deficiencia en la poblacion (Cao et al.,
1994). Posteriormente, Mackoviak y Grossl (1999) realizaron programas de
biofortificacion de arrozales con poco éxito debido a que el yodo tiene poca
movilidad floematica (Herret et al., 1962) y en consecuencia la traslocacion de
este elemento al grano es limitada. Ademas, como queda reflejado en otros
estudios, la acumulacion de este elemento en las hojas depende
principalmente de su transporte por el xilema (Herret et al., 1962), por lo que
podemos presuponer que la utilizacion de vegetales cuya parte comestible es
la hoja en un programa de biofortificacion con yodo, son un medio efectivo para
compensar el déficit nutricional causado por la reducida ingesta de este

elemento.

Distintas investigaciones han comprobado que la absorcién de yodo por parte
de los vegetales depende tanto de la concentracion como de la forma existente
en el medio. Asi, Zhu et al. (2003) demostraron con Spinacea oleracea L. una
relacion directamente proporcional entre la concentracion de yodo en las
plantas y la aplicacion externa de este elemento tanto en su forma de yodato
(103) como de yoduro (I). Ademas, la concentracion de yodo en los vegetales
era mayor cuando la forma aplicada a la solucién nutritiva era el I'. Este hecho
es debido a que el 1037, ademas de tener una mayor valencia y peso molecular,

ha de ser reducido a I" para su posterior absorcion (Umaly y Poel, 1971;
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Whitehead, 1975), siendo por lo tanto esta forma la de mayor biodisponibilidad
para las plantas. Respecto a su transporte, mientras que en la raiz este I sigue
la via de absorcion del CI” mediante de un cotransporte con H, su descarga al
xilema se realiza a través de canales anionicos no especificos. Finalmente se
ha especulado que su entrada y distribucion en las células del mesofilo foliar se
podria deber a canales anionicos no especificos y/o a un antiporte con H*

(White y Broadley, 2009)

A pesar de la posible efectividad que hasta el momento han demostrado los
programas de biofortificacion del yodo para aumentar el consumo de este
elemento en seres humanos a través de la dieta vegetal, ninguno de estos
trabajos ha estudiado el efecto de la biofortificacion con | sobre la calidad
nutricional, y en especial la capacidad antioxidante, maxime cuando existen
evidencias de que una aplicacién excesiva de yodo puede dar lugar a afectos
fitotoxicos para las plantas y por lo tanto puede afectar a esta caracteristica

nutricional.

La capacidad antioxidante se considera muy importante en la dieta del ser
humano ya que esta ligada a la disminucion del riesgo de padecer
arteriosclerosis cardiovascular (Joshipura et al., 1999, 2001; Brazzano et al.,
2002), cancer (Smith-Warner et al., 2003), trastornos degenerativos oculares
(Brown et al., 1999; Cho et al., 2004) y otras enfermedades neurodegenerativas
y crénicas, como el Alzheimer y Parkinson, que ocurren con frecuencia en

ciudades industrializadas. Todas estas patologias parecen estar relacionadas
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con la aparicion del estrés oxidativo generado por las especies reactivas del
oxigeno (ROS), los cuales provocan dafios en numerosos componentes
celulares como lipidos, proteinas y ADN, y que pueden ser originados bien en
procesos celulares normales o bien por las condiciones ambientales a las que
estamos expuestos. En consecuencia, nuestros sistemas antioxidantes en
combinacion con los compuestos antioxidantes procedentes de frutas y
verduras frescas juegan un papel importante combatiendo el estrés oxidativo.
La actividad antioxidante (AA) de los compuestos fitoquimicos como
carotenoides (B-caroteno y licopeno), vitaminas C y E, antocianinas y
compuestos fendlicos pueden ayudar a explicar la relacion entre el consumo de
frutas y verduras y la disminucion del riesgo de padecer trastornos crénicos

(Connor et al., 2005).

Los datos que presentamos en este trabajo son novedosos puesto que no sélo
se comprueba la viabilidad del uso del cultivo de lechuga en un programa de
biofortificacién con yodo, sino que también se define la dosis y forma a aplicar.
Ademas, se muestra una relacion directa entre la aplicacién externa de yodo y
el incremento tanto de la respuesta antioxidante como de la calidad nutricional
pudiéndose sugerir la posibilidad de considerar al yodo como elemento

beneficioso para el cultivo de lechuga.
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[.2. Material y métodos

I.2.1. Material vegetal

En nuestras experiencias el material vegetal utilizado fue plantas de lechuga
(Lactuca sativa L. var Longifolia). Pertenece a la Familia Astraceae y se
caracterizan por ser plantas anuales o bianuales, de porte recto y hasta 1 m de
altura, lampifias y con tallos ramificados. Sus hojas son basales arrosetadas,
ovaladas y dentado-crenadas (Sanchez-Monge, 1991). Esta especie vegetal es
ampliamente cultivada en todas sus variedades, siendo el principal cultivo

consumido en ensalada cuyas hojas se consumen crudas (Giaconi, 1995).

Lactuca sativa L. var. longifolia, corresponde a las plantas de lechuga
conocidas como romanas. Esta planta horticola desarrolla hojas grandes,
erguidas y oblongas de 20 a 30 cm de largo y de 6 a 10 cm de ancho, con
nervadura central prominente, superficie ligeramente ondulada y borde
irregularmente dentado. El tallo se presenta con una longitud superior al resto
de variedades cultivadas y permanece protegido por el conjunto de hojas, las

que forman una cabeza conica o cilindrica (Sanchez-Monge, 1991).
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Fotografia 1. Lactuca sativa L. var. longifolia

La lechuga tiene una gran importancia en la dieta humana siendo una de las
plantas mas consumidas en fresco en ensaladas del mundo (FAO, 2006).
Como caracteristicas nutricionales cabe destacar que es un vegetal con bajo
contenido calérico y con gran aporte de nutrientes esenciales, como se muestra

en la tabla desarrollada por Gebhardtan y Tomas (2002).

Valor nutricional obtenido por cada 100  gr
de lechuga
Lechuga 100gr
Agua 95%
Calorias 18gr
Proteinas 2gr
Grasas =
Colesterol -
Hidratos de Carbono 4qgr
Ca 52mg
Fe 0,5mg
K 419mg
Na 8mg
Vitamina A 1,58 International Unit
Tiamina 0,10mg
Riboflavina 0,10mg
Niacina 0,5mg
Vitamina C 13mg
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La eleccion de esta planta para el desarrollo de un programa de biofortificacion

con yodo se debe basicamente a 2 razones:

1-

Al tratarse de un vegetal cuya parte comestible es la hoja (leafy
vegetable) cabe esperar que la concentracion de yodo en este tejido
incremente de forma paralela a la cantidad de este elemento aplicada en
el medio de cultivo. Esta caracteristica ademas de incrementar la
posibilidad de que este programa de biofortificacion se desarrolle con
exito, facilita el estudio del efecto que tiene la acumulacion foliar de yodo

sobre los distintos procesos fisiologicos y nutricionales.

Es una de las plantas horticolas mas cultivadas en el mundo, siendo su
produccion mundial anual de 23.131.432 toneladas. Asimismo, Espafia
es uno de los principales productores llegando a producir 1.069.500
toneladas/afo. Esta cantidad es tan solo superada por China y Estados
Unidos con producciones anuales de 11.605.250 toneladas y 4.659.460

toneladas respectivamente (FAO, 2006).

I.2.2. Condiciones de cultivo y diseiio experimental

Plantas de Lactuca sativa L. var. Longifolia germinaron y crecieron durante 35

dias en un semillero del sur de Espafia (Granada, Motril, Saliplant S.L.). A los

35 dias después de la germinacion las plantas fueron transplantadas a una

camara de cultivo del Departamento de Fisiologia Vegetal de la Facultad de
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Ciencias de la Universidad de Granada, bajo condiciones ambientales
controladas (humedad relativa del 60-80%, temperatura 22/18°C (dia/noche) y
un fotoperiodo de 12/12 horas a una densidad de flujo de fotones fotosintético
(PPFD) de 250 pmol m? s medido por encima de las plantas con un sensor
190 SB, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) (ver fotografias 2 y 3). Las plantas
crecieron en maceteros individuales (25 cm diametro superior, 17 cm diametro
menor, 25 cm de altura) de 8 L de volumen, rellenados con vermiculita. Hasta
el final del experimento las plantas recibieron una solucién nutritiva completa la
cual estuvo compuesta por: 4 mM Ca(NO3), 6 mM KNO3, 2 mM MgSO, -7 H,0,
1 mM NaH;PO, -2 H,O, 50 uM H3BO3, 2 uM MnCl; -4 H,O, 1 uM ZnSO, -7 H,0,
0,1 pM NayMoO, -2 H,O, 0,25 pM CuSO, -5 H,O, 10 uM Fe-EDDHA. La
solucion nutritiva tuvo un pH 5.5-6.0 y fue renovada cada tres dias lavandose la
vermiculita en cada cambio de la solucion nutritiva con agua destilada con el fin

de evitar la acumulacién de nutrientes.

W,

L
L

12 cm.

Fotografia 2. Tamafo lechuga en el momento del transplante a la camara de cultivo
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Fotografia 3. Cultivo de plantas de lechuga bajo condiciones ambientales controladas

A los 45 dias después de la germinacion, se aplicaron los distintos tratamientos
junto a la solucidbn nutritiva descrita anteriormente. Los tratamientos
consistieron en: yoduro (10, 20, 40, 80, 120, 160, 240 pmol L * como KI) y
yodato (10, 20, 40, 80, 120, 160, 240 pmol L™* como KIO3) y se mantuvieron
durante 21 dias, y ademas un tratamiento control al que se lo aplicé la solucién
nutritiva descrita anteriormente en ausencia de |. El disefio experimental fue
totalmente aleatorio y consistio en 15 tratamientos con tres repeticiones cada

uno y seis plantas por tratamiento (n=9).

1.2.3. Muestreo del material vegetal

Las plantas (hojas y raices) fueron muestreadas transcurridos 66 dias después
de la germinacion. Las muestras foliares fueron estandarizadas mediante el
uso de las hojas totalmente expandidas de la parte media de las plantas en
todas las replicaciones, pues en estas hojas es donde se refleja mas

claramente el estado nutricional y metabdlico, y por tanto el efecto de los
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tratamientos aplicados. ElI material vegetal (hojas y raices) fue lavado tres
veces con agua destilada después de su descontaminacién con un detergente
no idnico al 1 % y se secaron en papel de filtro. Una parte de las hojas
muestreadas fue usada en fresco para el andlisis de la peroxidacion de lipidos
[actividad de la lipoxigenasa (LOX) y contenido en malondialdheido (MDA)],
fenoles totales, flavonoides, antocianinas, ascorbato y capacidad antioxidante
(the Ferric Reducing Ability of Plasma [FRAP], Trolox Equivalent Antioxidant
Activity [TEAC] y Poder Reductor). El resto de las hojas y raices se sometieron
a un proceso de liofilizacion para su secado y posteriormente se utilizaron para
determinar los parametros biomasa y concentracion de yodo tanto aérea como

radicular.

11.2.4. Analisis del material vegetal

[1.2.4.1. Medida de la peroxidacion de lipidos

Para el ensayo del MDA, 0,5 g de hoja de lechuga fueron homogeneizados en
5 ml de una solucibn de acido tiobarbitarico (TBA) al 0.25% en &cido
tricloroacético (TCA) al 10%. La mezcla fue calentada a 95°C durante 30 min. y
a continuacién se enfri6 en un bafio de hielo. Posteriormente las muestras
fueron centrifugadas a 9500 rpm durante 10 min. y se cuantificd el contenido en
MDA en el sobrenadante a Ass,. También se obtuvo el valor de absorbancia no

especifica a Aggpo para corregir la turbidez. La concentracion de MDA fue
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calculada usando como coeficiente de extincién 155 mM ™ cm * (Fu y Huang,

2001).

La actividad LOX fue medida de acuerdo con Minguez-Mosquera et al. (1993),
usando 50 mM de buffer K-fosfato, pH 6 para la extraccion. El extracto
enzimatico se mezclo con 0,5 mM de &cido linoleico en buffer K-fosfato 50 mM,
pH 6 y tween 20 al 0.1%. La actividad LOX fue calculada mediante la diferencia

de absorbancia a 234 nm usando un coeficiente de extincién de 25000 Mtcm™.

11.2.4.2. Determinacion de fenoles totales

Los fenoles totales del tejido vegetal fueron extraidos con metanol, cloroformo y
solucion salina al 1%. El contenido se cuantificoO a una absorbancia de 765 nm
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau (Rivero et al., 2001). Los resultados

obtenidos fueron expresados como pg de acido cafeico g™ peso fresco (PF).

11.2.4.3. Determinacion de flavonoides

El contenido en flavonoides fue medido mediante método colorimétrico
seguido por Kim et al. (2003). Tras una homogenizacion con el mismo
extractante que el usado para los fenoles, se tomaron 0,5 ml de alicuota a la
que se le afladi6 2 ml de agua destilada y 0,15 ml de NaNO;, al 5%. A
continuacion se incubaron las muestras durante 5 min. a temperatura ambiente

y en oscuridad, transcurrido este tiempo se afiadié 0,15 ml de una solucién de
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AICI; - 6 HO al 10% y 1 ml de una soluciéon de 1 M NaOH. La mezcla de
reaccion fue bien agitada e incubada a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 15 min. La absorbancia se midi6 a 415 nm y el contenido de
flavonoides fue calculado usando una curva patrén de rutin. Los datos fueron

expresados como pg rutin g* PF.

I1.2.4.4.Determinacion de antocianinas

El analisis de las antocianinas se llevd a cabo siguiendo el procedimiento de
Ticconi et al. (2001). Para ello se homogenizaron 2 g PF en una solucion de
propanol-clorhidrico-agua a una proporcion de 18:1:81. Posteriormente los
homogenizados se hirvieron en un bafio de agua durante 3 min. y se dejaron
en oscuridad 24 horas. Transcurrido este tiempo se tomaron 3 ml del
sobrenadante y se centrifugo a 6500 rpm durante 40 min. Finalmente las
muestras se midieron a 535 y 650 nm y los datos se expresaron como
densidad 6ptica (DO). Se obtuvo un valor de absorbancia corregida mediante la
formula:

A = As3s — Agspo

11.2.4.5. Determinacién del ascorbato total

El ascorbato total fue determinado espectrofotometricamente siguiendo el
método usado por Gossett et al. (1994). Hojas de lechuga (1-1.5 g PF) fueron

homogenizadas en 10 ml de &cido m-fosférico 5% (w/v) frio. EL
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homogeneizado fue centrifugado a 13500 rpm durante 15 min. Para la
determinacién del ascorbato total 100 ul del sobrenadante fue incubado a 25 °C
durante 10 min. en oscuridad con una mezcla de reacciéon formada por 110 mM
KH2POq4, 3,6 MM EDTA y 1,5 mM DTT. Tras la incubacion, se afiadio 100 pl de
0,5% (w/v) n-etilmaleimida. El color aparecio tras la adicion de 400 ul 10% (w/v)
acido tricloroacético, 400 pl de acido o-fosforico al 44%, 400 pl de 6,5 MM & - &
-1 -dipiridil en etanol al 70%, y 200 pl de 110 mM FeCls. La mezcla de reaccion

fue incubada a 40°C durante 40 min. y finalmente fue cuantificada a Aszs.

[1.2.4.6. Ensayo FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)

El ensayo fue realizado con el reactivo FRAP, compuesto de 1 mM 2,4,6-
tripirildil-2-triazina (TPTZ) y 20 mM FeCl; en 0,25 M CH3COONa, pH 3,6. Un
extracto de 100 ul obtenido de la homogenizacién de 1 g p.f. en 10 ml de
metanol fue anadido a 2 ml de reactivo FRAP. Posteriormente la mezcla fue
incubada a temperatura ambiente (20°C) durante 5 min.. La absorbancia fue
medida a Asgs frente a una curva patrén de 25-1600 uM Fe** preparada

usando una solucion madre 25 mM de sulfato ferroso (Benzie y Strain, 1996).

[1.2.4.7. Ensayo TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Activity)

El test TEAC fue llevado a cabo mediante una version modificada del método
de Re et al. (1999) y Cai et al. (2004). En primer lugar, se mezclé 7 mM de 2,2'-

azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) con 2.45 mM de
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persulfato potésico para producir el cation ABTS™, para lo cual la mezcla
resultante fue incubada durante 16 horas en oscuridad a temperatura ambiente.
Posteriormente se diluyé con metanol la solucion de ABTS™ resultante y se
ajustd su absorbancia (usando metanol como blanco) hasta que registrd0 un
valor de 0.7 £ 0.02 a una longitud de onda de 734 nm. Una alicuota de 100 pL
de extracto de hoja (0.5 g/10 mL de metanol) se mezcl6é vigorosamente con 3.9
mL de solucién de ABTS™ diluido, y se dejé en oscuridad a temperatura
ambiente durante 6 minutos e inmediatamente después se registro la
absorbancia a 734 nm. Las muestras fueron enfrentadas a una curva patron de

0-15 uM de trolox que siguio el mismo procedimiento anterior.

11.2.4.8.Test del Poder Reductor

El poder reductor de la lechuga fue medido de acuerdo con el método descrito
por Hsu et al. (2003). A 1 ml de extracto de lechuga (1 g/5 ml metanol 80 %) se
le afadio buffer fosfato (0,2 M, pH 6.6) y KsFe (CN)s (1% v/w) y la mezcla fue
incubada durante 20 min. a 50°C. Posteriormente los tubos fueron enfriados
inmediatamente sumergiéndolos en hielo y entonces se les afadio 0,5 ml
CI3CCOOH al 10%. A continuacién, fueron centrifugados a 5000 rpm durante
10 min.; se tomo 1 ml del sobrenadante obtenido y se mezclé con 1 ml de agua
destilada y 0,1 ml de FeCl; (0,1%), la mezcla se incubd durante 10 min. y la

absorbancia fue medida a 700 nm.
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[1.2.4.9. Determinacion de yodo total

Para la determinacion de la concentracion de | (IC), 25 mg de tejido vegetal
seco fue sometido a un proceso de mineralizacion con 2,5 ml HNOs;
concentrado y 1 ml de H,O,. La solucidn resultante fue diluida en 25 ml de
agua destilada y la concentracion del elemento fue determinada mediante
espectrofotometria de absorcion atdmica de acuerdo con Soudek et al. (2006).

La IC en hojas y raices fue expresada como mg Kg™ peso seco (PS).

[1.2.4.10. Factor de transferencia (FT), coeficiente de distribucion (CD) y

cantidad semanal recomendada (CSR)

El FT de la solucion a la hoja fue calculado usando tanto la IC de las hojas
frescas como la IC de la solucion (Zhu et al., 2003). De este modo el FT fue

calculado de la siguiente manera:

- fresca
FT solucién - hoja — [lChoja] /1C solucion

El CD fue calculado usando la concentracién en peso seco y definido como la

razén entre la IC en la hojay la IC en la raiz.

La CSR fue calculada usando como valor de referencia la cantidad diaria
recomendada (CDR) que en este caso es 150 pg al dia, y como valor de

partida la IC en hojas frescas.
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11.2.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de la varianza (ANOVA)
simple con un intervalo de confianza del 95% usando el programa Statgraphics
6.1. Por otro lado, para conocer si las dosis y formas de | aplicada en el
experimento afectaron de forma significativa a los resultados, se llevo a cabo
una ANOVA de dos vias y las medias se compararon mediante el
procedimiento de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD, Lower
Significative Difference). Los niveles de significacion para ambos analisis
fueron expresados como: * P< 0,05; * P< 0,01, ** P< 0,001 y NS: no

significativo.

[1.3. Resultados y discusion

Ante la aparicién de una situacion de estrés se ven inhibidos el crecimiento y
desarrollo de las plantas, ademas se generan las denominadas ROS que son
las responsables del dafio de numerosas macromoléculas y estructuras
celulares. En consecuencia, ante condiciones adversas algunos de los
indicadores de estrés mas fiables y ampliamente usados son la biomasa
vegetal y la peroxidacion de lipidos, expresada como actividad LOX vy
concentracion de MDA (Juan et al., 2005; Ruiz et al., 2005; Rosales et al.,
2006). En este estudio se observo una disminucion significativa de la biomasa
aérea en dosis superiores a 40 uM cuando la forma aplicada era I (Tabla 1,

Fotografia 4). Sin embargo, la concentracion de 103 no tuvo efecto negativo
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sobre la biomasa, incluso se pueden observar fluctuaciones entre los distintos

tratamientos con una cierta estimulacion del crecimiento vegetal (Tabla 1,

Fotografia 5).

Control LT 20pM =T gopM 120n  160p 240pH

Fotografia 4. Crecimiento de plantas de lechuga ante distintas dosis de I".

Control 10pM 20pM 40pM 80pM 120pM 160pM - 240pM

Fotografia 5. Crecimiento de plantas de lechuga ante distintas dosis de 105’

De acuerdo con nuestros datos, Mackowiak y Grossl (1999) encontraron una
reduccion de la biomasa en plantas de arroz cuando se les aplicaba I, aunque
por otra parte esta disminucidon se produjo a concentraciones de 10 uM o
superiores. Al igual que en el caso anterior, Zhu et al. (2003) al trabajar con
plantas de espinaca observaron que existia una reduccion de la biomasa foliar
en los tratamientos 10 y 100 uM de I’ al mismo tiempo, el 103" tampoco tuvo
efecto sobre la biomasa y el efecto de la interaccién entre las formas y dosis
también fue significativo al igual que en nuestro experimento (Tabla 1).
Asimismo, Dai et al. (2004) desarrollaron una experiencia con seis vegetales

clasificados segun su parte comestible fuese raiz, tubérculo, parte aérea u hoja.
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Tras aplicar los tratamientos y examinar los datos observaron que la
concentracion de 103" tan solo tuvo efecto significativo sobre la biomasa de
plantas en aquellas cuya parte comestible era la hoja. De este modo, podemos
observar que la reduccion de la biomasa no sélo depende de la forma y de la
dosis aplicada sino también de la especie vegetal utilizada, ya que no todas las
plantas reaccionan de la misma forma ante la presencia de | y su efecto
parece ser ampliamente dependiente de la naturaleza de los cultivos (Ehling,
1928). El efecto fitotoxico del I" sobre el crecimiento de las plantas que
observamos en nuestro experimento puede deberse bien a una acumulacion
excesiva de este elemento traza en los tejidos vegetales, o bien a que una vez
absorbido puede darse una oxidacion intracelular a I, que produce una

inhibicion del proceso fotosintético (Mynet y Wain, 1973).
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Tabla 1. Produccién de biomasa y peroxidacion de lipidos en plantas de lechuga

sometidas a distintos tratamientos de I.

Biomasa MDA LOX
Tratamientos I 105 I [oFY I [oFY
Dosis | (UM)
0 3.02 3.02 6.17 6.17 4.81 4.81
10 3.04 3.81 5.24 5.78 4.07 3.89
20 2.85 3.75 5.93 6.33 5.22 3.21
40 2.98 3.55 6.58 5.29 4.83 3.57
80 2.34 3.37 7.50 5.07 6.65 4.13
120 2.47 4.30 10.68 6.15 6.99 3.56
160 1.99 3.34 9.63 5.87 7.12 3.24
240 1.92 3.11 9.47 5.52 7.03 4.27
P-valor ok * xok NS ok NS
LSD 0.34 0.81 1.99 1.61 1.21 1.78

Analisis de la varianza

Formas (F) ok NS o
DOSIS (D) *kk *k%k *%
FxD Tk NS *k
LSD 0.26 2.07 1.07

Biomasa: g p.s./parte aérea; MDA: mmol g PF; LOX: mmol de 4cido linoléico oxidado
mg™ prot min™.

Los niveles de significacion se expresaron como P> 0.05 (NS, no significativo), P<
0.05 (¥), P< 0.01 (**) y P< 0.001(***).

Con respecto a la peroxidacion de lipidos, los datos mostraron que la
concentracion de MDA fue afectada exclusivamente por la aplicacion de I a
dosis superiores de 80 uM, produciéndose un incremento significativo respecto
a las plantas control. Por el contrario, la aplicacion de 103 no presentd efectos
significativos sobre el contenido de MDA (Tabla 1). Las plantas tratadas con I
si presentaron un incremento significativo en dosis superiores a 40 uM (Tabla
1), indicando que en nuestro experimento la peroxidacién de lipidos se asocio
con una inhibicion del crecimiento y desarrollo de las plantas y por tanto, con

una menor biomasa. Del mismo modo, tampoco se observaron diferencias

significativas para la actividad LOX en plantas tratadas con 103" (Tabla 1).
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El transporte de yodo depende tanto de la concentracion como de la forma en
la que se encuentre en el medio, aunque en algunas especies la mayor parte
de este elemento es retenido en la raiz (Whitehead, 1973). En el suelo se
puede encontrar principalmente en dos formas inorganicas que pueden
coexistir (I'y 1037, dependiendo la proporcion entre los distintos aniones de las
condiciones edaficas y del potencial redox, siendo este factor el que controla la
prevalencia de una forma u otra. Asi, bajo condiciones reductoras como las que
podemos encontrar en los arrozales, la forma dominante es el I' y bajo
condiciones oxidantes predomina la forma 103" (Muramatsu et al., 1990; Yuita,
1992). Al analizar la concentracion de yodo aérea encontramos diferencias
significativas en ambos tratamientos (P< 0.001). Para los tratamientos con |” se
observo un incremento de la concentracion foliar de este elemento traza
paralelo a la dosis aplicada en la solucion nutritiva hasta la concentracion 120
UM, a partir de la cual se produjo una disminucion (Fig. 1). Los tratamientos con
O3 siguieron la misma dindmica, observandose en este caso la méxima
concentracion en la dosis 80 uM (Fig. 2). Asimismo, la concentracién de yodo
radicular también presentd diferencias significativas entre los tratamientos,
incrementandose a medida que aumentaban los niveles en la solucién nutritiva,
y encontrandose los valores mas elevados en 240 uM para el I' (Fig. 1) y a
partir de 120 uM para el 103" (Fig. 2). Los niveles de yodo radiculares superaron
a los foliares en los tratamientos mayores o iguales a 80 uM para el I' (Fig. 1)
mientras que para el 103" fueron superados en todos los tratamientos (Fig. 2).

En las plantas control este elemento no fue detectado, aunque en otros
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trabajos se han encontrado cantidades traza debido a que puede ser adquirido

de la atmosfera por absorcion foliar (Zhu et al., 2004).
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de yodo

La concentracibn de yodo en hojas y raices de lechuga tratadas con I’

generalmente fue mayor que en las plantas tratadas con 103" (Figs. 1 y 2). Este

hecho es debido a que el yodato ha de ser e reducido a yoduro antes de su

absorcion, de modo que la acumulacion de | en los vegetales posiblemente se

51



BEGORNA BLASCO LEON BIOFOTIFICACION CON YODO Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

vea limitada por el propio proceso de reduccién (Whitehead, 1975; Zhu et al.,
2003). Por esta razon, las raices de plantas sometidas a 103 Unicamente
deberian absorber este ion en forma de I como sugieren Boszérményi y Cseh
(1960). Ademas, la absorcion de un i6n es principalmente determinada por el
transporte a través de la membrana por lo que el diametro y la valencia del i6n
juegan un papel principal en el transporte (Marschner, 1995). Por otro lado, la
mayor retencion radicular de yodo, especialmente en los tratamientos de I” en
las dosis 160 y 240 uM (Fig. 1), podria estar provocando una posible
lignificacion ya que visualmente las raices disminuian su tamafio pero no

variaba o incluso aumentaba levemente su peso seco (datos no mostrados).

En definitiva, nuestros resultados son similares a los descritos en la bibliografia.
Asi, Mackowiak y Grossl (1999) encontraron que la concentracion de yodo en
los tejidos vegetales analizados (raiz, tallo y hojas) era mayor cuando a las
plantas de arroz se les aplicaba I' de modo que los tratamientos con 103 eran
menos efectivos para suplementar a los vegetales. Por otra parte, Zhu et al.
(2003) encontraron que a medida que incrementaba la concentracion de yodo
en la solucion nutritiva aumentaba la concentracion del elemento en la biomasa
aérea, ademas los niveles foliares de | en los tratamientos 100 uM de I eran
aproximadamente cinco veces mayor que en hojas de plantas tratadas con 103’
Asimismo, encontraron que la concentracion de yodo en las hojas era
generalmente mayor que en las raices. Del mismo modo, Dai et al. (2004)
obtuvieron resultados similares al trabajar con distintos tipos de plantas, puesto

que ademas de la relacion entre la concentracion de yodo de la solucién y la
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absorcion del elemento, indicaron que la concentracion de este elemento traza
en la parte comestible de la espinaca era mucho mayor que para cualquier
vegetal y tratamiento utilizado en el experimento. Aunque en todos estos casos
se ha observado la relacion directa entre concentracion de la solucién externa y
la parte aérea, en nuestro trabajo los datos mostraron que a dosis elevadas
existe una disminucion de los niveles de yodo foliares (Figs. 1 y 2).
Posiblemente dicha disminucion ha pasado desapercibida por estos autores
debido a que en ninguna de las experiencias descritas anteriormente se han

usado dosis tan elevadas como las aplicadas en nuestro trabajo.

El FT nos puede dar una idea tanto de la biodisponibilidad como de la
movilidad del yodo desde la solucion externa hasta la parte aérea de la planta.
Un incremento del FT nos indica una mayor eficiencia de absorcion y
acumulacion en la parte aérea. De este modo, los resultados obtenidos
mostraron un mayor FT para todos los tratamientos con I', presentando el
méaximo valor a la concentracion 10 pM y disminuyendo al incrementar la
concentracion de yodo de la solucion externa (Tabla 2). La disminucion del FT
para los tratamientos con 103 fue 10 veces superior a los tratamientos con I’
(Tabla 2). Este menor FT para el 103 puede deberse a su menor
biodisponibilidad dada la necesidad de reduccion del ién via una reductasa
estandar (Bienfait y Luttge, 1988) antes de su captacion, por ello tanto la
absorcién como la acumulacién foliar se encuentran limitadas. La disminucién
de este factor a medida que incrementan las dosis de yodo de la solucién

nutritiva en ambos tratamientos puede deberse bien a que el elemento se esté
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acumulando en otras artes de la planta, en este caso y como se puede
observar en la figura 1 sucede en la raiz, o bien a una saturacion de los
transportadores, ya que se ha sugerido que la entrada de yodo a la planta
puede producirse mediante absorcion activa (Whitehead, 1973). Apoyando
nuestros datos, Mackowiak y Grossl (1999) encontraron que la absorcion de
103" era mas limitada que la de I y la captacion de yodo estaba cada vez mas
restringida con el incremento de la concentracion de la solucion externa. Sin
embargo, y en contraposicion a nuestros resultados, los valores del FT para la
forma I obtenidos por Zhu et al. (2003) incrementaban de 1 a 10 uM mientras
gue en dosis mas elevadas permanecian constantes. Por otra parte, este factor
para la forma 103" disminuia al incrementar la concentracion de la solucion. Los
valores de FT de nuestro trabajo son mayores que los aportados por
Mackowiak y Grossl (1999) al trabajar con solucion nutritiva y Shinonaga et al
(2000) que llevé a cabo su experiencia en condiciones de campo, ya que el
yodo tiene baja movilidad floeméatica y estos autores obtuvieron sus datos de

concentracion de | en granos de arroz y maiz respectivamente.

El CD hojas-raiz nos informa del lugar donde esta siendo acumulado el yodo.
Asi, los resultados mostraron diferencias significativas para ambos
tratamientos, encontrandose una mayor acumulacién foliar de yodo desde las
dosis mas bajas hasta 120 uM para la forma I' y hasta 80uM para el 103
produciéndose posteriormente una acumulacion radical en dosis mas elevadas
(Tabla 2). Los datos del CD para plantas tratadas con I fueron mayores que

para plantas tratadas con 103" indicando una mayor acumulacion de yodo en
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hojas cuando las plantas son tratadas con I (Tabla 2). En este sentido, Zhu et
al. (2003) observaron un incremento del CD paralelo al incremento de la
concentracion de yodo de la solucion nutritiva en plantas tratadas con I
mientas que plantas tratadas con 103 los coeficientes eran similares en todo el
rango de concentraciones aplicadas a la solucion. En contraposicion a nuestros
datos, estos autores encontraron una mayor acumulacion foliar de yodo cuando
las plantas fueron tratadas con 103 ya que los CD para esta forma fueron
superiores que para el I'. Posiblemente este hecho sea debido a que en

espinaca se produce una mayor retencion radicular de yodo en los tratamientos

con I que en plantas de lechuga.

Tabla 2. Valores de factor de transferencia (FT), coeficiente de distribucion (CD)
y cantidad semanal recomendada (CSR) en plantas de lechuga sometidas a

distintos tratamientos de yodo.

FT CD CSR
Tratamientos I’ [oFy I 105 I 105
Dosis (UM)
10 20.97 11.39 0.91 0.78 30.12 43.07
20 16.63 6.31 1.00 0,78 19.01 38.87
40 8.86 3.40 1.01 0.84 17.84 36.03
80 5.12 1.96 0.94 0.86 15.42 31.26
120 4.27 1.31 1.33 0.58 12.34 31.15
160 2.89 0.89 0.66 0.61 13.66 34.31
240 1.89 0.48 0.50 0.53 13.90 37.06
P-V8.|OI’ k%% **%k% k%% k%% *%k% k%%
LSD 1.14 0.94 0.09 0.06 0.94 1.62

Andlisis de varianza

DOS|S (D) *%k% *%k%k *%k%
Formas (F) *%k% *%k% *%k%
D X F *%k% k%% *%k%
LSD 0.70 0.05 0.89
CSR: g PF

Los niveles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
< 0.05 (*), P < 0.01 (**) y P < 0.001(**).
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Ya que el consumo de plantas de lechuga se realiza en hojas frescas, se
calculd la concentracion de yodo en peso fresco (datos no mostrados) y
posteriormente la ingesta semanal de hojas que cubre las necesidades
fisiolégicas humanas de este elemento o cantidad semanal recomendada
(CSR). Como podemos observar en la tabla 2, los datos mostraron diferencias
significativas para ambos tratamientos encontrandose la maxima cantidad de
peso fresco a ingerir en 10 uM para ambos tratamientos y la minima en 120 uM

para el 'y en 80-120 uM para el 103"

A pesar de todos los estudios realizados hasta el momento sobre la aplicacion
de yodo a las plantas, ninguno de estos ha comprobado si este elemento traza
puede influir sobre la calidad nutricional de la dieta vegetal. Cada vez existen
un mayor namero de evidencias cientificas que sefalan los efectos aditivos y
sinérgicos que los compuestos antioxidantes procedentes de frutas y verduras
pueden tener sobre la salud humana, ya que pueden disminuir el riesgo de
padecer numerosas patologias relacionadas con el estrés oxidativo. Entre los
fotoquimicos de mayor actividad encontramos los compuestos fendlicos que
son un extenso grupo con un amplio rango de estructuras quimicas. Un
aspecto importante es que estos compuestos pueden formar radicales estables
capaces modificar los procesos de oxidacion mediados por radicales libres.
Pueden actuar como quelantes de metales e inhibidores de enzimas como la
xantina oxidasa, por lo que evitan la formacién enzimatica y no enzimatica de
ROS. Al ser buenos donadores de hidrogeno pueden impedir la reaccion de

propagacion de los radicales generados en macromoléculas, rompiendo el ciclo
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de generacion de nuevos radicales. Ademas, a algunos se les ha atribuido un
posible papel anticarcinogénico ya que son capaces de bloquear o inhibir
enzimas que son potenciales activadoras de precarcindgenos, incluso pueden
inhibir la proliferacién celular actuando sobre la tirosina kinasa (Parr y Bolwell,
2000). Los resultados de nuestro trabajo mostraron diferencias significativas
para ambos tratamientos, presentandose las maximas concentraciones en la
dosis 160 uM para el I' y en 80 uM para el 103" (Tabla 3). La induccion de
compuestos fendlicos era mucho mayor en plantas sometidas a tratamientos

con I' que en las plantas sometidas a |03 (Tabla 3).

Otro de los compuestos antioxidantes de gran importancia son los flavonoides,
familia que exhibe varias actividades biologicas incluyendo antialérgenos,
antitumorales, antivirales y antioxidantes. Generalmente poseen un gran
namero de grupos hidroxilo, ademés de abundantes ortosustituciones con
grupos metoxi o alquil que incrementan la estabilidad de los radicales libres y
aumentan su potencial antioxidante (Rice-Evans et al., 1995). Aunque suelen
encontrarse en bajas cantidades en frutas y verduras, pueden tener una gran
actividad antioxidante (Shahidi y Wanasundara, 1992). En este caso, los
estudios foliares mostraron de nuevo diferencias significativas en ambos
tratamientos, hallandose que las dosis 120 y 160 uM de I' presentaban un
contenido en flavonoides 4-5 veces superior que el control (Tabla 3). En los
tratamientos con 103" no se observé este gran incremento, presentandose el

maximo valor en 80 uM (Tabla 3).
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Tabla 3. Influencia de las distintas dosis y formas de yodo sobre los compuestos

antioxidantes.

Fenoles Flavonoides Antocianinas Ascorbato
Tratamientos I 105 I 105 I 105 I 105
Dosis (UM)
0 4350 43.50 0.31 0.31 3166 31.66 10.73 10.73
10 130.18 34.73 0.94 0.26 43.00 31.00 14.05 10.73
20 118.81 76.94 1.00 0.54 39.34 37.67 12.78 11.36
40 254.84 84.71 1.69 0.59 41.33 33.66 1356 11.02
80 443.46 95.12 3.11 0.68 57.02 4766 17.07 12.39
120 587.27 69.14 4.28 0.56 4901 34.02 19.12 13.85
160 775.89 71.09 5.32 0.62 50.00 32.01 23.22 12.49
240 334.05 51.61 2.58 0.38 46.67 33.33 22.15 13.07
P-Va|0r *%k% *%k% *k% *%k% *%k% *%k%x *%k%k *%k%k
LSD 23.33 10.00 0.12 0.04 6.68 4,92 1.44 1.05

Andlisis de la varianza

Formas (F) *kk *kk *kk *kk
Dosis (D) *kk *kk *kk *kk
FxD *kk *kk NS *kk
LSD 12.19 0.06 3.98 2.37

Ascorbato, Fenoles y Flavonoides expresados como pg g* PF; Antocianinas

expresadas como D.O.

Los niveles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
< 0.05 (*), P < 0.01 (**) y P < 0.001(***).

Las antocianinas son el grupo mas importante de pigmentos hidrosolubles en
plantas (Wong, 1989). El interés actual en las propiedades bioldgicas de las
antocianinas se debe tanto a su papel como antioxidante como al efecto
potenciador que posee sobre algunos compuestos como el acido ascoérbico
(Garcia Alonso et al., 2004). Los resultados de nuestra experiencia mostraron
diferencias significativas para ambas formas del yodo (Tabla 3). Asimismo la
maxima concentracion de estos pigmentos la podemos observar en la dosis 80

MM para ambos tratamientos siendo de nuevo la forma que mas indujo la

sintesis y acumulacion de antocianinas el I” (Tabla 3).
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En ultimo lugar, cabe destacar las funciones del acido L-ascoérbico (Vitamina C)
que es el antioxidante hidrosoluble mas abundante en las plantas. Los
humanos son incapaces de sintetizarlo por lo que sus necesidades dependen
completamente de su consumo a traves de la dieta. Su principal funcion reside
en su actividad antioxidante consistente en originar productos y radicales no
toxicos (Hassimotto, 2005) como por ejemplo el dehidroascorbato (DHA) o el
acido 2,3-diketogluconico. Por otra parte, ademas de ser capaz de donar
electrones a un amplio rango de sustratos, interviene en la regeneracion del a-
Tocoferol (Hassimotto, 2005). Tras realizar el andlisis de esta vitamina,
nuestros datos mostraron la existencia de un incremento significativo en las
dosis 80 uM o superiores para ambos tratamientos (Tabla 3), siendo la forma

gue mas incrementod la concentracion de ascorbato el I” (Tabla 3).

Al examinar estos resultados podemos indicar que la aplicaciéon de |I' no
produce efectos fitotdxicos en las dosis 40 uM o inferiores (Tabla 1), por lo que
se observa una clara induccién de los compuestos antioxidantes analizados en
nuestro trabajo (Tabla 3) y por lo tanto un posible efecto beneficioso de este
elemento traza en las plantas. A dosis superiores sigue existiendo un
incremento de dichos compuestos aunque en este caso se puede deber a un
posible efecto téxico del yodo ya que los datos muestran una reduccion de la
biomasa (Tabla 1). Por otra parte, el hecho de que en los tratamientos con 103
no se observe una disminucion de la biomasa (Tabla 1), ni una induccion tan
significativa de los niveles foliares de los distintos compuestos antioxidantes

como con la aplicacion de I' (Tabla 3), puede ser debido a que en ninguno de
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los tratamientos con |03 se alcanzaron concentraciones de yodo foliares tan

elevadas como con los tratamientos de I" (Figuras 1y 2).

En los ultimos aflos se han desarrollado numerosos métodos analiticos para
cuantificar la actividad antioxidante de todo tipo de matrices como plasma,
bebidas, frutas y verduras. Uno de los mayores problemas que se presenta es
escoger el método de analisis quimico ya que normalmente cada test es
especifico para una sola propiedad. Algunos de ellos pueden estar basados en
la habilidad de inhibir la oxidacion de un sustrato diana por parte de los
radicales libres mientras que otros evalian la capacidad de quelar metales o
detoxificar radicales sintéticos como el cation 2,2 -azinois(3-etilbenzotiazolina
6-sulfonato) (ABTS *). Por esta razoén y con el fin de determinar la capacidad
antioxixidante de la manera mas precisa posible, se ha llevado a cabo el

andlisis de diferentes test antioxidantes.

En primer lugar se realizo el analisis FRAP, ya que es considerado uno de los
test mas rapidos y usados para determinar la actividad antioxidante (Rice-
Evans, 2000). Esta basado en la reduccién del complejo amarillo Fe**-TPTZ a
un complejo de color azul, Fe?*-TPTZ, por sustancias donadoras de electrones
bajo condiciones &cidas. Por otra parte también se realizé el analisis TEAC,
basado en la reducciéon del radical cationico coloreado ABTS". La capacidad
antioxidante es cuantificada anadlogamente como la concentracion (en mM) de
vitamina E soluble (Becker et al., 2004). Finalmente se llevé a cabo el test del

Poder Reductor, el cual est4d basado en la transicién del Fe* a Fe® por la
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reduccion del complejo ferricianida ferrica al complejo ferricianida ferrosa que
posee color azul y sirve como un indicador significativo de la actividad
antioxidante potencial de un extracto, medida como % de actividad equivalente

de acido ascorbico (ImM) (Meir et al., 1995).

Tabla 4. Respuesta de diferentes test antioxidantes en hojas de lechuga sometidas a

distintas dosis y formas de yodo

FRAP TEAC Poder Reductor
Tratamientos I [oFY I [oFY I 105
Dosis (UM)
0 3.91 3.91 0.28 0.28 2.60 2.60
10 4.56 3.66 0.37 0.24 5.61 2.34
20 7.22 3.87 0.64 0.34 5.76 3.42
40 7.20 3.42 0.77 0.34 5.94 3.53
80 6.43 3.87 1.06 0.32 11.61 4.44
120 13.17 5.96 1.31 0.33 12.86 3.23
160 12.77 5.00 1.40 0.39 12.75 3.08
240 11.80 6.05 1.58 0.36 20.79 3.54
P_Valor *k%k *kk *k*k *kk *k%k *k%k
LSD 0.19 0.65 0.12 0.02 3.63 0.34

Analisis de la varianza

Formas (F) *kk *kk *kk
DOSIS (D) *k%k *k%k *k%k
F X D *%kk *%k% *%kk
LSD 0.32 0.07 1.75

!J:RA_lP: mmol FeSO, g* PF; TEAC: ymol equivalentes trolox g* PF; Poder Reductor:
If)g nisgles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
< 0.05 (*), P <0.01 (**) y P < 0.001(***).

En esta experiencia los datos mostraron la existencia de diferencias
significativas entre las distintas formas y dosis de yodo aplicadas respecto a las
plantas control para todos los test (Tabla 4). La contribucion al incremento de

la capacidad antioxidante fue mucho mayor al aplicar los tratamientos con I’

como se puede observar en la tabla 4. Para todos los test se observé un
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incremento en la capacidad antioxidante a medida que se incrementaba la
concentracion de yodo de los distintos tratamientos. En el test FRAP el mayor
incremento se produjo en las concentraciones iguales o superiores a 120 uM
para ambas formas, aunque la aplicacion de I hizo que este aumento fuese 3-4
veces superior respecto a las plantas control mientras que la forma 103" tan
s6lo incrementd 1-2 veces su capacidad antioxidante (Tabla 4). Por otra parte,
en el andlisis TEAC encontramos la maxima reduccion del radical ABTS™ en
las dosis 160 uM y 240 yM para ambas formas, siendo de nuevo la forma
aplicada de I' la que produjo un mayor incremento respecto a plantas control
(Tabla 4). En dltimo lugar, al llevar a cabo el test del Poder Reductor los datos
mostraron que para la forma I', la capacidad antioxidante aumentaba a medida
gue aumentaban las concentraciones de |, mientras que la forma 103" present6
el mayor incremento en la dosis 80 uM (Tabla 4). También se observo una
mayor capacidad antioxidante en plantas tratadas con I" respecto a las plantas

tratadas con 103" (Tabla 4).

La efectividad de un programa de biofortificacion con yodo viene determinada
por la capacidad de los cultivos de acumular este elemento traza en las partes
gue estan destinadas al consumo humano, es decir, para que estos programas
se lleven a cabo con éxito es importante definir el tipo de cultivo. Ademas, su
principal objetivo es lograr una acumulacion de elemento en la parte comestible
tal que, tras la ingesta de estos vegetales se cumpla la cantidad diaria
recomendada (CDR) estipulada para adultos (150 upg diarios). Esta

acumulacion ha de producirse sin que se exista la aparicion de efectos
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fitotoxicos en las plantas y reduccion de produccion agricola. Por otro lado,
también es importante tener en cuenta el efecto del yodo sobre la calidad
nutricional del cultivo de lechuga, asumida en este caso como un incremento
de los compuestos antioxidantes y por tanto de la capacidad antioxidante de las
plantas de lechuga. Para lograr estos objetivos se hace imprescindible precisar
tanto la dosis como la forma de yodo a aplicar. Considerando todos estos
aspectos podemos indicar que las dosis mas apropiadas a aplicar en cultivo
hidroponico de plantas de lechuga son 40 uM bajo la forma de I 0 80 uM bajo

la forma de O3 por varias razones:

i) No se produce una reduccion de la biomasa respecto a las plantas

control.

i) Causan un incremento de los compuestos antioxidantes de mayor
relevancia para los vegetales, siendo superior en el caso de la aplicacion de I

al que podemos encontrar tras la aplicacion de 103" .

iii) Dan lugar a una acumulacion foliar de yodo suficiente como para
cubrir las necesidades fisiolégicas de este elemento en humanos,
garantizandose asi la viabilidad del uso del cultivo de lechuga en un programa

de biofortificacion.

Finalmente, nuestros resultados son novedosos ya que se demuestra la

posibilidad de considerar al yodo como un elemento beneficioso debido a que
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la aplicacion de ciertas dosis de este elemento traza, principalmente bajo la
forma I, incrementan la respuesta antioxidante de las plantas y por lo tanto la

calidad nutricional, sin que se produzca un efecto fitotdxico.
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Bloque ll
Biofortificacion con yodo en plantas de lechuga:

implicaciones fisioldgicas






Debido al gran desconocimiento que existe acerca de como la aplicacion de

elementos traza puede afectar al crecimiento y desarrollo de los cultivos, este

segundo bloque esta dirigido al estudio de la fisiologia de plantas de lechuga

sometidas a un proceso de biofortificacion con yodo.

Basandonos en los datos obtenidos en el primer bloque y con el fin de

simplificar el desarrollo del bloque Il, se decidio prescindir de las dosis 10, 120,

160 y 240 uM de ambos tratamientos. Las razones que nos llevaron a tomar

esta decision fueron las siguientes:

i)

La aplicacion de este elemento traza a dosis iguales a 10 uM
mostraron un comportamiento muy similar al de las plantas control,

sobre todo en el caso de la aplicacion de 103".

Los tratamientos iguales o superiores a 80 uM de I’ resultaban
fitotoxicos para las plantas de lechuga ya que reducian la biomasa
vegetal. Este hecho fue determinante ya que al verse afectada la
produccion del cultivo, estas dosis no poseian interés desde el punto

de vista agronémico.

La concentracion de yodo en la parte aérea alcanzé su maximo valor
en las dosis 80 uM de 103, momento a partir del cual este elemento

empez6 a acumularse en mayor cantidad en la raiz.



Finalmente, el disefio experimental quedé compuesto por las plantas control y

los tratamientos 20 40 y 80 uM de I’ 0 103" respectivamente.

Con los resultados que se presentan en este Bloque Il se han elaborado las
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BEGORNA BLASCO LEON METABOLISMO OXIDATIVO

BLoQUE IT CAapiTtuLO 1

¢ ESTA EL METABOLISMO OXIDATIVO DE PLANTAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.

VAR. LONGIFOLIA) INFLUENCIADO POR LA BIOFORTIFICACION CON YODO?

11.1.1. Introduccién

Bajo condiciones normales de crecimiento, los organismos aerébicos producen
especies reactivas de oxigeno (ROS) a bajos niveles en los diferentes procesos
metabdlicos. Sin embargo, durante su ciclo de vida las plantas estan expuestas
a distintos tipos de estrés que alteran la homeostasis celular. Estos estreses
pueden ser originados por la actividad humana o por causas naturales como,
por ejemplo, temperatura, luz, sequia y limitaciones nutricionales. EI comun
denominador de todas estas condiciones adversas es la sobreproduccién de
ROS en los distintos compartimentos celulares, por lo que es posible que
actuen como sefiales para la activacion de la respuesta al estrés. (Mittler, 2002;
Arora et al., 2002; Jaleel et al., 2009). Este incremento de ROS generalmente

es conocido con el sobrenombre de “estrés oxidativo”.

La molécula de oxigeno (O;) no es reactiva “per se” debido a su configuracion
electrénica, por lo que necesita ser activada para dar lugar a la formacion de
ROS. Para ello, en primer lugar se requiere energia y la donacion de un
electrén, posteriormente las reducciones pueden suceder espontaneamente o
demandar un donador de e/H" apropiado. De este modo, una molécula inerte

pasa a generar radicales libres como los radicales superéxido (O;7) e
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hidroperoxil (OH") y moléculas como el peroxido de hidrogeno (H2O,) y oxigeno
singlete (*0,) (Blokhina et al., 2003). Habitualmente la fotosintesis y
fotorrespiracion han sido consideradas como las principal fuentes de ROS en la
planta, aunque recientemente se ha observado que procesos como la cadena
de transporte electronico mitocondrial y la oxidacion de proteinas contribuyen
de manera importante a la generacion de estrés oxidativo en la planta. Asi, los
sitios donde se van a generar en mayor cantidad estas moléculas reactivas son
los cloroplastos, mitocondria, peroxisoma, membrana plasmatica y apoplasto

(Foyer y Noctor, 2003; Ahmad et al., 2008).

Los ROS ademas de ser una parte fundamental de la comunicacion quimica
celular basica, regulan numerosos procesos metabdlicos que son activados en
respuesta al estrés oxidativo. Para mantener la regulacion redox a la que estan
sujetas estas respuestas es necesario que exista un riguroso balance entre la
produccion y detoxificacion de ROS (Arora et al., 2002; Fedoroff, 2006).
Cuando se rompe este equilibrio y la produccion supera la detoxificacion, se
produce un incremento de radicales que causan dafio celular a distintos
niveles. Los ROS reaccionan con los acidos grasos insaturados de la
membrana y pueden iniciar una cadena de reacciones auto-oxidativas,
generando la peroxidacion de lipidos y en consecuencia un efectos
perjudiciales o fitotoxicos (Smirnoff, 2000a). A nivel proteico, este ataque
oxidativo produce una modificacién especifica de aminoacidos que resulta en

un incremento de la susceptibilidad a la proteolisis. Ademas, también pueden
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inducir numerosas lesiones letales al ADN como mutaciones y deleciones entre

otras (Srivalli et al., 2003).

Para evitar todos estos dafios producidos por el estrés oxidativo y debido a que
los ROS son especies cargadas que no pueden atravesar la membrana
(excepto el H;0,), las plantas han desarrollado numerosos sistemas
antioxidantes en todos los compartimentos celulares (Blockhina et al., 2003).
La expresion de estos sistemas antioxidantes varia en respuesta a las
alteraciones metabdlicas generadas por un ambiente cambiante. Asi, la
habilidad de las plantas para movilizar las defensas frente a los ROS va a ser
un factor determinante en la tolerancia de la planta a las condiciones adversas.
De este modo, plantas que posean elevados sistemas antioxidantes, bien de
forma constitutiva o bien de forma inducida, tienen una mayor resistencia frente

al estrés oxidativo (Stohr y Stremlau, 2006; Mullineaux et al., 2006).

El término antioxidante hace referencia a la actividad que poseen numerosos
metabolitos secundarios, vitaminas y otros fitoquimicos para actuar como
protectores frente al dafio producido por los radicales libres (Mc Dermott, 2000;
Eraslan et al., 2007). Las células vegetales normalmente se encuentran
protegidas por un complejo sistema antioxidante que puede ser enzimatico y no
enzimatico. Entre los sistemas antioxidantes enzimaticos encontramos la
superoéxido dismutasa (SOD), enzima encargada de combatir el estrés oxidativo
generado por un estrés abibtico. Esta enzima constituye la primera linea de

defensa frente a los ROS (Alscher et al., 2002) y juega un papel critico en la
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supervivencia de las plantas. Se trata de una metaloenzima que produce la
dismutacion del radical O," en H,O, y O, (Esquema 1). Su accion combinada
con la actividad catalasa (CAT) combate la formacion del radical mas téxico y
reactivo, el radical OH que puede reaccionar de forma indiscriminada con

todas las macromoléculas (Scandalios, 1997).

La actividad ascorbato peroxidasa (APX) también incrementa en respuesta a
una gran variedad de estreses bidticos y abioticos. Es una de las enzimas
involucradas en la detoxificacion del H,O, en el ciclo de Halliwell-Asada
(Esquema 1). Para ello, el ascorbato (AA) actia como donador de electrones
siendo oxidado por la APX a monodehidroascorbato (MDHA), que puede ser
regenerado a AA por la accion de la monodehidroascorbato reductasa
(MDHAR) usando nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH). Este
MDHA, puede transformarse en dehidroascorbato (DHA) mediante reacciones
no enzimaticas, que sera usado para la regeneracion de AA por la
dehidroascorbao reductasa (DHAR). Finalmente, la enzima DHAR actla
gracias a la oxidacién glutatiéon reducido (GSH) que pasa a su forma oxidada
(GSSG), el cual es transformado de nuevo en GSH en presencia de NADPH
por la enzima glutatién reductasa (GR) (Asada, 1999). Aunque la GR forma
parte del ciclo ascorbato-glutation catalizando el Gltimo paso, es considerada
una enzima antioxidante de gran relevancia ya que juega un papel
fundamental en el mantenimiento del pool de GSH. Asimismo, se ha observado

que existe un incremento en su actividad como respuesta al estrés ambiental
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por lo que también puede estar relacionada con la tolerancia de las plantas a

las condiciones adversas (Ishikawa y Shigeoka, 2008; Ahmad et al., 2008).

GSSG NADPH
NADP
DHAR GR
NADPH
NADP
DHA GSH

Esquema 1. Esquema de la detoxificacion de las distintas formas de ROS

La actividad CAT es indispensable para la detoxificacion de ROS durante el
estrées ya que puede dismutar H,O, y puede actuar neutralizando o
detoxificando radicales libres y oxointermediarios (Esquema 1) (Karpinski y
Muhlenbock, 2007; Sang et al., 2007). En plantas C3 es muy abundante en los
peroxisomas, donde elimina el H,O, producido durante la fotorrespiracion por la
conversion del glicolato en glioxilato. Debido a que se ha demostrado que
existe una proliferacion de peroxisomas bajo condiciones adversas, es
considerada una de las principales enzimas detoxificadoras de los radicales

producidos durante un estrés (Foyer y Fletcher, 2001; Mittler, 2002).

El sistema no enzimatico de defensa vegetal frente al estrés oxidativo esta
constituido por moléculas antioxidantes como el AA, GSH, a-tocoferol,

carotenoides y compuestos fendlicos. Cabe destacar el la funcion del AA por
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ser el antioxidante soluble mas abundante que ha sido detectado en la mayoria
de los tipos celulares, organulos y apoplasto (Smirnoff, 2000b; Giovannoni,
2007). Esta molécula detoxifica un gran numero de radicales libres y
principalmente H,O,, minimizando asi el dafio oxidativo a numerosas
actividades enzimaticas y previniendo la fotooxidaciéon. Ademas de su funcién
frente al estrés oxidativo, el AA esta involucrado en el normal funcionamiento
de numerosos procesos fisioldgicos como crecimiento, diferenciacion,
respuesta frente a patdogenos y metabolismo vegetal (Mehlron et al., 1996;
Jaleel et al., 2009). También adquiere gran importancia la molécula de GSH por
ser la molécula azufrada de bajo peso molecular mas abundante en las plantas
y representar el mayor pool de azufre reducido no proteico (Kunert y Foyer
1993). Este tripeptido estd envuelto en la regulacion redox pudiendo existir
tanto en su forma reducida GSH como oxidada GSSG. Es la molécula
encargada de la regeneracion del AA, ya que el GSH reduce rapidamente el
DHA a AA por la accién de la GR principalmente, aunque esta reaccion
también puede ser catalizada por otras enzimas como las glutarredixinas
(tioltransferasas), isomerasas e inhibidores de la tripsina (Wells et al., 1990;
Tramper et al., 1994; Rouhier et al., 2008). A pesar de ser un antioxidante de
gran importancia, una elevada biosintesis de GSH en los cloroplastos no es
beneficioso para las plantas, pues mas que proteger la célula vegetal, puede
resultar en un dafio oxidativo posiblemente debido a la alteracién del estado

redox de este organulo (Mittler, 2002).
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Recientemente, se ha comprobado que la aplicacion de este elemento traza en
programas de biofortificacion en plantas de lechuga, afecta a la fisiologia de los
cultivos produciendo un incremento de su capacidad antioxidante (Blasco et al.,
2008). Este hecho sumado a que existen evidencias de que una aplicacion en
exceso produce fitotoxicidad en las plantas (Cao et al., 1994; Zhu et al., 2003;
Blasco et al., 2008) nos llevo a plantear el objetivo de nuestro trabajo que fue
comprobar si la biofortificacion con yodo en plantas de lechuga produce

alteracion del metabolismo oxidativo de este cultivo.

[1.1.2. Material y Métodos

Tanto las condiciones de cultivo, los tratamientos, disefio experimental y

analisis estadistico son iguales a los descritos en el Bloque I.

11.1.2.1. Muestreo del Material Vegetal

Parte aérea de plantas de lechuga fueron muestreadas a los 66 dias después
de la germinacion de las plantas. Una parte de este material vegetal tras
cuantificar el peso fresco (PF) fue secado mediante liofilizacion para calcular el
peso seco (PS). El resto del material vegetal muestreado fue usado para el

ensayo del H,O,, formas de AA y de GSH y actividades antioxidantes.
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11.1.2.2. Andlisis del Material Vegetal

[1.1.2.2.1. Determinacion de peréxido de hidrogeno

La extraccion y cuantificacion del H,O, se realizd siguiendo el método
colorimétrico de Mukherjee y Choudhuri (1983), basado en el complejo que
forma el H,O, al reaccionar con el titanio (Ti **). Para extraer el H,O,, 1 g de
material vegetal se homogeniz6 en acetona muy fria. Después, una alicuota (1
mL) de este extracto se mezclé con 200 pL de dioxido de titanio al 0.1% en
20% (v/v) de H,SO,. El resultado se agitd y centrifugd a 3500 rpm durante 15
min. La intensidad de color amarillo del sobrenadante fue medida a 415 nm,

calculando la concentracién de H,O, de las muestras frente a una curva patron.

[1.1.2.2.2. Andlisis de las formas de ascorbato y glutation

Para la extraccion y cuantificacion de AA total (AA reducido + DHA), AA
reducido y DHA se llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Gossett
et al. (1994). Dicho método esta basado en la reduccion de Fe*" a Fe?" por el
AA en solucion acida. Se homogeniz6 0.5 g de material vegetal fresco en 5 mL
de acido metafosforico al 5% (p/v), se filtré y finalmente fue centrifugado a
10000 x g (4°C) durante 15 min. Después 0.2 mL de sobrenadante se
adicionaron a un tubo de ensayo junto con 0.5 mL de tampon fosfato sédico
150 mM (pH 7.5) y 0.1 mL de dithiothreitol (DTT) 10 mM. La mezcla se agito e

incubd a temperatura ambiente y en oscuridad durante 10 min. A continuacién
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se adiciond0 0.1 mL de N-etilmaleimida al 0.5% (p/v), 0.4 mL de &cido
trifluoroacético al 10% (v/v), 0.4 mL de acido ortofosforico al 44% (v/v), 0.4 mL
de 2,2-bipiridil al 4% (p/v) en etanol al 70% y 0.2mL de FeCls al 3% (p/v).
Entonces los tubos de ensayo se agitaron e incubaron a 40°C y en oscuridad
durante 40 min. Por dltimo se midio la absorbancia a 525 nm frente a una curva
patron de AA que siguido el mismo procedimiento anterior. Los resultados
obtenidos se utilizaron para cuantificar la concentracion de AA total, mientras
que la cuantificacion de AA reducido se realiz6 de igual forma que el
procedimiento anterior sustituyendo 0.1 mL de DTT por 0.1 mL de H,0O;
destilada. Finalmente, la concentracion de DHA se dedujo de la diferencia entre

AA total y AA reducido.

La determinacion de la concentracion de GSH total (GSH reducido + GSSG),
GSH reducido y GSSG se realizé también de acuerdo con Gossett et al. (1994).
Dicho método esta basado en la especificidad de la enzima GR por el GSSG.
En primer lugar, la extraccion se llevo a cabo homogenizando 0.5 g de material
fresco con 5 mL de acido metafosforico al 5% (v/v). EI homogenizado se filtré y
centrifugd a 20000 x g durante 15 min a 0°C. Para la cuantificacion del GSH
total se realiz6 una mezcla de reaccién que contenia 50 pL de extracto, 250 pL
de tampdon Heppes-HCI 50 mM (pH 7.6) que contenia 330 mM de betaina, y
150 uL de éacido sulfosalicilico al 10% (v/v). Posteriormente, en un tubo de
ensayo se adicionaron 150 uL de la mezcla de reaccion anterior, 700 uL de
NADPH 0.3 mM y 100 uL de 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) 6 mM,

la mezcla se agito y tras 4 min de espera se afiadieron 50 yL de GR (10 U/mL).
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Finalmente se procedi6 a la lectura de las muestras a 412 nm frente a una
curva patron de GSH. Por otra parte, para la cuantificacion del GSSG se
mezclaron en un tubo de ensayo 150 uyL de extracto con 17 uyL de acido
sulfosalicilico al 10% (v/v). De la mezcla resultante se tomé un volumen de 180
ML y se afiadio a otro tubo de ensayo junto con 12 pL de vinilpiridina 'y 20 pL de
trietanolamina al 50 %(v/v). La solucion resultante se agito durante 30
segundos y se incubo a 25°C en oscuridad durante 25 min. Posteriormente de
esta se extrajo un volumen de 150 uL y se adicion6 700 yL de NADPH 0.3 mM
y 100 yL de DTNB 6 mM. Esta mezcla se agitd y tras 4 min de incubacion a
temperatura ambiente se agregaron 50 yL de GR (10 U/mL). Entonces las
muestras se midieron a 412 nm frente a una curva patron de GSH. Por ultimo la
cuantificacion de GSH reducido se obtuvo de la diferencia entre la

concentracion de GSH total y GSSG.

11.1.2.2.3. Determinacion de las enzimas antioxidantes

[1.1.2.2.3.1. Superdxido dismutasa

La actividad SOD se midi6 de acuerdo a Giannopolitis y Ries (1977) y Beyer y
Fridovitch (1987), con algunas modificaciones (Yu et al., 1998), mediante un
ensayo basado en la inhibicion de la reduccion fotoquimica del NBT (nitroblue
tetrazolium). La extraccion se realiz6 homogenizando 1.5 g de hojas de lechuga
en 5 mL de un buffer Heppes-CIH 50 mM pH 7.6 que contenia 0.1 mM EDTA-

Na,. Seguidamente, el homogeneizado se centrifugé a 11000 rpm a 4 °C
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durante 10 min. Para la cuantificacion de la actividad SOD se emplearon 5 mL
de una mezcla de reaccién que contenia 50 mM Na,COs3 (pH 10), 13 mM de
metionina, 0.025% (v/v) de Triton X-100, 63 uM de riboflavina y una alicuota de
extracto enzimatico. Esta mezcla fue iluminada con un PPFD de 380 pmol?s™
durante 15 min. Una mezcla de reaccion idéntica a la anterior que no fue
iluminada se empled para corregir la absorbancia. La absorbancia de las
muestras fue medida a una longitud de onda de 560 nm y la actividad SOD fue
expresada en unidades (U) min® mg* de proteina, dénde una unidad es la
cantidad de dicha enzima requerida para causar la inhibicion del 50 % de la

reduccion del NBT.

11.1.2.2.3.2. Catalasa

La actividad CAT se determin6é midiendo el consumo de H,0, a 240 nm durante
5 min a 25°C (Nakano y Asada, 1981; Rao et al., 1997). Para la extraccion de
esta enzima se tomo una cantidad aproximada de 1.5 g de material vegetal y
se homogeneizé con 5 mL de buffer Heppes-CIH 25 mM pH 7.8. El extracto
vegetal resultante fue filtrado y centrifugado a 11.500 rpm a 4°C durante 20
min. El sobrenadante obtenido fue utilizado para medir la actividad CAT. La
mezcla de reaccion (3 mL) estaba compuesta por 25 mM de buffer Tris-acetato

(pH 7.0), 0.8 mM EDTA-Na y 20 mM de H,0, y extracto enzimatico.
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11.1.2.2.3.3 Ascorbato peroxidasa y glutation reductasa

El ensayo de la enzima APX se realiz6 de acuerdo a Rao et al. (1996). Para la
extraccion de la enzima, 1.5 g de material vegetal fue homogeneizado con 5
mL de buffer fosfato potasico (K;HPO4-KH,PO,4) 100 mM pH 7.5 que contenia 1
mM de EDTA-Na,. El extracto resultante fue filtrado y centrifugado a 12.000
rpm durante 20 min. La cualificacién de la actividad de esta enzima se realizo
mediante el cambio en la absorbancia a 290 nm durante 3 min de una mezcla
de reaccion (3.75 mL) compuesta por 100 mM de buffer fosfato potasico (pH

7.5), 0.5 mM de AA, 0.2 mM de H,0, y 0.75 mL de extracto enzimatico.

El ensayo de la enzima GR se realiz6 de acuerdo a Rao et al. (1996) y se
utilizé el mismo extracto enzimatico que para la enzima APX. Para ello se midio
la oxidacion del NADPH a 340 nm durante 3 min en una mezcla de reaccion
(3.5 mL) que contenia 100 mM de Tris-HCI (pH 7.8), 2 mM de Na,-EDTA, 0.2

mM de NADPH, 0.5 mM de GSSG y 0.75 mL de extracto enzimatico.

11.1.2.2.3.4. Monodehidroascorbato reductasa y dehidroascorbato reductasa

La extraccion de las enzimas MDHAR y DHAR se realiz6 mediante una

homogenizacion de 0.2 g de material vegetal en el siguiente buffer de

extraccion: 100 mM tampon fosfato potasico pH 7.0, 0.1 mM EDTA-Nay, 1 mM

PhenylMethaneSulfonyl Fluoride (PMSF), 1 mL Tritén-X-100 al 0.5% y PVPP al
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5% (w/v). Después se procedio a la centrifugacion de las muestras a 9500 rpm

durante 20 min.

El ensayo de la enzima MDHAR se realiz6 registrando el cambio de
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 340 nm (Foyer et al.,
1989). La mezcla de reaccion contenia 100 mM de tampén HEPES-HCI (pH
7.6), 2.5 mM de AA, 25 uM de NADPH y 300 pL de extracto enzimatico. Para el
calculo de la actividad MDHAR se emple0 el coeficiente de extincion molar del

NADPH de 6.22 mM*ecm™.

Por otro lado, la actividad DHAR fue medida a 265 nm durante 3 min siguiendo
el cambio de absorbancia producido a consecuencia de la formaciéon de ASA
(Nakano y Asada, 1981). La mezcla de reaccion (3.1 mL) contenia 25 mM de
tampoén fosfato sodico (pH 7), 2.5 mM de GSH, 0.4 mM de DHA y 0.1 mL de
extracto enzimatico. El coeficiente de extincion molar empleado para el calculo

de la actividad de dicha enzima fue de 7.0 mM™* cm™.

11.1.2.2.3.5. L-Galactosa deshidrogenasa

La actividad L-GalDH se determind siguiendo el método de Gatzek et al.

(2002). Para ello se utiliz6 una mezcla de reaccién (1.1 mL) que contenia 50

mM de tampén Tris-HCI (pH 7.5), 0.1 mM de NAD, 5 mM de L-galactosa y 0.1

mL de extracto vegetal. La formacion de NADH durante la reaccion fue medida
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a 340 nmy la actividad L-GalDH se calculé mediante el coeficiente de extincion

molar de 6.22 mM2*cm™.

[1.1.2.2.4. Cuantificacion de las proteinas de extractos enzimaticos

La concentracion de proteinas en los extractos enzimaticos se determiné segun

Bradford (1976) usando BSA como patron.

[1.1.3. Resultados y discusion

El H,O, es una molécula sefial que interviene en numerosos procesos
fisiolégicos y bioquimicos (Alvarez et al., 1998; Potikha et al., 1999; Melillo et
al.,, 2006). De este modo es generada a niveles basales en el normal
funcionamiento del metabolismo celular, principalmente durante la fotosintesis
y fotorrespiracion (Li et al., 2009). Se puede producir un incremento en los
niveles de H,O, frente a una amplia gama de estreses bibticos y abioticos v,
aunque se trata de una molécula menos reactiva que O,", en presencia de
metales de transicion reducidos como el Fe?* puede dar lugar a la formacién de
OH'. Por ello, el H,O, es una de las causas por las que se puede producir la
peroxidaciéon de lipidos (Blokhina et al., 2003, Rios et al., 2009). Los analisis
foliares mostraron una menor concentracion de H,O, en aquellas plantas
tratadas con I (Fig. 1, P < 0.001), encontrandose la minima concentracion en el

tratamiento 80 uM I'. Sin embargo, los tratamientos con 103 produjeron un
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incremento de la concentracion de esta ROS respecto a las plantas control

(Fig. 1, P <0.001), presentandose el maximo valor en la dosis 80 uM de 103"
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Figura 1. Influencia de la aplicacion de diferentes formas y dosis de yodo sobre la

concentracion foliar de H,O..

Para combatir el estrés oxidativo en cloroplastos y otros organulos es
imprescindible que existan elevadas concentraciones de antioxidantes como
acido ascorbico y glutation (Mittler, 2002). Los datos mostraron que la
aplicacibn de ambas formas de yodo produjo un incremento en la
concentracion de AA reducido, especialmente cuando el tratamiento aplicado
era 80 uM de I (Tabla 1). En el caso del DHA podemos observar que de nuevo
ambos tratamientos produjeron un incremento del ascorbato oxidado,
encontrdndose el méximo valor en la dosis 80 uM de I (Tabla 1). En relacion al
AA total, los datos mostraron un incremento de este compuesto paralelo al
incremento de la concentracién de yodo en la solucién, siendo mas elevado en
el caso de la aplicacion de I' (Tabla 1). Cabe destacar que la aplicacién de este

elemento traza produjo un incremento de la forma reducida del AA, que es
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considerada como la mas importante porque ademas de poseer una gran
capacidad de donar electrones en un amplio rango de reacciones enzimaticas y
no enzimaticas, es capaz de detoxificar directamente los radicales '0,, O, y
‘OH (Ahmad et al., 2008). Este hecho hace que adquiera una gran relevancia
en la lucha frente el estrés oxidativo, aportando un incremento de la tolerancia
de las plantas frente a diferentes tipos de estrés (Blokhina et al., 2002; Stevens

et al., 2008).

Tabla 1. Influencia de la aplicacién de diferentes formas y dosis de yodo sobre la

concentracion foliar de las distintas formas de ascorbato.

AA reducido DHA AA total
Tratamientos I 105 I [oFY I’ [oFY
Dosis (UM)
0 10.7 10.7 1.34 1.34 12.0 12.0
20 12.7 13.3 2.54 2.56 15.3 15.9
40 13.5 11.0 2.67 3.18 16.2 14.2
80 17.0 12.3 6.16 2.32 23.2 14.7
P_Valor *%k% *k*% * * *% *%k%
LSD 1.97 0.27 4.28 0.11 5.53 1.04

Analisis de varianza

Dosis (D) i NS rx
Formas (F) *kk NS *
D X F *k% NS *%
LSD 0.94 2.03 2.59

Formas de AA expresadas en pg g™ peso fresco (PF)
Los niveles de significancia son representados como: NS: (no significativo) P > 0.05, *
P <0.05,* P <0.01, y** P <0.001

Ademas, este antioxidante posee un valor agrondmico afiadido por los
beneficios nutricionales que aporta su consumo, considerandose un parametro
postcosecha relevante en la calidad nutricional de los productos vegetales

destinados al consumo humano (Malacrida et al., 2006).
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Tabla 2. Influencia de la aplicacién de diferentes formas y dosis de yodo sobre la

concentracion foliar de las distintas formas de glutation.

GSH reducido GSSG GSH total

Tratamientos I 105 I’ e}y I’ e}y
Dosis (UM)

0 1.26 1.26 4.47 4.47 5.73 5.73
20 1.17 0.50 4.27 4.39 5.44 4.90
40 1.53 0.32 4.30 4.42 5.83 4.75
80 0.60 0.39 5.82 5.11 6.42 5.50
P-Va|0|’ *%k% k%% k%% *%k% k%% *%k%
LSD 0.28 0.20 0.23 0.21 0.20 0.17

Analisis de varianza

Dosis (D) *kk *kk *kk
Formas (F) *%k% * *%k%

D X F *%k% *%k% *%k%

LSD 0.12 0.14 0.12

Formas de GSH expresadas en mM g™ PF
Los niveles de significancia son representados como: NS: (no significativo) P > 0.05, *
P <0.05,* P <0.01,y** P <0.001

El GSH es un tripeptido de secuencia L glutamil-L-cisteinil-glicina. Interviene en
la regeneracion del AA ya que esta molécula actia como donador de
electrones de la DHAR para el mantenimiento del pool del AA reducido. En el
presente estudio, tan solo la aplicacion de 80uM de I" produjo una disminucién
de la concentracion de GSH reducido (Tabla 2). Sin embargo, en todos los
tratamientos con 103" la concentracion de este compuesto reducido disminuyo
significativamente respecto a las plantas control (Tabla 2). Al mismo tiempo, la
aplicacion de ambas formas de yodo produjo un incremento de GSSG cuando
la dosis aplicada era 80 uM (Tabla 2). Asi, la concentracion de GSH total se vio
incrementada con la aplicacion de 80 puM de I, mientras que disminuyo

ligeramente tras la aplicacion de cualquier dosis de 103 (Tabla 2).
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Para controlar los niveles de ROS y proteger a las células del dafio oxidativo,
las plantas poseen un conjunto enzimas detoxificadoras y un sistema de
regeneracion del AA. De todas ellas, las mas eficientes eliminando estos
radicales son la SOD, APX y CAT ya que su acciéon combinada neutraliza el
dafio producido por O,"y H,0, transformandolos en H,O y una molécula de O,
(Scandalios, 1997). La Fig. 2 mostr6é que en todos los tratamientos la aplicacion
de I produjo una disminucion de la actividad SOD (P < 0.001), mientras que los
tratamientos con 103 produjeron un incremento de esta actividad enzimatica

cuando la dosis aplicada era igual o superior a 40 uM (P < 0.001).

] I treatments 105 treatments
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< 700 -
S 600 - \
2 500 - \
g 400 - \
S 300 \ \
S 200 - \ \
100 -
. N\
0 20 40 80

lodine concentration (UM)
Figura 2. Influencia de la aplicacion de diferentes formas y dosis de yodo sobre la
actividad foliar SOD.

La actividad APX u(nicamente se vio afectada cuando los tratamientos
aplicados eran en forma de 103, encontrando un incremento de esta actividad
enzimatica a lo largo de todas las dosis utilizadas (Fig. 3; I' P > 0.05, I03 P <

0.01). Ademas, la actividad CAT incremento con la aplicacion de ambas formas
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de yodo, encontrando el maximo valor en la dosis 80uM de 105" (Fig. 4; I' P <

0.001, 103 P < 0.001).
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Figura 3. Influencia de la aplicacion de diferentes formas y dosis de yodo sobre la
actividad foliar APX.
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Figura 4. Influencia de la aplicacion de diferentes formas y dosis de yodo sobre la
actividad foliar CAT.

Numerosos estudios han demostrado que ante un estrés ambiental el

incremento de la actividad APX normalmente va acompafado de un incremento
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de las actividades SOD y CAT (Shigeoka et al., 2002). Sin embargo, en este
caso los tratamientos con |I' no afectaron a la actividad APX (Fig. 3). Asimismo
tanto el incremento de la actividad CAT (Fig.4) como la disminucién de la
actividad SOD (Fig.2) quedan reflejadas en la menor concentracion de H,0,
(Fig. 1) de las plantas de lechuga sometidas a los distintos tratamientos con I
Este hecho puede estar generando una acumulaciéon de O," ya que este
radical no es transformado en H,O,y no puede ser detoxificado via APX, lo que
podria explicar en parte el efecto fitotoxico de la aplicacion de elevadas dosis
de I'. Por otra parte, en los tratamientos con 103 si se pudo observar un
incremento conjunto de las actividades SOD, APX y CAT (Figs. 2, 3y 4) lo que
estaria indicando en parte una correcta eliminacion de las ROS. En estos
tratamientos el incremento del H,O, (Fig. 1) ademas de ser explicado por el
incremento de la actividad SOD, también puede atribuirse a la generacion de
esta molécula en el desarrollo de otros procesos fisiolégicos como la
fotorrespiracién, B-oxidacion de acidos grasos y fotosintesis entre otras (Mittler,

2002).

El reciclado del AA es muy importante dado el papel que juega tanto en la
repuesta a los diferentes tipos de estreses bidticos y abidticos como en el
incremento de la tolerancia de los cultivos a estas condiciones adversas
(Stevens et al., 2008). En este estudio la actividad regeneradora MDHAR se vio
incrementada tras la aplicacion de ambas formas de yodo (Tabla 3). Sin
embargo, mientras que la aplicacién de I' no tuvo efecto sobre la actividad

DHAR (Tabla 3), la aplicacién de 103 incrementé esta actividad enzimatica
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(Tabla 3) respecto a las plantas control. Del mismo modo, la aplicacion de
yodo incremento la actividad GR (Tabla 3) unicamente cuando los tratamientos

aplicados eran iguales o superiores a 40 uM de 103 (Tabla 3).

Tabla 3. Influencia de la aplicacién de diferentes formas y dosis de yodo sobre las
actividades foliares dehidroascorbato reductasa, monodehidroascorbato reductasa y

glutation reductasa

MDHAR DHAR GR

Tratamientos I 105 I’ e}y I’ e}y

Dosis (UM)

0 0.59 0.59 0.84 0.84 1.1710* 1.17 10*

20 1.13 0.62 0.85 0.94 1.0310* 1.14 10"

40 1.02 0.82 0.86 1.06 9.76 10° 1.29 10*

80 1.05 0.80 0.74 1.13 9.9110° 1.67 10"

P-valor ** ** NS *xx NS *

LSD 0.24 0.01 0.10 0.06 4.3310° 3.4810°
Analisis de varianza

Dosis (D) ok ** NS

Formas (F) *%k% *%k% *%

D X F *% *%k% NS

LSD 0.12 0.05 2.5510°

Actividades enziméaticas MDAHR, DHAR y GR expresadas como AD.O. min™ mg prot™
Los niveles de significancia son representados como: NS: (no significativo) P > 0.05, *
P <0.05,* P <0.01,y** P <0.001

Ademas del beneficio aportado a las plantas, desde el punto de vista
nutricional la biosintesis del acido ascorbico en los vegetales adquiere una gran
relevancia. Esta vitamina se produce x la via D-manosa/L-galactosa, siendo el
precursor de este antioxidante el L-galactono-1,4lactona y la enzima
encargada de su formacion la L-galactona deshidrogeneasa (L-Gal DH)
(Ishikawa y Shigeoka, 2008). La actividad biosintética L-Gal DH incremento tras
la aplicacion de ambas formas de yodo, siendo mas elevada en el caso de la

aplicacién de I'. (Fig. 5; I’ P <0.001, 103" P < 0.05)
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Figura 5. Influencia de la aplicacion de diferentes formas y dosis de yodo sobre la
actividad foliar L-GalDH.

En definitiva y considerando nuestros resultados podemos observar que la
respuesta frente al estrés oxidativo es variable y depende de la forma de
aplicacion del yodo. En el caso de su aplicacion bajo la forma de I' se produjo
una disminucion de la actividad SOD (Fig. 2), lo que estaria provocando una
acumulacion de O, que llegaria a ser perjudicial en el caso del aporte de la
concentracion 80uM. Posiblemente la acumulacion de este radical sea la causa
del aumento de la peroxidacion de lipidos encontrada en el desarrollo de
nuestra experiencia previa (Blasco et al.,, 2008) y de la disminucion de la
biomasa de las plantas de lechuga tratadas con 80uM de I (Ver Bloque I, Tabla
1). Para compensar esta situacion, la planta reacciona incrementando su
capacidad antioxidante a través de un aumento en la actividad CAT (Fig. 4) y
las concentraciones totales de AA (Tabla 1) y GSH (Tabla 2). Posiblemente en
estas plantas el AA estaria detoxificando directamente el radical O,” (Ahmad et

al., 2008), lo que generaria un aumento de sus formas oxidadas, como el DHA
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(Tabla 1), sin que hubiese un aumento de la actividad APX (Fig. 3). Este hecho
también explicaria el incremento de la actividad MDHAR (Tabla 3) que junto
con la elevada actividad L-GalDH (Fig. 5) estaria dando lugar un importante
pool de AA en las plantas de lechuga tratadas con I. Sin embargo este
mecanismo parece no ser muy eficaz a elevadas dosis puesto que existe
peroxidacion de lipidos (Ver Bloque I, Tabla 1) y reduccion de biomasa en los

tratamientos 80 uM de I (Ver Bloque |, Tabla 1).

Por otra parte, la aplicacion de 103" provoca un incremento de las principales
enzimas detoxificadoras de los ROS como son la SOD (Fig. 2), APX (Fig. 3) y
CAT (Fig. 4). Asimismo, también se produjo un incremento de la concentracion
de AA y de todas las enzimas del ciclo Halliwell-Asada implicadas en su
regeneracion. Estos datos ratifican la no fitotoxicidad de la aplicacion de 103" ya
gue no se observé ni peroxidacion de lipidos (Ver Bloque |, Tabla 1) ni
reduccion de la biomasa (Ver Bloque |, Tabla 1). Finalmente, y aunque seria
necesario el desarrollo de experiencias complementarias, nuestros resultados
sugieren que gracias a la induccion del sistema antioxidante la aplicacion de
yodo en forma de IOz podria ser una estrategia eficaz para mejorar la

respuesta de las plantas ante diferentes tipos de estrés.
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BLoQUE IT CAPiTULO 2

ALTERACIONES EN EL METABOLISMO NITROGENADO Y FOTORRESPIRACION
INDUCIDOS POR LA BIOFORTIFICACION CON YODO PLANTAS DE LECHUGA (LACTUCA

SATIVA L. VAR. LONGIFOLIA)

11.2.1. Introduccién

En el suelo podemos encontrar el N bajo distintas formas siendo el NO3™ la méas
biodisponible y asimilada por las plantas (von Wiren et al., 1997; Lea y Azevedo
2006). Este es absorbido mediante transportadores especificos situados en las
células de la raiz. Posteriormente es translocado, en su mayoria, a la parte
aérea mediante la corriente de transpiracion, almacenado en la vacuola y/o
reducido a productos de asimilacion como &acidos nucleicos, aminoacidos y
proteinas que son requeridos para la sintesis de biomasa (Ruiz y Romero,
1999). El primer paso en la reduccién del NO3™ es catalizado por la Nitrato
Reductasa (NR) que da lugar a la formacién de nitrito (NOy), el cual por la
accion de la Nitrito Reductasa (NiR) sera reducido a amonio (NH4") (Esquema
1) (Miller y Smith, 1996). EI NH," es rapidamente incorporado a moléculas
organicas gracias a la accion conjunta de las enzimas Glutamina Sintetasa
(GS) y Glutamato sintasa (GOGAT) (Esquema 1). La reaccién catalizada por la
GS constituye la principal ruta de incorporacién de N inorganico a glutamato
para formar una molécula de glutamina. Posteriormente la GOGAT es la
encargada de transferir el grupo amino de la glutamina al 2-oxoglutarato

produciéndose dos moléculas de glutamato. Una de estas moléculas sera la
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encargada de regenerar el ciclo GS/GOGAT vy la otra estara disponible para la
sintesis de aminoacidos y diferentes compuestos nitrogenados. Esta via
adquiere un gran valor ya que la glutamina y el glutamato producidos son los
donadores para la biosintesis de compuestos tan importantes como clorofilas,
nucleotidos, poliaminas, aminoacidos y alcaloides (Lea y Ireland, 1999;

Harrison et al., 2004).

MITOCONDRIA

Glioxilato
/CLOROPLASTO GO ﬁ WGAT
Fosfoglicolato

licolato Gly Gly

(6{0)
TRANSPORTE PEROXISOMA b

GK
Gllcerato <G=—== Glicerato Ser<¢==== Ser

C|cIo de

& J
AAT k J )
Aspartato @ Hidroxipiruvato SwK /

aGlutamma % a-cetoglutarato <‘—,F a-cetoglutarato
AT

Asparragina

GOG Malato Malato GDH
Glutamato

2 Glutamato Glutamato <«¢==== Proteinas

<):| NO, NO, <G======m NO,
NR

Esquema 1. Asimilacion de NO; y fotorrespiracion en plantas

En las plantas existen otras vias metabdlicas por la que se genera NH;* como
la biosintesis de fenilpropanoides, catabolismo de los aminoacidos vy
principalmente la fotorrespiracion (Esquema 1). Este proceso puede llegar a
producir 20 veces mas NH;" que el generado en la reduccion de NOs™ por lo

que, especialmente en plantas Cs, se le ha llegado a considerar la mayor
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fuente suministro de este cation (Canvin, 1990; Hirel y Lea, 2001). La
fotorrespiracion se inicia en el cloroplasto por la accion como oxigenasa de la
enzima bifuncional Ribulosa -1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), la
cual produce una molécula de glicerato-3-fosfato (3-PGA) y glicolato-2-fosfato
(2-PG). Este 2-PG es hidrolizado por la fosfoglicolato fosfatasa a glicolato que
es transportado al peroxisoma y es oxidado a glioxilato por la glicolato oxidasa
(GO). El glioxilato gracias a la reaccion catalizada por la glutamato:glioxilato
aminotransferasa (GGAT) es transaminado a glicina (Gly) que posteriormente
es transportada a la mitocondria. A continuacion la Gly es transformada en
serina (Ser) por al accion de las enzimas glicina decarboxilasa y serina
hidroximetiltransferasa. La Ser formada en la mitocondria es transportada al
peroxisoma donde es convertida por la accion de la serina:glioxilato
aminotransferasa (SGAT) en hidroxipiruvato, el cual es reducido a glicerato por
la hidroxipiruvato reductasa (HPR). Finalmente, el glicerato pasa al cloroplasto
donde es fosforilado por la glicerato kinasa para dar una molécula de 3-PGA

que entrard en el ciclo de Calvin (Esquema 1) (Wingler et al., 2000).

En el paso de Gly a Ser son liberados CO, y NH4" que puede ser fitotdxico para
las plantas, por lo que ha de ser incorporado por la accion GS/IGOGAT a
compuestos organicos. Esta liberacion e incorporacion simultidnea de NH;"
hace que el ciclo GS/GOGAT se convierta en un nexo de unién entre el
metabolismo del N y la fotorrespiracion. Ademas, la glutamato deshidrogenasa
(GDH) es una enzima muy activa en presencia de elevadas cantidades de

NH,", y constituye otra posible via de retirada de este cation ya que cataliza la
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reaccion reversible de 2-oxoglutarato y NH;" a glutamato (Esquema 1).
Recientemente se ha generado un gran debate sobre esta doble funcion
fisioloégica debido a que se ha encontrado que la GDH muestra una baja Km
para el NH,", por lo que parece improbable que actuase en el sentido de la
biosintesis. Del mismo modo se ha observado que esta enzima participa en la
asimilacién de N en presencia de la GS cuando la concentracion de NH;" es
elevada (Loulakakis et al., 1994; Harrison et al., 2000; Robinson, 2001;

Frechilla et al., 2002).

La fotorrespiracion ha sido considerada como un proceso basura debido a que
en el transcurso de este metabolismo se libera aproximadamente el 25% del
CO; fijado (Wingler et al., 2000; Igarashi et al., 2006). Esto puede conducirnos a
tener una idea equivocada sobre este proceso, ya que este CO;
fotorrespiratorio puede ser refijado bien en el cloroplasto por la rubisco o bien
en el citosol por la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC). Ademas, la supresién
de la fotorrespiracion tiene efectos negativos sobre las plantas ya que se ha
observado que se produce una disminucion en la tasa de asimilacion de CO,,
un pobre crecimiento vegetal y alteraciones en la estructura cloroplastidial.
Asimismo, también se le atribuyen ciertos beneficios ya que es fuente de
sustratos para otros procesos, otorga proteccion frente a la fotoinhibicion e

incrementa la proteccién frente a distintos tipos de estrés (Shi-Wei et al., 2007).

La lechuga es el principal vegetal consumido a través de ensaladas en Europa.

Desafortunadamente este vegetal tiene tendencia de a acumular grandes
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cantidades de NOg3’, lo que supone un hecho indeseable ya que se incrementan
los riesgos para la salud humana que conlleva la ingesta de grandes
cantidades de este anion. Ademas, estd siendo sometido a numerosos
programas de biofortificacion con yodo que puede estar afectando a la
fisiologia de la planta y a su calidad nutricional (Blasco et al., 2008), por lo que
estudios de coOmo estos elementos traza afectan al desarrollo de los cultivos se
hacen necesarios (Comision of European Communities, 2001; Lawlor, 2002).
Por ello, y debido al papel tan importante que juegan en el crecimiento de los
cultivos el metabolismo nitrogenado y la fotorrespiracion el objetivo de nuestro
trabajo fue el estudio de ambos procesos en plantas sometidas a

biofortificacién con yodo.

[1.2.2. Material y Métodos

Tanto las condiciones de cultivo, los tratamientos, disefio experimental y

analisis estadistico son iguales a los descritos en el Bloque I.

11.2.2.1. Muestreo del Material Vegetal

Parte aérea de plantas de lechuga fueron muestreadas a los 66 dias después
de la germinacion de las plantas. Una parte de este material vegetal tras
cuantificar el peso fresco (PF) fue secado mediante liofilizacion para calcular el
peso seco (PS), y concentracion de NOs, NH;* y N orgénico y total. El resto del

material vegetal fue congelado en N liquido y usado para el andlisis de:
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aminoéacidos y proteinas solubles, ser, gly, malato, a-cetoglutarato, actividades
NR, NIiR, GS, GOGAT, aspartato aminotransferasa (AAT), GO, GGAT, SGAT,

HPR, GDH y catalasa (CAT).

11.2.2.2. Andlisis del Material Vegetal

[1.2.2.2.1. Determinacion de las distintas formas de N

La concentracion de N organico se determiné después de la digestion con
H.SO, (5 mL al 98%) y H,O, al 30% (v/v) de 0.15 g de material vegetal seco y
molido. Posteriormente, 1 mL de muestra mineralizada y diluida con agua
destilada se afiadié a un medio de reaccion que contenia buffer [5% (p/v)
tartrato potasico, 100 mM fosfato sodico, 5.4 % (p/v) hidroxido sodico], 15 %
(p/v) de salicilato sédico, 0.03 % (p/v) de nitroprusiato sddico y 5.35% (v/v) de
hipoclorito sédico. Tras incubar la mezcla resultante a 37°C durante 15 min, se
determind el N organico por espectrofotometria (Baethgen y Alley, 1989). NOj3
y NH," fueron analizados a partir de un extracto acuoso realizado con 0.2 g de
material seco y molido en 10 mL de agua destilada. A 100 pL de dicho extracto
se adicion6 una solucién que contenia 10% (p/v) de acido salicilico en H,SO, al
96%. La mezcla resultante se utiliz6 para determinar por espectrofotometria la
concentracion de NOsz (Cataldo et al., 1975). Por otro lado, el NH;" se
determind siguiendo el método colorimétrico descrito por Krom (1980).
Finalmente, el N total corresponde a la suma de las concentraciones de N

organico y NO3'.
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[1.2.2.2.2. Determinacion de aminoacidos y proteinas solubles

Los aminoéacidos y proteinas solubles se determinaron después de una
homogenizacion del material vegetal en buffer 50 mM KH,PO, pH 7.0 y
posterior centrifugacion a 10.000 rpm durante 15 min. El sobrenadante
resultante se us6 para la determinacion de los aminoacidos solubles mediante
el método de la ninhidrina (Yemm y Cocking, 1955), frente a una curva patron
de glicina. La cantidad de proteinas solubles se midio utilizando el reactivo de

Bradford (Bradford, 1976) usando BSA como estandar.

[1.2.2.2.3. Determinacion de los metabolitos de la fotorrespiracion

Los niveles de Ser, Gly, malato y a-cetoglutarato fueron analizados en el UC

Davis Genome Center, California, USA. El ensayo para el analisis de estos

metabolitos se realizé siguiendo el método de Weckwerth et al. (2004) y Fiehn

(2006).

[1.2.2.2.4. Extraccion y ensayos de las enzimas del metabolismo nitrogenado y

fotorrespiracion

11.2.2.2.4.1. Nitrato reductasa, nitrito reductasa, glutamato sintasa y glutamato

deshidrogenasa
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Una cantidad de hojas fueron homogenizadas en 7,5 ml de tampon 100 mM
KH,PO4-K;HPO,, pH 7,5 que contenia 2 mM de EDTA, caseina 1,5%, 2 mM de
DTT y 1% de PVPP. Posteriormente el homogeneizado fue filtrado y
centrifugado a 15000 rpm durante 20 min. El extracto resultante fue utilizado
para los ensayos de las actividades enzimaticas NR, NiR, GOGAT y GDH
(Groat y Vance, 1981; Kaiser y Lewis, 1984; Lillo, 1984; Singh y Srivastava,

1986)

La actividad NR se determind de acuerdo a la metodologia de Kaiser y Lewis
(1984). La mezcla de reaccion (2 mL) que se empled estaba compuesta por
buffer 100 mM fosfato potasico (pH 7.5), 100 mM nitrato potasico, 10 mM
cisteina, 2 mM NADH y extracto enzimatico. La reaccion se llevo a cabo a 30°C
durante 30 min y se detuvo mediante la adicién de acetato de zinc 1000 mM. El
NO, formado fue determinado colorimétricamente a 540 nm después de
combinarse con sulfanilamida y clorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina de

acuerdo con el método de Hageman y Hucklesby (1971).

La actividad NiR se determiné cuantificando la desaparicion del NO, del medio
de reaccion (Lillo, 1984). La mezcla de reaccion (2 mL) estaba compuesta por
buffer 50 mM fosfato potasico (pH 7.5), 20 mM nitrito potasico, 5 mM metil
violébgeno, 300 mM carbonato sédico y extracto enzimatico. Después de
incubar las muestras a 30°C durante 30 min, el contenido de NO, fue

determinado por colorimetria (Hageman y Hucklesby, 1971).
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Por otro lado, la actividad GOGAT se determiné mediante espectrofotometria a
340 nm siguiendo la oxidacion del NADH a 30°C (Groat y Vance, 1981; Singh y
Srivastava, 1986). La mezcla de reaccion (3.25 mL) estaba compuesta por
buffer 50 mM fosfato potasico (pH 7.5) con 0.1% (v/v) de mercaptoetanol y 1
mM EDTA, 18.75 mM 2-oxoglutarato, 75 mM L-glutamina, 1.5 mM NADH y
extracto enzimatico. Se prepararon dos controles, uno sin ketoglutarato y otro

sin glutamina, para corregir la oxidacion endégena de NADH.

La actividad GDH se cuantifico siguiendo la oxidacion del NADH a 340 nm
(Groat y Vance, 1981; Singh y Srivastava, 1986). La mezcla de reaccion (1.3
mL) estaba compuesta por buffer 50 mM fosfato potasico (pH 7.5), 200 mM
sulfato amonico, 0.15 mM NADH, 2.5 mM 2-oxoglutarato y extracto enzimatico.
Se prepararon dos controles, uno sin ketoglutarato y otro sin sulfato aménico,

para corregir la oxidacion endégena de NADH.

11.2.2.2.4.2. Glutamina sintetasa y aspartato aminotransferasa

La extraccion para estas enzimas se baso6 en la maceracion de 1 g de material
vegetal fresco en 6 ml de buffer :00mM Maleico-KOH pH 6,8 que contenia 100
mM de sacarosa, [- mercaptoetanol al 2% vy etilenglicol al 20%. EI
homogeneizado resultante se filtr6 y centrifugd a 15.000 rpm durante 20 min

(Kaiser y Lewis, 1984; Gonzalez et al., 1995).
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La actividad GS se determindé mediante el método de hidroxamato, basado en
Kaiser y Lewis (1984). La mezcla de reaccion (1.5 mL) utilizada en el ensayo
estaba compuesta por buffer 100 mM fosfato potasico (pH 7.5), 4 mM EDTA,
1000 mM L-glutamato sodico, 450 mM sulfato de magnesio, 300 mM
hidroxilamina, 100 mM ATP y extracto enzimatico. Se prepararon dos controles
diferentes, uno sin glutamina y otro sin hidroxilamina. La mezcla de reaccion
fue incubada a 28°C durante 20 min, y posteriormente, tras acomplejar con
cloruro férrico, se midié la formacion de glutamilhidroxamato por colorimetria a

540 nm (Wallsgrove et al., 1979).

La actividad AAT fue analizada espectrofotometricamente a 340 nm usando el
método de Gonzalez et al. (1995) mediante el descenso de absorbancia
durante 3 min. La mezcla de reaccion utilizada consistio en un buffer 50 mM

Tris-HCI (pH 8), 4 mM Cl,Mg, 10 mM &cido aspartico y extracto enziméatico.

11.2.2.2.4.3. Glicolato oxidasa

Para la determinacion de la actividad GO, 0.25 g de hojas de lechuga fueron
homogenizadas con PVPP y 1 mL de un buffer 50 mM Tris-HCI (pH 7.8) con
0.01% Triton X-100 y 5 mM DTT. El homogenado resultante fue centrifugado a
15.000 rpm durante 20 min y utilizado para el ensayo de la actividad GO
(Feieraband y Beevers, 1972). La mezcla de reacciéon estaba formada por un
buffer 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 0.009% Triton X-100, 3.3 mM fenilhidrazina-

HCI (pH 6.8), 50 ul de extracto enzimético y 5 mM &cido glicdlico que fue
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utilizado para iniciar la reaccion. La actividad GO fue determinada mediante la

formacion de glioxilato-fenilhidrazina a 340 nm.

11.2.2.2.4.4. Glutamato:glioxilato aminotransferasa, serina:glioxilato

aminotransferasa e hidroxipiruvato reductasa

Para la extraccion de las enzimas GGAT, SGAT y HR hojas de lechuga fueron
homogenizadas en un buffer 100 mM Tris-HCI (pH 7.3) con 0.1% Triton X-100 y
10 mM DTT. ElI homogenado resultante fue centrifugado a 10.000 rpm durante
10 min y utilizado para el ensayo de las actividades enzimaticas (Hoder y Rej,

1983).

La actividad GGAT fue cuantificada mediante la reduccién de 2-oxoglutarato
por NADH en una reaccion realizada por la enzima GDH. La mezcla de
reaccion del ensayo esta compuesta por 100 mM Tris-HCI (pH 7.3), 20 mM
glutamato, 1 mM glioxilato, 0.18 mM NADH, 0.11 mM piridoxal-5-fosfato, 83
mM NH4Cl y 0.3 U GDH, todo ello en un volumen final de 0.6 mL (Igarashi et

al., 2006).

La actividad SGAT fue medida por la tasa de formacion de glicina a partir de
glioxilato. La mezcla de reaccion de 6 mL de volumen final consistia en 100 mM
Tris-HCI (pH 7.3), 5 mM serina, 1 mM glioxilato, 0.11 mM piridoxal-5-fosfato, 83

mM NH4CIl y 0.3 U GDH. Transcurridos 20 min de incubacion la reaccion fue
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parada por la adicion de etanol y el calentamiento de la mezcla a 80°C (Yemm

y Cocking, 1955).

La actividad HR fue analizada mediante la oxidacion de NADH a 340 nm,
siendo la mezcla de reaccién 100 mM Tris-HCI (pH 7.3), 5 mM hidroxipiruvato y

0.18 mM NADH (lgarashi et al., 2006).

11.2.2.2.4.5. Catalasa

La actividad CAT se determin6 midiendo el consumo de H,0; a 240 nm durante
5 min a 25°C (Nakano y Asada, 1981; Rao et al., 1997). La mezcla de reaccion
(3 mL) estaba compuesta por 25 mM de buffer Tris-acetato (pH 7.0), 0.8 mM

EDTA-Na y 20 mM de H,0O; y extracto enzimatico.

[1.2.3. Resultados y discusién

11.2.3.1. Produccién de NH,": Reduccion del NOs y fotorrespiracion.

El N es el elemento mas abundante en los tejidos vegetales representado el
2% del peso seco de la planta. Este puede pasar a la cadena trofica en forma
de NOs” y NH," mayoritariamente (Miller y Cramer, 2004), siendo factores que
afectan en gran medida a la calidad, crecimiento y desarrollo de las plantas de
lechuga (Abu-Rayyan et al., 2004; Niu et al., 2007). En la tabla 1 podemos

observar que ante la aplicaciéon de |, el cultivo se comporta de manera diferente
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dependiendo de la forma empleada. Los tratamientos con I a dosis iguales o
superiores a 20 uM producen una disminucién en la concentracion de NOj'.
Este hecho, puede suponer una mejora de la calidad nutricional de las plantas
a través de la disminucidn de su ingesta, especialmente si se consumen de
forma habitual vegetales que tienen tendencia a acumular grandes cantidades
de este nutriente, como es el caso de la lechuga. Por otra parte, la aplicacion
de 103 no presentd ningun efecto sobre la acumulacion foliar de NO3™ por lo
que su aplicacidon no produjo ninguna variacion en la calidad de estas plantas

respecto a los tratamientos control.

Uno de los mayores limitantes en la asimilacion de NOj3 es la actividad NR.
Esta enzima se localiza en el citosol y esta regulada por diversos factores como
luz/oscuridad, concentracion de NOsz y productos finales de asimilacion
(Mackintosh y Meek, 2001; Miller y Cramer, 2004). Una vez llevada a cabo su
funcién catalitica y formado el NO,", que es muy téxico para las plantas, actia
la NiR dando lugar a la formacién de NH,;". Esta enzima se localiza en el
estroma del cloroplasto y su regulacibn es muy similar a la de la NR,
interviniendo ademas los productos finales glutamina y asparragina (Vicentz et

al., 1993).
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Tabla 1. Respuesta de la reduccién de NO; y concentracion de NH," en hojas de

plantas lechuga sometidas a diferentes dosis y formas de yodo.

NOg NR NiR NH,"
Tratamientos I [OFY I [OFY I [OFY I [0F)
Dosis (UM)
0 89.2 89.2 16.3 16.3 1.62 1.62 2.31 2.31
20 58.0 81.6 12.9 29.5 1.45 3.71 2.07 2.05
40 56.7 88.2 9.71 24.7 1.06 3.34 2.23 2.19
80 52.0 93.1 9.31 24.3 1.44 3.43 2.26 2.29
P-valor ok NS * *x NS NS NS NS
LSD 4.89 10.9 6.46 3.52 1.95 2.68 0.29 0.28

Analisis de varianza

Dosis (D) ok * NS NS
Formas (F) rkk rkk * NS
D X F *k%k *% * NS
LSD 5.53 3.38 1.52 0.19

Concentraciones de NOs y NH," expresadas en mg g™ PS; Actividad nitrato reductasa
(NR) expresada como mM NO, mg prot® min™; Actividad nitrito reductasa (NiR)
expresada como mM NO, mg prot™* min™.

Los niveles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
< 0.05 (*), P < 0.01 (**) y P < 0.001(***).

Los andlisis foliares mostraron que los tratamientos a dosis iguales o
superiores a 40 uM de I disminuyeron de forma significativa la actividad NR
(Tabla 1). En cambio, la aplicacién de 103" produjo un comportamiento inverso
en el cultivo, incrementando la actividad NR de todos los tratamientos
empleados en nuestra experiencia, especialmente en 20 uM, (Tabla 1). Por otra
parte, la actividad NiR no se vio afectada por la aplicacion de yodo (Tabla 1).
La aplicacion de I segun nuestros resultados podria estar generando una
disminucién en la absorcion de NO3™ ya que disminuye tanto la concentracion
de este anién como la actividad NR, sobre todo en los tratamientos con 80 uM
(Tabla 1). Por el contrario, los tratamientos con 103 inducen una mayor

reduccion de los NO3™ debido a un incremento de la actividad NR (Tabla 1),

aunque tal hecho no se ve reflejado en la concentracion foliar de este anion ya
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que permanece constante. Esto se podria deber a que el 103" también podria
inducir una mayor absorcion de NOs, lo cual estimula la actividad NR y por lo
tanto su utilizacion. De este modo se podria explicar por qué los niveles de
NO3s en los distintos tratamientos con 103" son similares a los de las plantas
control (Tabla 1). Asimismo, la enzima NiR no se ve afectada por ninguno de
los tratamientos debido posiblemente a que se trata de una enzima constitutiva
que modifica su grado de expresion dependiendo de los niveles de NOy

existentes en el medio (Heldt, 2005).

En general, las plantas no tienden a acumular grandes cantidades de NH,", ya
gue puede provocar sintomas de toxicidad como clorosis de las hojas maduras,
enrollamiento de los bordes y aparicion de zonas necroticas. Estos sintomas
posiblemente son debidos a problemas con el balance del pH, desajuste de la
relacion cation:anion y/o agotamiento de la energia debido al eflujo del i6n (Lea
y Acebedo, 2006). En esta experiencia se observo que la aplicacién de yodo no
tuvo efecto significativo sobre la concentracion foliar de NH4" de las plantas de

lechuga (Tabla 1).

El NH4" no s6lo procede de la reduccion del NOs', también es generado cuando
existen elevadas tasas de fotorrespiracion debido a la oxidacidén de la glicina
(Hirel et al., 2007). Para ello, en primer lugar actia la GO formando glioxilato.
En este paso los electrones son transferidos al O, dando lugar a la formacion
de H,0O, que posteriormente sera detoxificado por la CAT. En nuestra

experiencia la actividad GO tan sélo se vio afectada en plantas tratadas con 20
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UM de 103, observandose un incremento significativo respecto a las plantas
control (Tabla 2.). Sin embargo, la actividad CAT incrementd de forma
significativa tras la aplicacion de ambas formas de yodo para todos los
tratamientos, siendo ligeramente mayor al aplicar 80 uM de 103" (Tabla 2). El
incremento de la actividad CAT sin que exista incremento de la actividad GO
tras la aplicacion de I, puede ser debido a que H,O; se esta continuamente
generando durante el crecimiento normal de las plantas. Este compuesto se
obtiene por ejemplo, en el proceso de transporte de electrones durante la
fotosintesis y respiracion, en la conversiéon de acidos grasos a succinato e
incluso formado espontaneamente por las especies reactivas de oxigeno

(ROS) O, y HO; (Blokhina et al., 2003; Laloi et al., 2004; Li et al., 2009).

Tabla 2. Respuesta de algunas enzimas de la fotorrespiracion en hojas de plantas de

lechuga sometidas a diferentes dosis y formas de yodo.

GO CAT GGAT SGAT HR
Tratamientos I’ e}y I e}y I 105 I’ e}y I 105
Dosis (UM)
0 140 140 0.015 0.015 0.17 0.17 695 695 537 537
20 10.9 189 0.037 0.027 0.20 0.22 65.6 725 28.7 525
40 12.0 121 0.026 0.027 059 0.44 65.7 655 384 53.2
80 13.1 141 0.027 0.051 042 034 649 70.6 451 614
P-Va|0r NS *%k% * *% *%k% * NS NS *%k% *%
LSD 3.12 193 0,010 0,009 0.14 0.15 10.2 6.24 8.23 355

Analisis de varianza

DOSIS (D) *%k% *%k% *%k% NS *%k%k
Formas (F) rrk NS NS NS rkk
D X F k%% *%* * NS *k%k
LSD 1.06 0.007 0.09 5.50 4.12

Actividades glicolato oxidasa (GO), catalase (CAT), glutamato:glioxylato
aminotransferasa (GGAT) e hidroxypiruvato resuctasa (HR) fueron expresadas como A
D.O. mint mg prot’; Actividad serina:glioxylato aminotransferasa (SGAT) fue
expresada como pM gly mg prot™ seg™.
Los niveles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
<0.05 (*), P<0.01 (**) y P <0.001(***).
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La GGAT es la enzima encargada de la formacion de Gly, aminoacido que
posteriormente es oxidado en la membrana interna de la mitocondria
produciendo la liberacion de CO,, grandes cantidades de NH,;' y Ser. Se ha
observado que existe una elevada relacion directamente proporcional muy
estrecha entre la cantidad de Ser y la actividad GGAT, siendo esta relacion
mas significativa que con la Gly a pesar de ser su producto final directo
(Igarashi et al., 2006). Como se muestra en la Tabla 2 la aplicacion de ambas
formas de yodo a dosis iguales o superiores a 40 uM genera un incremento de
la actividad GGAT. De forma paralela, la aplicacion de yodo a dosis iguales o
superiores a 40 uM produjo un incremento de la Ser 3 veces superior respecto

a las plantas control (Fig. 1, P< 0.001).

— —-o— — |- Treatments —a— 103- Treatments

log ser Concentration
N
L

lodine Concentration (UM )

Figura 1. Niveles de Ser en hojas de plantas de lechuga sometidas a diferentes dosis

y formas de yodo.

La SGAT es una enzima que se encuentra “en exceso” bajo condiciones
normales de crecimiento por lo que puede ejercer un control apreciable sobre la

fotorespiracion bajo condiciones de estrés (Wingler et al.,, 2000). El
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hidroxipiruvato formado tras su accion es transformado por la HR en acido
glicérico que entrara a formar parte del Ciclo de Calvin como acido 3
fosfoglicérico, completandose asi el ciclo de la oxidacion fotorespiratoria del
carbono. Los datos de nuestra investigacion mostraron que la aplicacion de
yodo no tuvo efecto significativo sobre la actividad SGAT respecto a las plantas
control (Tabla 2). Por el contrario, los tratamientos con I" produjeron una
disminucién de la actividad HR (Tabla 2), mientras que la aplicacion de 80 uM
de 103" produjo una estimulacion de esta actividad enzimatica, y por lo tanto de

la formacion de acido glicérico (Tabla 2).

11.2.3.2. Incorporacién de NH4" y productos de asimilacion.

Durante el crecimiento y desarrollo vegetal el N se moviliza entre distintos
metabolitos, e incluso entre diferentes 6rganos y es transportado por un
namero limitado de compuestos de transporte. La GS constituye la principal via
de asimilacion y reasimilacion de NH,". Esta enzima muestra una elevada
afinidad por este cation por lo que lo incorpora de forma muy eficiente a
compuestos organicos (Miflin y Habash, 2002). La reaccion catalizada por la
GS es dependiente de la disponibilidad de glutamato. La transferencia del
grupo amida a esqueletos carbonados para producir glutamato la lleva a cabo
la GOGAT, enzima se encuentra en estrecha relacion con el metabolismo del
carbono a través del a-cetoglutarato (Hodges, 2002). En esta experiencia tanto
los tratamientos con I" como los tratamientos con |O3” produjeron un incremento

significativo de la actividad GS (Tabla 3). Respecto a la actividad GOGAT se
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observé que la aplicacion de yodo no tuvo efecto significativo sobre esta
enzima (Tabla 3). En el caso de los tratamientos con 103, la induccion de la GS
puede explicar que a pesar de la elevada actividad de la via de reduccion de
los NO3z y la fotorrespiracion, (Tablas 1 y 2) no se produzca un incremento en
la concentracion de NH;" (Tabla 1), ya que este cation esta siendo retirado e
incorporado a glutamato via GS/GOGAT. Ademas se ha comprobado que
plantas con una elevada actividad GS son mas tolerantes al NH;" (Cruz et al.,

2006).

Tabla 3. Respuesta de las enzimas responsables de la asimilacion de NH," en hojas

de lechuga sometidas a diferentes dosis y formas de yodo.

GS GOGAT AAT
Tratamientos I’ e}y I’ 105 I 105
Dosis (UM)
0 16.3 16.3 4.66 4.66 1.35 1.35
20 28.2 18.3 3.42 3.62 2.95 3.36
40 27.9 19.1 5.49 3.63 4.56 2.28
80 24.5 20.0 6.50 5.89 7.58 1.78
P-valor * *x NS NS Fxk *x
LSD 5.90 1.10 3.51 2.56 0.57 0.77

Analisis de varianza

Dosis (D) Fxk NS Fxk
Formas (F) *hk NS *rk
D X F *% NS *kk
LSD 2.88 1.99 0.44

Actividad glutamina sintetasa (GS) expresada comos UM glutamilhidroxamato mg prot
- Actividad glutamato sintasa (GOGAT) y aspartato aminotransferasa (AAT)
expresadas como A D.O. min™ mg prot™.

Los niveles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
<0.05 (*), P <0.01 (**) y P < 0.001(***).

La disponibilidad de esqueletos carbonados en forma de a-cetoglutarato es
imprescindible para garantizar la asimilacion de NH;" y el correcto

funcionamiento de la GOGAT. Este a-cetoglutarato procede principalmente de
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la respiracion de los azucares y las reacciones de transaminacion de los
aminoacidos (Hodges, 2002). Nuestros analisis indicaron que la concentracion
de a-cetoglutarato fue de 2 a 3 veces superior respecto a las plantas control
(Fig. 2, P< 0.001) en los tratamientos 40 uM y 80 uM de I'. Sin embargo, para
todos los tratamientos con 103" esta concentracion era 2-3 veces superior a las

plantas control (Fig. 2, P< 0.001).

— -0 — |- Treatments —a—103- Treatments

log a-ketoglutaric acid
Concentration
=
(6)]
Il

0,5 1 2 3 4

lodine Concentration (nM)

Figura 2. Niveles de a-cetoglutarato en hojas de plantas de lechuga sometidas a

diferentes dosis y formas de yodo.

El a-cetoglutarato es producido en numerosos compartimentos celulares y es
transportado al interior del cloroplasto para incorporarse al ciclo GS/IGOGAT
mediante un antiporte con malato (Hodges, 2002). Los datos mostraron que los
tratamientos iguales o superiores a 40 UM de | poseian una concentracion de
malato 4 veces mayor respecto a las plantas control (Fig. 3, P< 0.001).
Ademas, todos los tratamientos con 103" mostraron una concentracion 4 veces

superior a los tratamientos control (Fig. 3, P< 0.001). En definitiva, podemos
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observar que existe un incremento paralelo de malato y a-cetoglutarato para

todos los tratamientos con yodo examinados.

— —o— — |- Treatments —a— 103- Treatments

I

0 20 40 80

log malate Concentration
N
L

lodine Concentration (nM)

Figura 3. Niveles de malato en hojas de plantas de lechuga sometidas a diferentes

dosis y formas de yodo.

Por otra parte, la AAT cataliza la transformacion de glutamato y oxalacetato en
aspartato y a-cetoglutarato, por lo que ademas de generar aminoacidos de
transporte para removilizar el N también es una fuente de esqueletos
carbonados para el ciclo GS/GOGAT. Para todos los tratamientos con I se
produjo un incremento significativo de la actividad AAT que fue mucho mas
acentuado en la dosis 80 uM (Tabla 3). Por otra parte, los tratamientos con 103’
también produjeron un incremento de esta actividad enzimatica cuando la dosis

aplicada fue de 20 uM (Tabla 3).

La GDH cataliza la reaccion reversible en la cual el a-cetoglutarato y el NH,4"

pueden originar glutamato o este puede ser reciclado a sus dos moléculas
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constituyentes. Ha sido descrita como una enzima que confiere resistencia
frente a distintos tipos de estrés, ademas es particularmente activa en
presencia de grandes cantidades de NH,;" en la célula (Cruz et al., 2006). La
actividad GDH tuvo un comportamiento inverso dependiente de la forma de |
aplicada. Asi, los tratamientos con I” produjeron un incremento de la actividad
GDH, observandose el valor mas elevado en la dosis 80 uM (Fig. 4, P< 0.001).
Sin embargo, los tratamientos con 103 mostraron una disminucion de la
actividad GDH en dosis iguales o superiores a 40 uM (Fig. 4, P< 0.01). En este
caso el incremento de la actividad GDH coincide con la aplicacion de I', que es
la forma quimica del | mas biodisponible y fitotoxica para las plantas, por lo que

en cierto modo podria corroborarse su papel protector frente al estres.

70 4 —— K| KO,
B0+ LSD=5.80 LSD=3.97
a0 4
40 +
30+
20 A
10 +

D D.0. min " mg prot!

IC applied

Figura 4. Actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) en hojas de plantas de lechuga

sometidas a diferentes dosis y formas de yodo.

El resultado de la incorporacion de NH,* se puede cuantificar con el analisis
del N orgéanico, ya que esta forma es generalmente producto de la asimilacion

de los NO3 vy lo conforman principalmente aminoacidos y proteinas
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estructurales, funcionales y de almacenamiento. Ademas de este parametro, el
N total esta constituido por la suma de los NO3 y N organico y es considerado
un parametro determinante para conocer el estatus nutricional de N de las
plantas (Ruiz y Romero 1999). Los tratamientos con | produjeron una
disminucién significativa Unicamente cuando los tratamientos aplicados fueron
iguales o superiores a 40 uM de I’ (Fig. 5, P< 0.05). Del mismo modo, el N total
sufrid una reduccion significativa cuando el tratamiento aplicado fue I, aunque
en este caso esta disminucién se produjo para todas las dosis aplicadas y
encontrdndose el minimo valor en la dosis 80 uM de I’ (Fig. 5, P< 0.001). Sin
embargo, ni el N organico ni el N total se vieron afectados por la aplicacion de
103" (Fig. 6, P> 0.05). Que el N total disminuya a lo largo de todos los
tratamientos con I ya que se ha de tener en cuenta que la concentracion de
NOs disminuyé de forma paralela al N total y que este parametro es el

resultado de la suma de las formas organicas e inorganicas del N.

E== arganic M —s—total M

40 ~ T 140

35 - T 120
Bl g
= 20 T 1% %
= 15 150 £

10 - + 40

5 + 20

a . . . 0

a 20 40 a0
Kl applied

Figura 5. Concentraciones de N organico y total en hojas de plantas de lechuga

sometidas a diferentes dosis de I'.
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E== arganic N —e—total M
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Figura 6. Concentraciones de N organico y total en hojas de plantas de lechuga

sometidas a diferentes dosis de 105

Generalmente los compuestos nitrogenados de alto y bajo peso molecular,
como los aminoéacidos y las proteinas son el principal producto de la
asimilacion de NOj3 (Barneix y Causin, 1996), aunque para ser mas precisos,
estos compuestos son el resultado de la asimilacion de NH4", sea cual sea el
proceso metabolico del que procede la fuente nitrogenada. La concentracion de
aminoacidos no se vio afectada por la aplicacién de | (Tabla 4). No obstante, la
concentracion de proteinas sufrié un incremento significativo nicamente en los

tratamientos con 103", alcanzando su maximo valor en la dosis 80 uM (Tabla 4).
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Tabla 4. Concentracion de aminodcidos y proteinas solubles en hojas de plantas de

lechuga sometidas a diferentes dosis y formas de yodo.

Aminoacidos Proteinas
Tratamientos I’ [oFY I 105
Dosis (UM)
0 0.25 0.25 9.35 9.35
20 0.28 0.25 9.50 10.8
40 0.23 0.22 9.11 10.6
80 0.25 0.28 9.76 13.8
P-valor NS. NS NS Fkk
LSD 0.03 0.03 0.54 1.24

Analisis de varianza

Dosis (D) * *rx
Formas (F) NS *rk
DxF NS ok
LSD 0.02 0.44

Concentracién de aminoécidos y proteinas solubles expresada como mg g™ PF.
Los niveles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
< 0.05 (*), P <0.01 (**) y P < 0.001(***).

El efecto del yodo en las plantas depende en gran medida de la especie
vegetal (Ehling 1928). En este caso, la aplicacion de I puede estar generando
un efecto fitotoxico sobre el crecimiento de nuestras plantas, que puede ser
debido a un exceso de acumulacion de este elemento traza en la parte aérea
(ver Bloque I, Fig. 1), puesto que el yodo puede sufrir una oxidacién intracelular
a I, lo cual puede inhibir el proceso fotosintético (Mynet y Wain 1973). Ante
esta situacion de estrés que se produce especialmente en los tratamientos con
80 puM de I, la planta de lechuga puede estar respondiendo con una
remobilizacion de aminoacidos hacia las partes jovenes, como indica el
incremento de la actividad AAT (Tabla 3). Estos aminoacidos de transporte
posteriormente son vertidos al floema, lo que explicaria la no existencia de un
incremento de la concentracion de aminoacidos en las hojas maduras

analizadas en nuestra experiencia (Tabla 4). Asimismo, los tratamientos con I,
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especialmente en las dosis 80 uM, produjeron una reduccidon de la
concentracion de N organico (Fig. 5) que tampoco se vio reflejada en una
disminucién de proteinas (Tabla 4). Este hecho puede ser debido a que la
fuente nitrogenada para la sintesis de estos aminoacidos no procede de la
degradacion de proteinas, sino que puede proceder de la fotorrespiracion, a
través del incremento de la actividad GGAT (Tabla 2), o incluso de la actividad
GDH (Fig. 4). El NH4" generado por estas vias metabdlicas seria rapidamente
asimilado gracias al incremento de la actividad GS que sufren estas plantas
(Tabla 3). Ademas, la disminucion de la actividad HR estd impidiendo la
incorporacion de esqueletos carbonados procedentes de la fotorrespiracion al
ciclo de Calvin, lo que junto con la inhibiciébn de la actividad NR podrian ser
algunas de las causas por la que el I' ejerce su efecto fitotoxico sobre las

plantas.

En cuanto a la aplicacion de 103", esta forma quimica produce un incremento de
la biomasa (ver Bloque |, Tabla 1), debido en parte a que esta forma quimica
no afecta al estatus nitrogenado del cultivo (NO3’, N organico y total) (Tabla 1y
Fig. 6). Al mismo tiempo, se produce un incremento de la via de reduccion de
los NOj3 (Tabla 1) y un ligero incremento de la actividad GGAT (Tabla 2)
acompafado de una disminucién de la GDH (Fig. 4). En consecuencia se
genera una gran cantidad de NH;  que es rapidamente incorporado a una
molécula de glutamato por la GS, evitandose asi una acumulacion excesiva de
este cation (Tabla 1). Esta elevada asimilacién de amonio puede estar siendo

derivada tanto a la sintesis de aminoacidos de transporte hacia las pares
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jovenes (en 20 y 40 uM 103 (Tabla 3) como a la sintesis de proteinas en hojas
maduras, especialmente en 80 uM 103°, como queda reflejado en los datos de
nuestra experiencia (Tabla 4). Ademas, los tratamientos con IO3" incrementaron
la actividad HR (Tabla 2), permitiendo un correcto estado fisiologico vegetal. De
este modo se ve reforzada la posibilidad de considerar la HR como un posible

punto sensible a la aplicacion de |.

En conclusién, la aplicacion de cada una de las formas de yodo utilizadas en
este experimento produce un comportamiento diferencial del cultivo. La
aplicacion de I" a dosis iguales o inferiores a 40 uM produce una inhibicién de la
absorcion de NOj3™ sin que se vea afectada la produccion de biomasa. Este
hecho puede suponer un incremento de la calidad nutricional de las plantas de
lechuga, ya que de esta forma se reduciria la ingesta de NOj3 a través del
consumo de este vegetal. Asimismo, la aplicacion de 80 uM de I provoca un
estrés en la planta que en este caso, queda reflejado en la disminucién de la
biomasa (ver Bloque I, Tabla 1) y en general, del estatus nitrogenado de la
planta. Este hecho es debido al grave efecto fitotoxico que esta dosis ejerce
sobre las plantas de lechuga, debido fundamentalmente a una disminucién de
la actividad NR y HR. Por otra parte, la aplicaciéon de 103 dio como resultado
una mayor produccién de la parte comestible, a través de la estimulacion de la
actividad NR, especialmente en 20 uM, y del incremento del ciclo GS/GOGAT,
principalmente a dosis iguales o superiores a 40 uM. Ademas, la aplicacion de
esta forma de yodo produce un incremento y una optimizacién del proceso

foterrespiratorio. Finalmente, esta situacion puede resultar interesante desde el
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punto de vista agrondmico, ya que se podria reducir el aporte de fertilizantes
nitrogenados y en consecuencia se abaratarian costes economicos derivados

de la aplicacion en exceso de este tipo de fertilizantes.
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BLoQUE IT CAPiTULO 3

INFLUENCIA DE LA BIOFORTIFICACION CON YODO SOBRE LA EFICIENCIA EN EL USO DE

NITROGENO DE PLANTAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L. VAR. LONGIFOLIA)

11.3.1. Introduccién

La agricultura juega un papel fundamental en la nutricion humana ya que es la
principal fuente de todos los nutrientes requeridos para el mantenimiento de un
buen estado de salud. Por otra parte, la agricultura se encuentra dominada por
la produccion, ya que en las ultimas décadas se ha experimentado una rapida
explosion demografica que ha generado una creciente necesidad de
incrementar los productos vegetales destinados al consumo humano. Todo ello
ha de hacerse sin que haya una expansiéon de los terrenos de cultivo, pues en
la actualidad la agricultura ocupa la mayoria de los terrenos fértiles de la tierra
y usa gran parte de los recursos como agua Y fertilizantes necesarios para su
mantenimiento (Lawlor, 2002; Kmiecik et al., 2004). Esta gran demanda de
productos vegetales ha generado una situacion en la que la aplicacién en
exceso de los fertilizantes se ha convertido en una practica agrondémica
habitual, especialmente en el caso de los fertilizantes nitrogenados debido al
papel fundamental que juega este elemento en la produccion de biomasa (Lea

y Azevedo, 2006).

El nitrégeno (N) es un factor determinante en la produccion de los cultivos,

siendo esta totalmente dependiente de la cantidad de elemento disponible en
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el medio (Lea y Azevedo, 2006). Este nutriente lo podemos encontrar bajo
distintas formas entre las que se incluyen el nitrato (NO3), amonio (NH4") y
nitrdgeno organico, siendo las mas absorbidas por las plantas y por tanto mas

usadas en la agricultura, sus formas inorganicas (von Wiren et al., 1997).

El NO3™ es absorbido por la raiz de las plantas, translocado a la parte aérea
mediante la corriente de transpiracion, almacenado en la vacuola y/o
transformado en productos de asimilacion como aminoacidos y proteinas que
son requeridos para la sintesis de biomasa. Sin embargo, su acumulacion foliar
puede ser un problema para los cultivos lo cual se produce cuando tanto la
aplicacion como la capacidad de absorcion de NOs; excede la demanda
requerida para el crecimiento vegetal (Ruiz y Romero 1999; Prasad y Chetty,
2008). Asimismo, existen numerosos factores que afectan a esta acumulacion
como son la textura del suelo, tipo de fertilizante y época de fertilizacion, tiempo
de duracion e intensidad de la luz, estacion del cultivo y especie vegetal

Escobar-Gutierrez et al., 2002; Pavlou et al., 2007).

Debido a que la agricultura se ha visto dominada por la produccién y dado el
papel decisivo del N en este aspecto, el uso ineficiente de fertilizantes
nitrogenados se ha incrementado notablemente en las dltimas décadas
generandose asi una situacion grave de contaminacion ambiental (Gastal y
Lemaire, 2002; Hirel et al., 2007). El impacto mas frecuente generado por un
mal uso de los fertilizantes nitrogenados es el lixiviado de los NO3™ a acuiferos

subterraneos, lo cual provoca una eutrofizacién de ecosistemas dulceacuicolas
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y marinos. Ademas, se generan oxidos de nitrdgeno gaseosos que pueden
alcanzar la troposfera y reaccionar con el ozono produciéndose emisiones

toxicas de amonio (London, 2005; Beman et al., 2005).

Por otra parte, el NO3" también supone un riesgo para la salud humana ya que
al ser ingerido es transformado rapidamente en nitrito y compuestos N-nitrosos.
Estas formas son toxicas y pueden generar graves patologias como la
methaemoglobinemia o sindrome del bebé azul o como un incremento del
riesgo de padecer cancer al transformarse los nitritos en nitrosaminas
(Mensinga et al., 2003). Del mismo modo, también se ha descrito una
interferencia entre el NO3 y la absorcion de yodo por parte del tiroides
produciéndose una hipertrofia de esta glandula y por tanto una disfuncién

hormonal (Van Manen et al., 1994).

Estos riesgos se ven acentuados si tenemos en cuenta que los vegetales
Unicamente son capaces de convertir en producto destinado al consumo
humano ente el 30-40% del nitrégeno aplicado (Raun y Johnson, 1999),
produciéndose posteriormente una acumulacion de este anidn principalmente
en las hojas afectando a la calidad nutricional de los cultivos (Santamaria et al.,

1999).

Podemos encontrar un gran numero de especies vegetales que poseen
tendencia a acumular grandes cantidades de NO3z como es el caso de la

lechuga, espinacas, acelgas entre otros (MAFF 1998). La lechuga es el primer
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productor internacional cultivado y comercializado para la produccion de
ensaladas (Abu-Rayyan et al., 2004) por lo que su contenido en NOj3 esta
estrechamente regulado por la ley. EI comité para la alimentacion y agricultura
de la Union Europea (“Joint Expert Committee of the Food and Agriculture”
(JECFA) and the European Commission’s Scientific Committee on Food (SCF))
han determinado una cantidad aceptable de ingesta de NO3 de 0-3.7 mg kg™
de pedo corporal por dia (Speijers y van den Brandt, 2003). Por otro lado, la
Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos de America (EPA) ha
estimado una dosis limite de referencia para el NOs de 7.0 mg NO5 kg™ de

peso corporal por dia (Mensinga et al., 2003).

Ademas de la contaminacion ambiental por NO3™ y el riesgo que su exceso
supone para la salud humana, hemos de afadir el coste econémico que
supone el uso de los fertilizantes nitrogenados. Una forma de paliar todos estos
inconvenientes es el uso de cultivares con una elevada eficiencia en el uso del
nitrégeno (NUE). Al mismo tiempo la utilizacion de estos cultivares tiene un
elevado interés comercial, ya que pueden generar una mayor produccion bien
con un menor aporte de N o bien en medios de cultivo donde este elemento
sea limitante (Svec€njak y Rengel, 2006). EI NUE se define como la produccién
del product cosechable (biomasa)/ disponibilidad del N en el suelo (o aplicacién
de N al suelo). EI NUE es dividido en dos procesos: eficiencia de absorcion,
definida como la habilidad de la planta en tomar N del suelo, y eficiencia en la
utilizacién, que es la habilidad de la planta en transferir el N a la parte aérea

(Lea y Azevedo, 2006; Ruiz et al., 2006).
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A pesar de la efectividad que muestran los programas de biofortificaciéon con
yodo (Cao et al., 1994; Zhu et al., 2003; Blasco et al., 2008), ninguno de los
trabajos disponibles en la bibliografia analizan si este elemento traza influye
sobre los procesos fisioldgicos basicos de la plantas, maxime cuando existen
evidencias de que la aplicacibn en exceso de este elemento provoca
fitotoxicidad en plantas (Zhu et al., 2003; Blasco et al., 2008). En definitiva, y
debido a que tanto la absorcién como la utilizacion del N estan determinadas
por procesos fisiologicos y bioquimicos de las plantas (Lawlor, 2002; Gastal y
Lemaire, 2002), el objetivo de este trabajo fue comprobar si el NUE se ve

afectado por la aplicacion de diferentes dosis y formas de yodo.

[1.3.2. Material y Métodos

Tanto las condiciones de cultivo, los tratamientos, disefio experimental y

analisis estadistico son iguales a los descritos en el Bloque I.

11.3.2.1. Muestreo del Material Vegetal

Raices y parte aérea de plantas de lechuga fueron muestreadas a los 66 dias
después de la germinacion de las plantas. Una parte de este material vegetal
tras cuantificar el peso fresco (PF) fue secado mediante liofilizacion para

calcular el peso seco (PS) y la concentraciéon de NO3" y N organico.
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11.3.2.2. Andlisis del Material Vegetal

[1.3.2.2.1. Parametros de eficiencia en el uso del nitrégeno

[1.3.2.2.3.1. Acumulacion total de N (TNA)

El TNA se calcul6 usando la concentracion de N total (TNC) y el peso seco total

de las hojas, mediante la formula: TNA = TNC x ps foliar (Sorgona et al., 2006).

11.3.2.2.3.2. Eficiencia en la absorcion de N (NUpE)

El NupE se calculé mediante la siguiente férmula: NupE = TNA / PS radicular

(Siddiqui y Glass, 1981).

11.3.2.2.3.3. Eficiencia en la utilizacion del N (NUtE)

El NUtE se calcul6 mediante la siguiente ecuacion: NUtE = PS parte aérea /

TNA (Elliot y Lauchli, 1985).

[1.3.3. Resultados y discusion

Aunque factores como la temperatura y intensidad de luz afectan tanto al
crecimiento y desarrollo como a la calidad de la lechuga, el N es el elemento

determinante en la produccion vegetal (Abu-Rayyan et al., 2004; Niu et al.,
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2007). Por ello, la determinacion de la concentracion de NOs', N organico y N
total son medidas frecuentes para precisar si es necesaria la aplicacion de
fertilizantes nitrogenados ya que estan estrechamente relacionadas con los

requerimientos fisiologicos de las plantas (Lawlor, 2002).

El NO3™ es un nutriente esencial para el crecimiento de las plantas puesto que
interviene en la sintesis de proteinas para la formacién de material vegetal y en
el mantenimiento del potencial osmotico celular (Seginer, 2003). Sin embargo,
su acumulacion excesiva puede ser un grave problema desde un punto de vista
nutricional especialmente en cultivos como la lechuga. Asi, el nivel maximo
permitido para que sea permitida la comercializacion de las plantas de lechuga
es de 4500 mg kg™ PF (Santamaria, 2006). En nuestro trabajo observamos que
independientemente de los tratamientos aplicados de yodo la concentracion
foliar de NO3™ no supero el limite permitido de 4500 mg kg™ PF (ver Bloque I,
Capitulo 2 Tabla 1). En cuanto al efecto de los tratamientos encontramos que la
aplicaciébn de |I' a dosis iguales o superiores a 40 uM dio lugar a una
disminucién de los niveles foliar de NOg3™ respecto a las plantas control (ver
Bloque Il, Capitulo 2 Tabla 1), mientras que los tratamientos con 103 no
produjeron alteraciones significativas en la concentracion foliar de este

nutriente respecto a plantas control (ver Bloque I, Capitulo 2 Tabla 1).

Por otra parte, el N organico es generalmente producto de la asimilacion de los
NO3; y lo conforman principalmente amino&cidos y proteinas estructurales,

funcionales y de almacenamiento. En udltimo lugar, como el nitr6geno total
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(TNC) lo componen la suma de las formas organicas e inorganicas del N es un
parametro determinante para conocer el estatus nutricional de las plantas (Ruiz
y Romero, 1999). Nuestros resultados nos muestran diferencias significativas
disminuyéndose la concentracion de N organico y de TNC a dosis iguales o
superiores a 40 uM de I" (ver Bloque II, Capitulo 2 Figs. 5y 6). Sin embargo, y
como ocurria en el caso de los NOg3', los tratamientos con 103" no mostraron
diferencias significativas respecto a las plantas control ni en la concentracién

de N organico ni en el TNC (ver Bloque Il, Capitulo 2 Figs. 5y 6).

A la luz de los datos obtenidos, podemos advertir un efecto diferencial del yodo
dependiente de la forma en la que se aplique. De este modo, los tratamientos
con | parecen producir un bloqueo en la absorcién de NO3 afectando tanto al
N organico como al TNC, mientras que los tratamientos con |03 parecen no
afectar a la concentracidon de las distintas formas nitrogenadas de las plantas.
Un incremento en la produccion con un menor aporte de N puede lograrse a
través del empleo de vegetales que posean un uso de este elemento
optimizado. Para realizar con mayor exactitud la seleccidon de cultivares mas
eficientes se ha de tener en cuenta que la eficiencia en el uso de nutrientes
puede ser definida (i) en términos agronémicos, como la produccion total de
biomasa por unidad de nutriente aplicado al medio, (i) y en términos
fisiolégicos, como la produccion total de biomasa por unidad de nutriente
absorbido, (iii) y en términos de eficiencia de absorcion, como la cantidad de
nutriente absorbida por biomasa o longitud radicular (Elliot y Lauchli, 1985;

Balingar et al., 1990). Con el fin de estudiar el efecto de la aplicaciéon de yodo
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sobre el NUE en nuestro estudio analizamos los parametros TNA, NUpE y
NULE (Tabla 1), que son utilizados de forma general en este tipo de trabajos
(Balingar et al., 1990; Ruiz y Romero, 1999; Ruiz et al., 2006; Sorgona et al.,

2006).

Tabla 1. Influencia de la distintas dosis y formas de yodo sobre algunos indicadores

del NUE de plantas de lechuga.

TNA NUpE NULE
Tratamientos I’ e}y I’ 105 I 105
Dosis (UM)
0 380.4 380.4 798.5 798.3 0.024 0.024
20 260.5 451.3 737.3 1124.3 0.031 0.031
40 262.6 454 .4 710.7 1174.5 0.033 0.027
80 192.1 450.6 519.5 1185.6 0.028 0.025
P-Va|0l’ *k%k *% *% *% *kk *k%k
LSD 38.0 40.5 70.6 144.1 0.02 0.01

Analisis de varianza

DOS'S (D) *%x% *%% *
Formas (F) ** * ok
D X F *k%k *k%k *
LSD 14.7 69.3 0.001

Acumulacion Total de N (TNA) fue expresada en mg N; Eficiencia en la absorcion de N
(NUpE) fue expresada como g® PS mg ~* N; Eficiencia en la Utilizacion de N (NULE) fue
expresada como mg N g™ PS.

Los niveles de significancia son representados como: NS: (no significativo) P > 0.05, *
P <0.05, * P <0.01, y** P <0.001

En esta experiencia se pudo observar que mientras la aplicaciéon de I producia
una disminucion en el TNA, los tratamientos con |03 causaban un incremento
en el contenido de N a dosis iguales o superiores a 20 uM (Tabla 1). Por otra
parte, en los tratamientos con I' y especialmente en la dosis 80uM, se produjo
una disminucion en el NUpE (Tabla 1). Al contrario, la aplicacion de 103" causo
un incremento en la eficiencia de absorcion en todas las dosis aplicadas (Tabla

1). Finalmente, al examinar el NUtE observamos que tanto la aplicacion de I

155



BEGONA BLASCO LEON EFICIENCIA EN EL USO DEL NITROGENO

como la de 103 produjo un aumento significativo en la utilizacion de N respecto

a las plantas control (Tabla 1).

Tras llevar a cabo un analisis del conjunto de los parametros analizados en
este trabajo comprobamos que ante la aplicacion de una concentracion
constante de N al medio de cultivo, la adicion de I" provoca una disminucion de
la absorcidén, concentracion y contenido foliar de este elemento. Este hecho
ocasiono una reduccion de la biomasa tan sélo en la dosis 80 uM de I" (Ver
Bloque |, Tabla 1) debido a que posiblemente en dosis inferiores a 80 uM
existi6 una mayor removilizacion y utilizacion de los NOj3  disponibles. Sin
embargo, los tratamientos con 103" incrementaron de forma significativa todos
los aspectos relativos al NUE sin incrementar la concentracion de N en la
planta viéndose también reflejado en un incremento de la biomasa en dosis

iguales o inferiores a 40 uM (Ver Bloque I, Tabla 1).

Tanto la absorcibn como la utilizacibn del N por parte de los cultivos es
ampliamente variable. Por ello, es esencial llevar a cabo estudios agrondmicos
y fisiol6gicos de la respuesta de las plantas al N ya que de este modo
conseguiremos un mejor entendimiento del NUE lo que nos proporcionara una
poderosa herramienta para la seleccion de cultivares eficientes. Considerando
que en la actualidad se estan llevando a cabo gran cantidad de programas de
biofortificacién con elementos traza resulta esencial estudiar como la aplicacion
de estos elementos afecta a la fisiologia de la planta, y en especial al NUE en

cultivos como la lechuga. Para nuestro conocimiento este es el primer trabajo
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que estudia el efecto de la aplicacion de yodo sobre el NUE en plantas de
lechuga y creemos que los resultados aportados ademas de ser novedosos
podrian resultar muy beneficiosos. Nuestros resultados indican que la
aplicacion de 103 en dosis iguales o inferiores a 40 UM puede ser una forma de
obtener una mayor produccién y calidad vegetal con un menor aporte de
fertilizantes nitrogenados, ya que se ven incrementados todos los aspectos
relativos a la eficiencia en el uso del nitrégeno. Ademas, la posible reduccién
en la fertilizacibn N por la aplicacion de |03 se vera reflejada tanto en la
disminucién del impacto ambiental como en una reduccién en los costes

econodmicos derivados de la aplicacion de este tipo de fertilizantes.
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BLoQUE IT CariTtuLO 4

FOTOSINTESIS Y METABOLISMO DE AZUCARES DE PLANTAS DE LECHUGA (LACTUCA

SATIVA L. VAR. LONGIFOLIA) SOMETIDAS A BIOFORTIFICACION CON YODO

11.4.1. Introduccién

El medio ambiente cambiante obliga a las plantas a realizar continuas
adaptaciones a su entorno para sobrevivir, desarrollarse y propagarse. Su
elevada capacidad de adaptacién es debida a los reajustes morfologicos y
fisiol6gicos que los vegetales son capaces de realizar tanto en su arquitectura
como funcionamiento interno (De Pinheiro y Marcelis, 2000; Rook et al., 2006).
Ademas, esta variacion de los factores ambientales influye de forma
significativa en el crecimiento vegetal, afectando por tanto a la produccién y

calidad de los cultivos (Zhou et al., 2009).

La fotosintesis es el proceso basico que conduce al crecimiento de las plantas
y que puede ser definido como la construccion de estructuras vegetales
(metabdlicas o no) desde fuentes tanto enddgenas como exégenas. De este
modo, la fotosintesis se convierte en uno de los procesos metabdlicos de
mayor importancia fisiolégica e interés agronémico debido a su implicacién en
la productividad vegetal (Van lersel, 2003; Magaria et al., 2009). Este proceso
fisiol6gico no es completamente eficiente, ya que del total de la energia solar
incidente tan sélo el 45% puede ser absorbido por el aparato fotosintético.

Asimismo, debido a la separacion de la estructura fotosintética en dos
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fotosistemas, unicamente dos terceras partes de la energia luminosa absorbida
puede ser almacenada en energia quimica, lo que supone una eficiencia de
conversion energética final del 30%. Ademas, otro factor a tener en cuenta es
que la capacidad fotosintética maxima varia con la especie vegetal (Melis,
2009). Por ello, en las ultimas décadas se han tratado de aplicar buenas
practicas agronomicas en los campos de cultivo, con el fin de crear las
condiciones Optimas que permitan una mejora del proceso fotosintético vegetal.
Este hecho, unido a que la agricultura se ve fuertemente influenciada por la
creciente necesidad de una elevada produccidn vegetal, justifica el uso masivo
de fertilizantes generando una innecesaria situacion de contaminacion
ambiental con graves consecuencias para nuestro medio ambiente (Gastal y

Lemaire, 2002; Hirel et al., 2007).

En la actualidad, el creciente conocimiento de la biologia molecular, bioguimica
y fisiologia vegetal conducen a un intento de incrementar el proceso
fotosintético mediante la manipulacién de los propios metabolismos de la
planta. Para ello, se intenta encontrar los mecanismos claves a través de los
cuales se pueda ver realmente incrementada la fotosintesis (Paul et al., 2001).
En este sentido se han abierto dos vias de investigacién principales, una de
ellas trata de localizar las enzimas clave que controlan la tasa fotosintética y la
otra pretende regular el cociente fotosintesis-fotorrespiracion. Esta Ultima
parece ser una via de investigacion prometedora ya que esta relacién
determina la productividad fotosintética de los cultivos (Mert, 1989; Ogren,

2003).
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Durante la fotosintesis aunque el carbono asimilado en hojas puede tener otros
usos dentro y fuera del cloroplasto, la mayor parte de este elemento es
finalmente convertido en azucares solubles (Champgny, 1985). Estos
compuestos, principalmente glucosa, fructosa y sacarosa, son una fuente de
carbono que se encuentra ampliamente extendida en la vida de las células
eucariotas, y juegan un papel fundamental en la estructura y funcion de la

célula (Hirabayashi, 1996).

En organismos fotosintéticos, especialmente en plantas superiores, la sacarosa
y todas las enzimas y proteinas relacionadas con su procesamiento, juegan un
papel central entre fotosintesis y crecimiento (Salerno y Curatti, 2003; Couée et
al. 2006). Por ello, las plantas mantienen un balance del carbono asimilado
entre almacenamiento y crecimiento. Aunque ciertamente, este carbono
fotosintético es fijado Unicamente en presencia de luz, tanto el crecimiento
como el mantenimiento de las funciones fisiolégicas se producen durante todo
el ciclo dia-noche (Walter et al., 2002; Nouze y Maloof 2006). Este hecho es
posible gracias a que la tasa de asimilacion durante el periodo de luz, permite
una acumulacion y almacenamiento de carbono en la hoja, que posteriormente,
sera removilizado para suplir las demandas de carbono requeridas durante la
noche (Smith y Stitt 2007). Estas demandas de carbono por parte de los
sumideros (hojas jovenes en formacion en el caso de la lechuga), junto con la
luz y estado redox, son los factores que gobiernan la tasa fotosintética (Couée
et al., 2006). Cuando existe una gran utilizacion de hidratos de carbono

solubles debida a un crecimiento rapido, la tasa fotosintética es elevada,
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mientras que la acumulacion estos compuestos en hojas se encuentran
negativamente relacionados con la fotosintesis (Layne y Flore, 1995;
McCormick et al., 2008; Magafa et al., 2009). De este modo, la acumulacion de
azucares regula negativamente tanto la expresion de los genes de la

fotosintesis como los del ciclo de Calvin (Koch, 1996; Rolland et al., 2002).

Por otra parte, la optimizaciéon de la asimilacion del carbono fotosintético,
ademas de los azucares como sefial, requiere la coordinacién de distintos
componentes como por ejemplo, la activacion de enzimas, el mantenimiento de
los niveles de metabolitos y un correcto estatus redox en la célula
(Raghavendra y Padmasree, 2003). Asi, durante el proceso fotosintético se
generan energia (ATP) y poder reductor (NADPH) que seran consumidos
durante los procesos de asimilacion, transporte y conversion del carbono
atmosférico en sacarosa en el citosol (Esquema 1). Ademas, este elemento es
asimilado gracias a la reaccion catalizada por la Ribulosa 1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa, también conocida como Rubisco, que forma el 3-
fosfoglicerato. Este compuesto sufre varias transformaciones en el Ciclo de
Calvin-Benson, dando como resultado la regeneracion de su sustrato principal
y la formacion de triosas fosfato que seran transportadas en su mayoria al

citosol (Esquema 1) (Champigny, 1985).

Las triosas fosfato dihidroxiacetona fosfato y fosfogliceraldehido, por la accion
de una aldolasa dan lugar a la formacién de fructosa 1,6-bisfosfato, que gracias

a la enzima gluconeogénica fructosa 1,6 bisfosfatasa (FBPasa) es convertida
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en fructosa 6-fosfato (Esquema 1). La formacion de UDP-glucosa desde la
fructosa 6-fosfato consiste en tres pasos catalizados por un grupo de enzimas
conocidas como fosfoglucomutasas. En esta reaccion se encuentra favorecida
la formacion de UDP-glucosa debido a que existe una continua eliminacion de
pirofosfato del medio (Esquema 1) (Preiss, 1982; Champigny, 1985).
Posteriormente, la formacion de sacarosa se produce mediante la accion
secuencial de dos enzimas, entre las que destaca la sacarosa fosfato sintasa
(SPS) por ser uno de los puntos clave de regulacion del ciclo de los azucares
(Esquema 1). Finalmente, la degradacién de la sacarosa se puede producir
bien por la reaccion reversible de la SPS o bien por la accion de las invertasas
acida (apoplasto y vacuola) y neutra (citosol y vacuola) (Esquema 1) (Harbron

et al., 1981; Rosales et al., 2006).

"
=)
~

Triosas-P

@
/

Rubisco

l FBPasa
Triosas-P =={——===>> Fructosa 6 fosfato

Fosfoglucomutasas
SPS
Sacarosa <<==_=== Glucosa 6 fosfato

ﬂ Invertasas

Glucosa + Fructosa

Esquema 1. Fotosintesis y metabolismo de los azUcares en plantas
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Cuando las plantas son expuestas a distintos tipos de estrés uno de los
procesos mas sensibles a estas condiciones adversas es la fotosintesis,
afectdndose principalmente el funcionamiento del fotosistema Il (Cruz et al.,
2005). En este sentido, en un programa de biofortificacion con yodo la
aplicacion de este elemento traza ha de hacerse con mucha precaucién, ya que
una vez absorbido este elemento puede darse una oxidacion intracelular a I,
que produce una inhibicion del proceso fotosintético (Mynet y Wain, 1973).
Ademas de este hecho, el efecto fitotoxico del yodo produce una disminucion
de la biomasa que puede dar lugar a la pérdida de productividad de los cultivos
(Blasco et al. 2008). Por ello, y debido a la necesidad del desarrollo de nuevas
experiencias que relacionen la implicacion de los programas de biofortificacion
con yodo en la fisiologia de los cultivos, el objetivo de este trabajo fue el
estudio de la fotosintesis en plantas de lechuga sometidas a un programa de

biofortificacién con distintas dosis y formas de este elemento traza.

[1.4.2. Material y métodos

Tanto las condiciones de cultivo, los tratamientos, disefio experimental,

muestreo del material vegetal y andlisis estadistico son iguales a los descritos

en el Bloque I.
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11.4.2.1. Muestreo del material vegetal

Parte aérea de plantas de lechuga fueron muestreadas a los 66 dias después
de la germinacién de las plantas. Antes de la realizacion del muestreo en hojas
intactas se analizo en fresco: clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), fotosintesis,
transpiracion, conductancia estomatica y eficiencia en el uso del agua (WUE).
Tras el andlisis de estos parametros se procedié al muestreo vegetal. Una
parte de este material vegetal tras cuantificar el peso fresco (PF) fue secado
mediante liofilizacion para calcular el peso seco (PS). El resto del material
vegetal fue congelado en N liquido y usado para el andlisis de glucosa,
fructosa, sacarosa and y las actividades enzimaticas FBPasa, SPS, invertasa

acida e invertasa neutra.

11.4.2.2. Andlisis del Material Vegetal

[1.4.2.2.1. Analisis de los parametros fotosintéticos

Las medidas fueron realizadas en hojas maduras totalmente expandidas de

cada una de las plantas en todos los tratamientos de yodo usando el aparato

de medida Li-COR 6400.
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[1.4.2.2.1.1. Tasa fotosintética neta, transpiracion y conductancia estomatica

Los pardmetros analizados: Tasa fotosintética neta (umol CO, m? s?),
transpiracién (mmol H,O m?s™) y conductancia estomética de CO, (mol H,O m’
2 s1), se determinaron en un ambiente de CO, a una concentracién de 300
umol mol™?, a una temperatura de 26/30 °C y con una densidad de flujo de

fotones de 500 pmol m?s™.

11.4.2.2.1.2. Eficiencia en el uso del agua

El WUE fue calculado como el cociente entre la tasa fotosintética neta y la tasa
de transpiracién, y fue expresada como mmol CO, asimilado mol* H,O

transpirada (Nieva et al., 1999)

[1.4.2.2.1.3. Pigmentos fotosintéticos

La extraccion de pigmentos fotosinteticos en hojas se realiz6 tomando 0.15 g
de material fresco en 10 ml de etanol. La concentracién de Chl a y b fue
determinada espectrofotometria usando las longitudes de onda 664.2 y 648.6
nm. Las concentraciones de estos pigmentos expresadas en mg g PF™ fueron

obtenidas siguiendo las ecuaciones de Wellburn (1994).
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11.4.2.2.2. Metabolismo de los azlcares

11.4.2.2.2.1. Analisis de los azlcares solubles

La extraccion y cuantificacion de sacarosa, glucosa y fructosa se llevé a cabo
empleando un kit enzimatico (Roche Biopharm, Francia) basado en la

formacion de NADPH a 340 nm.

11.4.2.2.2.2. Enzimas de sintesis y degradacion de sacarosa

11.4.2.2.2.2.1. Actividad fructosa 1,6-bifosfatasa

La enzima FBPasa fue extraida de acuerdo con el método descrito por Holaday
et al. (1992). La mezcla de reaccién utilizada en los ensayos consistia en un
tampon Hepes-HCI (50 mM, pH 7.6), MgCl, (5 mM), fructosa 6-fosfato (0.25
mM), B-mercaptoethanol (10 mM), KF (10 mM) y 100 pL of extracto enzimético.
La mezcla de reaccién se incubo a 25°C durante 10 min en oscuridad.
Posteriormente se adiciond acido tricloroacético (TCA) al 30% para detener la
reaccion. The Pi liberado fue analizado siguiendo el método de Geladopoulus

et al. (1991).
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11.4.2.2.2.2.2. Actividad sacarosa fosfato sintasa

La extraccion de la enzima SPS se realiz0 homogenizando 1 g de material
vegetal en 5 mL de tampon Hepes-NaOH 50 mM a pH 7.5, el cuél contenia 5
mM MgCl,, 1 mM Na-EDTA, 2.5 mM DTT, 0.5 mg mL™ BSA y Triton X-100 al
0.05% (v/v), de acuerdo con el método propuesto por Hubbard et al. (1989). El
homogenizado se filtré y se centrifugd a 11500 rpm durante 10 min. El extracto
resultante se us6 para la determinacion de la actividad enzimatica y de las
proteinas solubles, las cuales fueron medidas siguiendo el método de Bradford
(1976). La actividad SPS fue determinada en una mezcla de reaccion que
contenia 50 mM Hepes-NaOH pH 7.5, 15 mM MgCl,, 25 mM Fructosa, 25 mM
UDP-Glucosa, y extracto vegetal, siguiendo el método realizado por Cheikh y
Brenner (1992). El contenido de sacarosa se determind segun el método de

antrona descrito por Van Handel (1968).

11.4.2.2.2.2.3. Actividad invertasa acida y neutra

Las invertasas catalizan la reaccion hidrolitica de la sacarosa originando
glucosa y fructosa. Tanto la invertasa acida como la neutra fueron extraidas
mediante la homogenizacion de 1 g de material vegetal en 5 mL de tampodn
fosfato potasico 0.2 M a pH 7.0 que contenia 20 mM mercaptoetanol, siguiendo
el método de Hubbard et al. (1989). Para la determinacion de la invertasa acida
se preparé una mezcla de reaccién que contenia: 0.6 mL de tampon acetato
sédico 0.1 M a pH 4.5, 0.2 mL de sacarosa 0.75 M y 0.02 mL de extracto

enzimatico. La mezcla de reaccion se incubd en oscuridad a 37 °C durante 30
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min. La reaccion se detuvo por adicion de 1 mL de una solucion que contenia:
1 g de &cido dinitrosalicilico, 0.1 g de fenol, 0.05 g de sulfito sédico y 1 g de
NaOH, preparado de acuerdo al método de Miller (1959). Las muestras se
incubaron durante 5 min en un bafio de agua a 100°C y se enfriaron a
temperatura ambiente. Posteriormente, se le agregd 1 mL de Sal de Rochelle
(tartrato sodico potasico tetrahidrato) al 40% y se leyo la absorbancia a 575 nm

frente a una curva patron de glucosa.

Para la determinacion de la invertasa neutra se siguié el mismo proceso que en
la invertasa acida, excepto que el tampon acetato sodico fue sustituido por
tampon fosfato-citrato 0.1 M a pH 7.0 (Hubbard et al., 1989). La actividad de

ambas invertasas se expresé como pmol glucosa mg™ proteina min™.

[1.4.3. Resultados y discusién

La conversion eficiente de energia solar en crecimiento a través de la
fotosintesis es una relacibn ampliamente estudiada en cultivos como la
lechuga, que es considerado el principal cultivo de consumo foliar (De Pinheiro
et al,. 2000; Broadley et al., 2000). Ademas su produccién también se puede
ver influenciada por la adicion de elementos traza que son utilizados en los
programas de biofortificacion. En el caso de la aplicacion de yodo este
elemento puede estimular el desarrollo vegetativo de numerosas especies
vegetales, viéndose favorecido un incremento de la producciéon de este tipo de

cultivos (Brost Pauwels, 1961). Como detallabamos en el bloque | (Ver Bloque
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[, Tabla 1), la aplicacion de I' produjo una disminucion significativa de la
biomasa cuando la dosis aplicada era de 80 uM. Sin embargo, los tratamientos
con 103 revelaron un incremento de la biomasa respecto a las plantas control,

encontrandose el maximo valor al aplicar una dosis igual a 20 uM.

---¢--- |- Treatments —a—103- Treatments
LSD 0.41 LSD 0.11
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:m 10 1 .
€ 8 -
3 61
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2 |
0
0 20 40 80

lodine applied (UM)

Figura 1. Tasa fotosintética neta en plantas de lechuga sometidas a diferentes dosis y

formas de yodo

De forma paralela a la biomasa, la tasa fotosintética disminuyé de forma
significativa en los tratamientos 80 uM de I’ (Fig 1, P< 0.001), e incrementé tras
la aplicacion de cualquier dosis de 103 (Fig 1, P< 0.001). Por lo tanto, podemos
observar que mientras que en los tratamientos mas elevados de |I' se produce
una disminucion tanto de la biomasa como del proceso fotosintético, el 103" en
todas sus dosis genera un incremento de ambos parametros. Por ello, la
fotosintesis puede presentarse como un indicador fiable y eficaz del efecto que
este elemento traza puede llegar a ejercer sobre las plantas cuando es

aplicado bajo las distintas formas y dosis.
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Tabla 1. Contenido en clorofilas en hojas de lechuga sometidas a diferentes dosis y

formas de yodo.

Chla Chlb Chl a/b

Tratamientos I’ e}y I’ 105 I 105
Dosis (UM)

0 0.93 0.93 0.90 0.90 1.03 1.03
20 0.89 0.94 0.70 0.82 1.26 1.15
40 0.93 0.91 0.79 0.84 1.19 1.10
80 0.91 1.08 0.79 1.04 1.15 1.04
P-valor NS * * * NS NS
LSD 0.09 0.04 0.08 0.10 0.18 0.23

Analisis de varianza

Dosis (D) * * NS
Formas (F) * * NS

DxF * * NS

LSD 0.06 0.07 0.14

Concentraciones de clorofila expresadas como mg g PF?
Los niveles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
<0.05 (*), P <0.01 (*) y P < 0.001(***).

El contenido en Chl a de plantas de lechuga tratadas con I' no varié de forma
significativa respecto a las plantas control (Tabla 1). Sin embargo, en plantas
tratadas con 103" la cantidad de este pigmento fotosintético incrementé de
forma significativa cuando la dosis aplicada era igual a 80 uM (Tabla 1). Por
otra parte, el contenido en Chl b de las plantas tratadas con yodo disminuyé
levemente respecto a las plantas control cuando la forma aplicada era I (Tabla
1) mientras que supuso un incremento en la cantidad de este pigmento cuando
se aplico 103 a una concentracion igual a 80 uM (Tabla 1). El ratio Chl a/b no

se vio afectado por ninguno de los tratamientos de yodo aplicados (Tabla 1).

Para que se produzca un incremento en la produccion vegetal, ademas de una
gran tasa fotosintética se requiere una elevada tasa de fijacibn de CO;

atmosférico que se consigue mediante un incremento de la conductancia
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estomatica. Inevitablemente, esta apertura de los estomas conlleva una pérdida
de vapor de agua por parte de la planta que se conoce con el nombre de
transpiracion (Blum, 2009). Teniendo en cuenta este proceso de intercambio de
gases, la eficiencia en el uso del agua (WUE) puede definirse como consumo
de agua necesario para que las plantas puedan incorporar a su biomasa una

determinada cantidad de carbono atmosférico (Rauphael et al., 2008).

---&--- |- Treatments —a—103- Treatments

0,045 - LSD 0.002 LSD 0.001
0,04 |
0,035 |
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© 0,015 |
= 0,01
0,005 |

0 20 40 80
lodine applied (uM)

Figura 2. Conductancia estomatica en hojas de lechuga sometidas a diferentes dosis y

formas de yodo

Los datos experimentales mostraron que los tratamientos con I produjeron un
incremento de la conductancia estomatica en las dosis 20 y 40 uM (Fig. 2, P<
0.001) y una ligera disminuciéon de esta cuando la dosis aplicada era 80 uM
(Fig. 2). Por otra parte, los tratamientos con 103" produjeron un incremento de
la apertura de los estomas para todas las dosis empleadas en este estudio

(Fig. 2, P< 0.001). Consecuentemente, mientras que los tratamientos con I’
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incrementaron la tasa de transpiracion unicamente cuando las dosis aplicadas
eran 20 y 40 uM (Fig. 3, P< 0.001), todos los tratamientos con 103" produjeron
un incremento significativo de este proceso fisiologico (Fig. 3, P< 0.001).
Respecto al WUE, la aplicacion de yodo produjo una disminucién significativa
de este pardmetro en todas las dosis y formas aplicadas (Fig 4, P< 0.001),

siendo mas acusada en el caso de la aplicacion de 103 (Fig. 4).
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Figura 3. Tasa de transpiracion en hojas de lechuga sometidas a diferentes dosis y

formas de yodo
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Figura 4. Eficiencia en el uso de agua (WUE) en plantas de lechuga sometidas a

diferentes dosis y formas de yodo

En el caso de los tratamientos con I" a dosis de 20 y 40 uM, podemos observar
que aunque existe un sutil incremento en la fotosintesis (Fig. 1), una mayor
conductancia estomatica (Fig. 2) y transpiracion (Fig. 3) respecto a las plantas
control no es suficiente para que se traduzca en un incremento de la biomasa
(ver Bloque I, Tabla 1). Sin embargo, en el caso de la aplicacion de la dosis 80
UM de I, la disminucion de la tasa fotosintética (Fig. 1) si se encuentra
asociada tanto a una disminucion de la biomasa (ver Bloque I, Tabla 1) como a
los parametros conductancia estomatica (Fig. 2) y transpiracion (Fig. 3),
demostrandose de nuevo que la aplicacion de este elemento a elevadas dosis
ejerce un efecto fitotoxico sobre la fisiologia de las plantas. Este hecho se ve
reforzado porque, como sucede con distintos elementos contaminantes, el I,
puede afectar a la fotosintesis siendo el fotosistema Il el punto mas sensible de

de este proceso (Mynet y Wine, 1973; Ait Ali et al., 2006). Por otra parte, todos
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los tratamientos con 103" produjeron un incremento de la biomasa (Ver Bloque
I, Tabla 1) posiblemente gracias a la elevada tasa fotosintética (Fig. 1),
conductancia estomatica (Fig. 2) y transpiracion (Fig. 3) que poseian estas

plantas de lechuga respecto a las plantas control.

La acumulacién de azucares solubles esta directamente relacionada con la
fotosintesis y han sido identificados como la mayor fuente de carbono de las
plantas (Magafna et al.,, 2009), ademas juegan un papel fundamental en el
correcto funcionamiento de la vida celular (Couee et al., 2006). De entre estos
hidratos de carbono, la fructosa y la glucosa son los compuestos a traves de
los cuales se va a formar la sacarosa, que es la principal forma en la que el
carbono fotosintético es translocado desde la hoja hacia los sumideros y
estructuras en formacion (Zrenner et al., 1996). Los datos representados en la
tabla 2 mostraron que los tratamientos con I provocaron un incremento en la
concentracion de fructosa 6-P cuando la dosis aplicada era superior o igual a
40 pM. Asimismo, los tratamientos con 103" no causaron ninguna alteracion de
este azucar respecto a las plantas control. Por otra parte, los tratamientos con I’
produjeron un incremento de la concentracion de glucosa 6-P cuando las dosis
aplicadas fueron 20 y 40 uM (Tabla 2). De nuevo, los tratamientos con 103 no
tuvieron ningun efecto sobre el cultivo de lechuga (Tabla 2). Al examinar la
concentracion de sacarosa se pudo observar que la aplicacién de yodo no tuvo

ningun efecto sobre este azucar soluble.
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Tabla 2. Concentracion de azlcares solubles en hojas de lechuga sometidas a

diferentes dosis y formas de yodo.

Fructosa-6-P Glucosa-6-P Sacarosa
Tratamientos I’ [oFY I 105 I 105
Dosis (UM)
0 5.50 5.50 4.60 4.60 14.2 14.2
20 6.79 4.05 6.33 4.31 17.5 13.6
40 7.82 4.10 6.04 4.50 15.3 13.1
80 9.85 4.34 471 4.81 12.5 13.0
P-valor ol NS * NS NS NS
LSD 0.63 2.00 1.03 1.39 2.82 1.95

Analisis de varianza

Dosis (D) * * NS
Formas (F) x * *
DxF i NS NS
LSD 1.18 1.27 1.87

Concentraciones de azucares expresadas como mg g PF?

Los niveles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
<0.05 (*), P < 0.01 (**) y P < 0.001(***).

En la via de formacion de sacarosa la FBPasa y SPS son los puntos clave de
control de este proceso. La FBPasa cataliza la primera reaccion irreversible en
la sintesis de sacarosa y juega un papel muy importante en el control de los
niveles de triosas fosfato en el citoplasma, ademas su accién se encuentra
influenciada tanto por la cantidad de sustrato como de producto final (Stitt et al.,
1981). Del mismo modo, la actividad SPS se ve inhibida por la concentracion
de sacarosa en el medio, aunque su sensibilidad a este producto final varia
dependiendo de la especie vegetal considerada. Incluso, como en el caso de la
espinaca, puede llegar a no ejercer ningun efecto sobre su actividad
biosintética (Champigny, 1985; Foyer et al., 1983). En esta experiencia, todos
los tratamientos con I" produjeron un incremento de la actividad FBPasa (Tabla
3) respecto a las plantas control. Por el contrario, la aplicacion de 103 no tuvo

ningun efecto sobre las plantas de lechuga usadas en nuestra experiencia
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(Tabla 3). Asimismo, la actividad SPS se vio incrementada de forma
significativa anicamente cuando el yodo se aplicaba en dosis 20 y 40 uM y bajo

la forma de I (Tabla 3).

Tabla 3. Respuesta del metabolismo de los azucares en hojas de plantas lechuga

sometidas a diferentes dosis y formas de yodo.

FBPasa SPS 1A IN
Tratamientos I’ e}y I’ e}y I’ 105 I’ e}y
Dosis (UM)
0 256 256 191 191 308 308 660 660
20 327 221 260 195 323 358 611 651
40 339 232 234 190 327 357 614 656
80 362 249 187 191 331 431 640 803
P-valor ok NS ikl NS NS * NS **
LSD 26.7 38.5 5.74 5.49 45.4 50.1 50.9 62.5

Andlisis de varianza

DOSIS (D) *k%k *k%k * *
Formas (F) *%% *%k% * *%
D X F *%% *%k% NS *
LSD 29.4 5.56 41.5 58.5

Actividad fructosa 1,6-bifosfatasa expresada como mg Pi mg prot® min™; Actividad
sacarosa fosfato sintasa (SPS) expresada como mM sacarosa mg prot™ min™;
Actividad invertasa acida (IA) e invertasa alcalina expresadas como pmol glucosa mg™
prot min™.

Los niveles de significancia son representados como P > 0.05: NS (no significativo), P
< 0.05 (*), P < 0.01 (**) y P < 0.001(***).

Entre los factores que regulan la concentracion de sacarosa en los tejidos
vegetales encontramos las enzimas conocidas como invertasas. Existen dos
tipos de invertasas, la acida, que posee una actividad maxima a un pH de entre
5y 5.5y la neutra, cuya actividad maxima se desarrolla a un pH de 7. Ambas
degradan la sacarosa y la transforman en sus compuestos constituyentes,
glucosa y fructosa (Rosales et al., 2006; William et al., 2007). Los resultados

presentados en la tabla 3 mostraron que las actividades invertasa acida y

neutra se comportaron de forma paralela, de modo que los tratamientos con I’

181



BEGORNA BLASCO LEON FOTOSINTESIS Y METABOLISMO DE LOS AZUCARES

no afectaron a estas actividades enzimaticas (Tabla 3). Sin embargo, la
aplicacion de 80 pM de 103 produjo un incremento de estas actividades
enzimaticas (Tabla 3), siendo mas acusada en el caso de la actividad invertasa

neutra.

Aunque existe un fino balance entre asimilacion, almacenamiento y uso del
carbono para la formaciéon de biomasa, no tenemos un amplio conocimiento
acerca del funcionamiento de este proceso (Smith et al., 2007), maxime
cuando las plantas son sometidas a tratamientos tan novedosos como los
programas de biofortificacion con yodo. Bajo una vision global, en el caso de la
aplicacion de las dosis 20 y 40 pM de I pudimos observar no so6lo un
incremento en la ruta de biosintesis de sacarosa (Tablas 2 y 3), metabolito que
posiblemente esté siendo removilizado, sino también un ligero incremento en
los parametros relacionados con la fotosintesis (Figs. 1 y 2). Todos estos
hechos no se tradujeron en un incremento de la biomasa (ver Bloque I, Tabla 1)
posiblemente porque bien la planta esta almacenando el carbono fotosintético
el forma de almidon en el cloroplasto (Lee et al., 2008) o bien porque lo esta
desviando hacia el mantenimiento o mejora de otras funciones fisiol6gicas que
requieren la intervencion de azucares solubles. Ademds, al aplicar estos
tratamientos con I', paralelamente a la conductancia estomética se produce un
incremento de la tasa de transpiracion por lo que la WUE de las plantas se ve
disminuida respecto a las plantas control (Fig. 4). En el caso de la dosis 80 uM
de I', la via de sintesis de la sacarosa no se vio afectada por la disminucion de

la fotosintesis (Fig. 1) y la conductancia estomatica (Fig. 2). En este caso, la no
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variacion de la sintesis de azlcares puede ser debido a que las plantas estén
utilizando sus reservas de almidon para suplir la falta de fijacion de carbono
fotosintético a través de la fotosintesis. Consecuentemente, el cierre estomatico
generado por la aplicacion de 80 uM de I genera una disminucién de la
tanspiracion (Fig. 3) que se traduce en un aumento en la WUE (Fig. 4). Por otra
parte, la aplicacion de 103" en nuestra experiencia no tuvo efecto sobre la via
de formacion de sacarosa (Tablas 2 y 3) respecto a las plantas control. Sin
embargo, en este caso si se observO un notable incremento tanto de los
parametros relacionados con la fotosintesis (Figs. 1 y 2) como de la biomasa
(ver Bloque I, Tabla 1) A pesar del incremento de estos parametros, el uso 103
supuso una disminucion en la WUE por la elevada conductancia estomatica de

las plantas de lechuga.

Finalmente, este comportamiento diferencial del cultivo frente a la aplicacion de
ambas formas de este elemento traza, sugiere que en futuros programas de
biofortificacién seria recomendable la aplicacién de 103" siempre y cuando no
existan condiciones hidricas limitantes en el medio de cultivo, ya que existe una
optimizacién del proceso fotosintético y un incremento de la produccion del

cultivo.
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BLoQUE IT CApiTuLO 5

ESTADO NUTRICIONAL EN PLANTAS DE LECHUGA: (LACTUCA SATIVA L. VAR.

LONGIFOLIA): EFECTO DE LA BIOFORTIFICACION CON YODO

11.5.1. Introduccién

Desde hace 150 afios, los cientificos han estudiado la nutricién vegetal con el
fin de conocer los procesos de absorciébn, acumulacién, transporte y
funcionalidad de los distintos elementos quimicos necesarios para el
crecimiento de las plantas. De estos estudios se ha obtenido mucha
informacion sobre el crecimiento y la composicién de las plantas en respuesta a
los distintos medios de cultivos, los programas de fertilizacion a emplear en las
distintas zonas agricolas, asi como las distintas concentraciones de dichos
elementos en las soluciones nutritivas para las diferentes plantas. Un nutriente
mineral se define como un elemento quimico necesario para el crecimiento y
reproduccion de las distintas especies vegetales. El término elemento esencial
es comunmente usado para la identificacion de los nutrientes vegetales. Por
consiguiente, para que un elemento sea un nutriente debe cumplir ciertos
criterios. El principal criterio, es que el elemento sea requerido por la planta
para poder completar su ciclo de vida. En segundo lugar, que dicho elemento
no pueda ser sustituido por otro y en tercer lugar, que todas las plantas lo

requieran para su desarrollo (Epstein y Bloom, 2005).
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El primero de los criterios enunciados, fue el que establecio la esencialidad de
los distintos nutrientes, e incluye la propiedad de que el elemento tiene un
efecto directo sobre el crecimiento y desarrollo de la planta. El segundo de los
criterios establece que el papel de los elementos es Unico en la fisiologia o
metabolismo de las plantas, de manera que ningun otro elemento es capaz de
sustituirlo en todas sus funciones. Por ejemplo, el manganeso (Mn) puede
sustituir al magnesio (Mg), en algunas de sus funciones pero no en todas. El
tercero se refiere a que la esencialidad es universal entre todas plantas (Arnon

y Stout, 1939; Marschner, 1995).

De los 92 elementos que han sido identificados en la tierra, actualmente se
consideran 17 los elementos esenciales para las plantas. ElI carbono (C), el
oxigeno (O) y el hidrogeno (H;) son tomados principalmente del agua y el
aire. Los 14 restantes como son el nitrdgeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio
(Ca), Mg, azufre (S), hierro (Fe), Mn, cobre (Cu), boro (B), molibdeno (Mo),
cloro (Cl) y niquel (Ni), son obtenidos del suelo o la solucién nutritiva. Dichos
nutrientes son clasificados segun los requerimientos de las plantas, es decir,
los elementos que son requeridos en cantidades considerables son los
macronutrientes, los cuales son acumulados en cantidades iguales o
superiores a 0,1% del peso seco de la planta. Los elementos requeridos en
pequenas cantidades por las plantas son los micronutrientes, y generalmente
son acumulados en cantidades inferiores al 0,01 % del peso seco de la planta.
El crecimiento y desarrollo de las plantas depende de la disponibilidad y

adquisicién de estos nutrientes por lo que las plantas han creado una serie de
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mecanismos para asegurar su presencia. Ademas de los nutrientes esenciales
encontramos los llamados elementos beneficiosos los cuales ayudan o
promueven el crecimiento en algunas plantas. Entre los elementos beneficiosos
incluir hasta el momento el sodio (Na), cobalto (Co), aluminio (Al), selenio (Se)

y silice (Si) (Salt et al., 2008).

El conocimiento de los mecanismos que gobiernan la absorcion, distribucion,
acumulacion y funciones fisiologicas de estos nutrientes esenciales en las
plantas, asi como su regulacion por factores genéticos y medioambientales es
lo que se denomina en la actualidad como “ionome”, y su estudio resulta
esencial para lograr un crecimiento optimo de las plantas. Por ejemplo, tanto
los excesos como deficiencias de macro- y micronutrientes tienen un efecto
muy serio sobre el metabolismo de las plantas, afectandose el tipo y cantidad
de metabolitos. En plantas con valor agricola este hecho suele ser importante
desde un punto de vista econdmico y nutricional ya que afecta tanto a la
produccion como a la calidad de los productos agricolas, por lo que es
necesario evitar estos desequilibrios nutricionales y conocer las distintas
interacciones entre los elementos idnicos esenciales con el fin de mantener una
produccion adecuada en las plantas (Williams y Salt, 2009). Por lo tanto, es
imprescindible estudiar las relaciones existentes entre el yodo y los distintos
nutrientes esenciales con el fin de realizar con éxito programas de
biofortificacion con este elemento traza sobre los diferentes cultivos. Sin
embargo, y a pesar de esta importancia, los trabajos al respecto son muy

escasos. En este capitulo observamos que la aplicaciéon de elevadas dosis de I
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produce un mayor desequilibrio nutricional que la aplicacion de 103™ en plantas

de lechuga

[1.5.2. Material y métodos

Tanto las condiciones de cultivo, los tratamientos, disefio experimental,

muestreo del material vegetal y analisis estadistico son iguales a los descritos

en el Bloque I.

11.5.2.1. Muestreo del material vegetal

La parte aérea de plantas de lechuga fue muestreada a las 66 dias después de
la germinacion de las plantas. Una parte de este material vegetal tras
cuantificar el peso fresco (PF) fue secado mediante liofilizacion para calcular el
peso seco (PS) y para la determinacion contenido en macronutrientes totales

(Ca, Mg, P, K, Ny S) y micronutrientes totales (Fe, Mn, Cu, Zn, By CI).

11.5.2.2. Andlisis del material vegetal

[1.5.2.2.1. Determinacion de los nutrientes minerales

Para la extraccion de N, P, K, Na, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, B y Cu se procedid a
una mineralizacion por “via humeda” de las muestras vegetales, siguiendo el

procedimiento propuesto por Wolf (1982). Para ello se pes6 entre 0,15 g de
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hojas de lechuga liofilizadas, los cuales fueron sometidos al proceso de
mineralizacion con H,SO,4 12 N y H,O, al 30% libre de P, y a una temperatura
que vario entre los 275 y los 300°C. A partir del mineralizado resultante, y tras
la adicion de 20 ml de H,O desionizada, se llevo a cabo la determinacion de los

nutrientes minerales anteriormente citados.

Para la determinacion del S total, 25 mg de muestra liofilizada fueron mineralizado
con 2,5 ml de &cido nitrico al 69% y 2,5 ml de acido perclérico al 60% y 1 ml de
H.O; libre de P en un bafo de arena. A partir del mineralizado resultante, y tras la

adicion de 20 ml de H,O desionizada, se llevd a cabo la determinacion del S.

11.5.2.2.1.1. Determinacion de N

Para la cuantificacion de la concentracion de N total se siguid el método de
Cataldo et al. (1975). Se tom6 0,1 ml de alicuota del mineralizado y se le afiadio 1
ml de Reactivo 1 que consistié en salicilato al 8,5 % y nitroprusiato sédico al 0,06
%. A continuacion se le adicion6 1 ml de Reactivo 2 consistente en hidroxido
sodico al 4% vy dicloroisocianurato sédico al 0,62 %. Transcurridos 45 min. se
procedid a la lectura de la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de

630 nm frente a una curva patron de NH,".
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11.5.2.2.1.2. Determinacion de P

En la determinacion del P total se us0 el método colorimétrico del
nitrovanadomolibdico (Hogue et al., 1970). A 0,1 ml del mineralizado se le
afiadieron 3,9 ml de H,O desionizada y 6 ml del reactivo de fosforo (agua
desionizada, molibdato-amoénico, vanadato-amoénico y acido nitrico). Las
muestras se agitaron y se esperé 60 min. Pasado ese tiempo se procedio a su
lectura a una longitud de onda de 430 nm, frente a una curva patron de K;HPO,

que estaba en iguales condiciones que las muestras problema.

11.5.2.2.1.3. Determinacion de S

Del mineralizado se tomaron alicuotas de 1 ml a las que se le adicionaron 4 m|
de cloruro barico al 8% junto a 1 ml de goma de acacia al 25%. Los tubos
fueron agitados, y se procedio a la lectura de la tramitancia a 420 nm frente a
una curva patron de sulfatos en el espectrofotometro (Novozamsky y Vaneck,

1977).

[1.5.2.2.1.4. Determinacion de K, Ca'y Mg

La concentracion de K se analizé mediante fotometria de llama (Lachica et al.,
1973), mientras que el Mg y Ca fueron cuantificados por espectrofotometria de
absorcion atdmica (Hocking y Pate, 1977). Para ello, en un tubo de ensayo se

puso 0,1 ml del mineralizado y se le afiadi6 10 ml de H,O desionizada que
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contenia Oxido de lantano. El K se cuantifico directamente en la disolucion
anterior por fotometria de llama (Lachica et al., 1973). El Mg y Ca total fueron
cuantificados directamente en la dilucidn anterior por espectrofotometria de
absorcion atémica (Hocking y Pate, 1977), en espectrofotdmetro Perkin-Elmer
mod. 5100, equipado con: sistema de inyeccion Perkin-Elmer Fias-100,
automuestreador Perkin-Elmer AS-90, y con lamparas de catodo hueco de los
distintos elementos, y con llama aire-acetileno. Los valores obtenidos se
interpolaron frente a sus curvas patron correspondientes analizadas bajo las

mismas condiciones.

11.5.2.2.1.5. Determinacion de Cu, Fe, Mn, Zn

Los micronutrientes Cu, Fe, Mn y Zn en su forma total, fueron determinados por
espectrofotometria de absorcion atdomica directamente del mineralizado

(Hocking y Pate, 1977).

11.5.2.2.1.6. Determinacién de B

El B total se determiné por el método colorimétrico de azometina-H (Wolf,
1982). Para ello, se tom6 1 ml del mineralizado, al que se le afiadieron 2 ml de
solucion enmascarante. La mezcla se agitd y a continuacion se afadi6
azometina-H 0.9 %, preparada en el momento de la determinacion y que
contenia un 2 % de acido ascorbico. Tras una agitacién se dejo reposar 2 horas

a 20 °C para el desarrollo de color. Pasado este tiempo, se determind la
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concentracion de B total a una absorbancia de 410 nm frente a curva patron de

B.

11.5.2.2.1.7. Determinacioén de ClI

Finalmente, la determinacion de Cl se llevé a cabo a partir de una extraccion
acuosa, segun el método propuesto por Cataldo et al. (1975) con ligeras
modificaciones. 0,1 g de hoja de lechuga liofilizada y junto a 10 ml de H,O
desionizada se sometieron a agitacion vuelta-vuelta durante 120 min., y
seguidamente la mezcla se filtro con papel Whatman n° 4. La cuantificacion de
Cl se realizé siguiendo el método de Diatloff y Rengel (2001), basado en el
desplazamiento del biocianato por el i6n cloruro, que en presencia de Fe®*
forma el complejo coloreado tiocianato férrico. Para ello se realiz6 una mezcla
de reaccion que contenia 0,25 ml procedente de la extraccion acuosa, 2 ml de
50 mM de Fe(NO3)3-9H,0 y finalmente 0,25 ml de una solucion saturada de
tiocianato de mercurio Il [HgQ(SCN),] al 75%. Las muestras se agitaron
vigorosamente y después de 15 min se procedio a su lectura a una longitud de

onda de 460 nm frente a una curva patron de KCI (0,1 - 10 mM).

[1.5.3. Resultados y discusién

La comparacion de los resultados del analisis foliar con la norma o referencia
se viene realizando de distintas maneras. Algunas implican una mera

comparacion entre concentraciones de un solo elemento, pero otras utilizan
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relaciones entre dos elementos o, incluso, son multicomponentes. Al primer tipo
pertenecen los meétodos tradicionales del nivel critico y de intervalo de
suficiencia, y al segundo el método del Sistema Integrado de Diagndstico y

Recomendacion (DRIS).

El método del nivel critico se basa en la comparacion de la concentracién de un
nutriente, obtenida mediante analisis foliar, con un valor de referencia que se
denomina nivel critico, y que normalmente supone el 90% del maximo de
cosecha en peso seco. El problema es que los valores de referencia no son
universales y, en consecuencia, no pueden aplicarse directamente a los
mismos cultivos de distintas zonas geograficas. Por lo tanto parece mas légico
y realista utilizar un intervalo de valores de referencia, en lugar de un valor
aislado. El método del intervalo de suficiencia o rango Optimo es el mas
extendido y tiene la misma base que el nivel critico, pero aqui el dato analitico
se compara con un intervalo de concentraciones del nutriente en el que no se
aprecia una reduccion en la produccion o la cosecha. Finalmente, el DRIS se
basa en la recogida del mayor namero posible de datos respecto a los
contenidos de nutrientes minerales en planta, y el uso de esos datos para
calcular relaciones optimas entre nutrientes (indices nutritivos o relaciones
normalizadas, ej. N/P, N/K...) e intervalos de suficiencia. Estos indices o
rangos de nutrientes calculados por el método DRIS son menos sensibles a los
cambios que se producen durante la maduracion de la hoja y la ontogénesis,
pero dependen en cierto grado de la localizacion ya que se tiene en cuenta los

factores edafoclimaticos (Mills y Benton Jones, 1996).
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En la siguientes tablas se representan los intervalos de suficiencia realizados
para Lactuca sativa L. cv. longifolia por distintos autores, los cuales vamos a
utilizar como valores de referencia para determinar los posibles efectos de la
aplicacion yodo sobre el estado nutricional de plantas de lechuga en nuestro

experimento.

Tabla 1. Intervalos de suficiencia de macronutrientes realizados en hojas maduras de

plantas de lechuga (Lactuca sativa L. cv. longifolia)

N P S K Ca Mg
Rango Optimo (mg g™ p.s.)
Hartz et al. (2007) 33-48 35-75 2.0-35 29-78 6-11 2.045

Hochmuth et al. (1991) 3545 35-6.0 25-35 50-60 20-30 2.5-4.0

Mills 'y Benton Jones >
(1996) 35-45 4.5-8.0 > 3.0 55-65 20-28 2.5-7.5

Tabla 2. Intervalos de suficiencia de micronutrientes realizados en hojas maduras de

plantas de lechuga (Lactuca sativa L. cv. longifolia)

Fe Cu Mn Zn B Cl
Rango Optimo (ug g™ p.s.)
Hartz et al. (2007) 115-257 5-8.6 45-75 25-73 24-36 Nd

Hochmuth et al. (1991) 50-150 5-10 15-25  20-50 30-45 Nd

(“ﬁ'l,'SG)V Benton Jones 54550 520  15-150 20-100 25-60  Nd

En la planta, el N se distribuye en tres grupos: mas del 50% se halla en
compuestos de elevado peso molecular (proteinas y acidos nucleicos); el resto,
en forma de N organico soluble (aminoacidos, amidas, aminas...) y N
inorganico (principalmente iones nitrato y amonio). Ademas, el N es esencial en
la bioquimica de muchos compuestos no-proteicos tales como coenzimas,

pigmentos fotosintéticos, metabolitos secundarios y poliaminas. Su contenido

202



BEGONA BLASCO LEON ESTADO NUTRICIONAL

en el total del peso seco de la planta oscila entre el 1.5 y el 5% (Marschner,
1995; Espstein y Bloom, 2005; Salt et al., 2008; Azcon-Bieto y Talon, 2008;

Maathuis, 2009).

En nuestro trabajo la concentracion de este macronutriente en hojas fue
alterada tanto por las dosis como por la forma de yodo aplicada a la solucién
nutritiva (Tabla 3). La aplicacion de I produjo una disminucién de la
concentracion foliar de N especialmente significativa en el tratamiento 80 uM,
presentandose en este la minima concentracion (Tabla 3). Por el contrario, y
aunque no hubo diferencias significativas respecto a las plantas control, la
aplicacion de 103" mejoro el estado nutricional de N presentando todas las dosis
valores superiores de N a los de las plantas control (Tabla 3). Comparando los
datos obtenidos en nuestra investigacion con los de referencia reflejados en los
rangos optimos de la tabla 1, comprobamos que excepto la dosis 80 uM | el
resto de los tratamientos dan lugar a concentraciones de N adecuados para el
crecimiento normal de la lechuga (Tabla 3). El estado nutricional de N para
cultivos como el tabaco, la espinaca y la lechuga es determinante no solo en la
calidad del producto vegetal sino también en la produccion (Santamaria et al.,
1999; Lea y Azevedo, 2006), por lo que el hecho de que el tratamiento 80 uM de
I produzca concentraciones de N inferiores a las del rango de 6ptimo de este
nutriente podria explicar la disminucion de biomasa de la parte aérea que se
observa en las plantas tratadas con esta dosis de I" (ver Bloque I, Tabla 1).
Aunque mas estudios hacen falta al respecto, la mayor absorcion y

acumulacion foliar de yodo que se produce en el tratamiento 80 uM de I" (ver
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Bloque I, Fig. 1) resulta fitotoxica y podria alterar los transportadores
especificos de NOj3™ en las raices o interferir en su absorcion mediante un
antagonismo entre ambos aniones (NOsz™ - I'), lo que explicaria la minima

concentracion foliar que presenta en N en este tratamiento.

En contraste con el N, el P no se encuentra en forma reducida en las plantas,
sino que permanece como fosfato, ya sea en forma libre 0 como un compuesto
organico, principalmente como éster fosférico con grupos hidroxilos, o
formando enlaces anhidricos ricos en energia, como es el caso del ATP o del
ADP. Desempeiia, por tanto, un papel clave en la fotosintesis, en la
respiracion, y en todo el metabolismo energético. Asimismo, el P tiene un papel
estructural importante en muchas moléculas y estructuras celulares, como los
enlaces diéster presentes en los acidos nucleicos y en los fosfolipidos, los
cuales son fundamentales en las estructuras membranosas. Finalmente, el
papel esencial del P en muchos aspectos del metabolismo celular se refleja por
la gran cantidad de P que se acumula en las semillas que se utilizara
posteriormente para el desarrollo embrionario, germinacién y crecimiento de la
plantula (Marschner, 1995; Espstein y Bloom, 2005; Salt et al., 2008; Azcdn-

Bieto y Talon, 2008; Maathuis, 2009).

Al igual que el N, la concentracién foliar de P vario dependiendo de la dosis y
forma aplicada de yodo (Tabla 3). La aplicacion de I’ dio lugar a una
disminucién de las concentraciones de P respecto a la de las plantas control,

presentandose la minima en la dosis 80 uM (Tabla 3). Por el contrario, ninguna
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dosis de 103" altero la concentracion foliar de P respecto a la de las plantas
control (Tabla 3). En general, la aplicacion de 103 mantuvo un estado
nutricional de P adecuado para el crecimiento de las plantas, mientras que
elevadas dosis de I" en la solucion nutritiva dan lugar a concentraciones de P
situadas en el limite inferior del rango 6ptimo para este nutriente (ver Tabla 1).
Por lo tanto, y dado el papel esencial del P en el crecimiento y desarrollo de la
planta es posible que la reduccion de biomasa observada en el tratamiento 80
MM de I' (ver Bloque I, Tabla 1) pueda asociarse también a concentraciones
bajas de nutriente en estas plantas. Como en el caso de N, aunque mas
investigacion es necesaria, es posible que la aplicacion de elevadas dosis de I
puedan alterar bien los transportadores especificos para la absorcion de P o

bien se produzcan una interaccion antagonica entre ambos aniones.

Otro macronutriente anionico esencial para las plantas es el S. La mayor parte
del S en la planta se encuentra en su forma reducida en los aminoacidos
cisteina y metionina. Igualmente, se integra en diversas coenzimas como la
tiamina, la biotina y la coenzima A, compuesto este clave en la activacion de
los acidos organicos y, por tanto, en los procesos de sintesis y degradacion de
los acidos grasos y en la respiracion celular. Los grupos SH-, principalmente de
la cisteina, son clave en multitud de reacciones enzimaticas, determinando,
segun su forma (oxidada o reducida), la actividad de éstas. Por otro lado, la
produccion del tripeptido glutation a partir de la cisteina tiene una gran
importancia en las respuestas de las plantas a condiciones de estrés ya que

ademas actuar en la regeneracion del ascorbato también detoxifica
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directamente especies reactivas de oxigeno (Marschner, 1995; Espstein y

Bloom, 2005; Salt et al., 2008; Azcon-Bieto y Talon, 2008; Maathuis, 2009).

En nuestro trabajo no encontramos diferencias significativas en la
concentracion de S entre las plantas control y los distintos tratamientos de yodo
aplicados a la solucion nutritiva (Tabla 3). Indicar, que todos los valores de
concentracion foliar de S estan dentro del rango 6ptimo de este nutriente para

las plantas de lechuga (Tabla 1).

Tabla 3. Influencia de las diferentes dosis y formas de yodo sobre la concentraciéon
foliarde N, Py S

N P S
Tratamientos ; ; ) ) )
Dosis (M) 10, | 10, | 10,
0 36.6 36.6 5.34 5.34 2.87 2.87
20 33.3 38.6 4.29 5.58 2.94 2.80
40 31.3 39.7 3.99 5.46 2.92 2.79
80 29.8 40.6 3.25 5.25 2.87 2.70
P-valor * NS b NS NS NS
LSD 4.08 3.64 0.72 0.56 0.20 0.23
Andlisis de Varianza

Formas (F) rx i NS

Dosis (D) NS *x NS

FxD * *k NS

LSD 2.51 0.43 0.16

Concentracién de N, Py S expresada en mg g* PS

Los niveles de significancia son representados de la siguiente forma: NS: (no
significativo), * P < 0.05, ** P < 0.01 y *** P < 0.001.

En la corteza terrestre el contenido en K es alrededor del 2.6%, variando su
concentracion entre 0.1 y 1 mM. Por esta razon, es bastante inusual que las

plantas presenten deficiencia de K aunque su suministro produce un aumento

del crecimiento, por lo que normalmente su aplicacién en fertilizantes resulta
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una practica comun. De hecho, junto con el P y el N, constituye el contenido
principal de los fertilizantes de maxima difusion comercial, dada la importancia
de estos tres elementos minerales. Su comportamiento, a pesar de su
naturaleza cationica, es muy similar a la que presenta el P y el N: el K se
distribuye con suma facilidad de los 6rganos maduros a los juveniles, dada su
solubilidad y su baja afinidad por los ligandos organicos, con los que se
intercambia facilmente. El K es el catibn mas abundante en las plantas, pues
puede representar hasta un 10% de su peso seco. Entre la funciones biologicas
del K en las plantas destacar: (i) activacion de mas de 50 sistemas enzimaticos
(oxidoreductasas, deshidrogenasas, transferasas, sintetasas y quinasas)
destacando los que intervienen en el metabolismo del carbono y del nitrégeno,
(i) mediacion en la formacién de proteinas, e (iii) interviene de forma clave en
los procesos de apertura y cierre estomaticos (Marschner, 1995; Espstein y

Bloom, 2005; Salt et al., 2008; Azcdn-Bieto y Talén, 2008; Maathuis, 2009).

El comportamiento del K en nuestro trabajo tras la aplicacién de las diferentes
dosis y formas de yodo fue similar al descrito para el N y el P (Tabla 3).
Excepto los tratamientos de 40 y 80 uM de I (Tabla 4), el resto de tratamientos
tanto de I' como de 103 presentaron niveles adecuados dentro del rango
optimo de K (Tabla 1) y sin diferencias significativas respecto a la
concentracion de plantas control (Tabla 4). Segan Hochmuth et al. (1991) los
valores de K de los tratamientos 40 y especialmente 80 uM de I" estarian por
debajo de los niveles éptimos de este nutriente para las plantas de lechuga, lo

que podria explicar las reducciones que se observan en las plantas tratadas
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con 80 uM de I' de procesos fisioldgicos tan importantes como la asimilacion
del NO3™ (ver Bloque Il, Capitulo 3) y la fotosintesis (ver Bloque II, Capitulo 4).
Posiblemente el exceso de yodo en este tratamiento (80 uM de I', ver Bloque |
Fig. 1) pueda provocar alteraciones en los transportadores radiculares
especificos para el K lo que explicaria la reduccién de su concentracion foliar

en plantas de lechuga.

Tabla 4. Influencia de las diferentes dosis y formas de yodo sobre la concentracion

foliar de K, Cay Mg

K Ca Mg
Tratamientos ; ; ; . .
Dosis (M) 10, | 10, | 10,
0 51.7 51.7 23.4 23.4 2.51 2.51
20 49.2 50.6 24.4 21.7 2.72 2.76
40 42.1 54.3 26.0 22.8 2.65 3.39
80 36.3 46.8 22.8 24.8 2.43 4.66
P-valor o NS NS NS NS x
LSD 8.14 6.12 2.93 1.89 0.37 0.30

Andlisis de Varianza

Formas (F) *x NS *x
Dosis (D) * NS *
FxD NS NS *
LSD 5.73 2.45 0.29

Concentracion de K, Ca 'y Mg expresada en mg g* PS

Los niveles de significancia son representados de la siguiente forma: NS: (no
significativo), * P < 0.05, ** P < 0.01 y *** P < 0.001.

Finalmente, y en relacién a los macronutrientes divalentes, el Ca es necesario
para la integridad y la funcionalidad de la pared celular y membranas v,
ademas, recientemente se ha visto que esta implicado como segundo
mensajero en el funcionamiento de algunas hormonas y en respuestas

ambientales. Su unidn reversible a una pequefia proteina citosélica, la

calmodulina, le permite ejercer una importante funcion como modulador
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enzimatico y desempefar un papel fundamental en las sefiales celulares y en
el desarrollo vegetal (Marschner, 1995; Espstein y Bloom, 2005; Salt et al.,
2008; Azcon-Bieto y Talon, 2008; Maathuis, 2009). Por otro lado el Mg, no es
casi nunca un factor limitante para las planta salvo en los suelos muy acidos o
arenosos. Aproximadamente el 20% del Mg total de las hojas se encuentra en
los cloroplastos, aunque solo entre el 10 y el 20% se presenta en las moléculas
de clorofila formando parte del anillo de protoporfirina. El resto se encuentra
localizado en forma idnica soluble en el espacio intratilacoidal y, al iluminarse el
cloroplasto, pasa al estroma, donde activa enzimas importantes como la
rubisco, la fosfoenol-piruvato carboxilasa y la glutamato sintasa. También
interviene en el metabolismo energético de la planta, al formar complejos con el
ATP, ya que las ATPasa utilizan como sustrato los complejos Mg-ATP. Incluso
la propia fotofosforilacion del ATP a partir del ADP necesita Mg. La propiedad
que tiene el Mg de establecer uniones tanto ibnicas como especialmente,
covalentes, hace que el Mg esté presente en procesos claves como la union y
estabilizacion de las subunidades del ribosoma, y por tanto en la biosintesis de
proteinas, en incluso en la transcripcién del mensaje genético por la activacion
de la RNA polimerasa (Marschner, 1995; Espstein y Bloom, 2005; Salt et al.,

2008; Azcon-Bieto y Talon, 2008; Maathuis, 2009).

En nuestro trabajo la aplicacion de yodo solo afecto a la concentracion foliar de
Mg, cuando este elemento traza fue aplicado como 103" (Tabla 4). En general
indicar que los valores obtenidos tanto de Ca como de Mg, independientemente

de la dosis y forma aplicada de yodo, entran dentro del rango 6ptimo de estos
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nutrientes para la lechuga (Tablas 1 y 4). Como indicAbamos al inicio
solamente la aplicacion de 103 dio lugar a un aumento en la concentracion
foliar de Mg, presentandose la maxima concentracion en la dosis 80 uM (Tabla
4). Puesto que el Mg es esencial para procesos clave para la planta como la
fotosintesis, sintesis de proteinas y metabolismo energético, el incremento en
su concentracion por la aplicacion de 103 podria favorecer el crecimiento y
desarrollo de las plantas de lechuga lo que se refleja en la produccion de

biomasa de estas plantas (ver Bloque |, Tabla 1).

Los micronutrientes intervienen un gran namero de funciones en las plantas,
entre las que cabe destacar: biosintesis de clorofila y de hormonas (etileno,
acido giberélico y acido jasmonico), transporte de electrones en la fotosintesis,
reacciones de oxido-reduccion, produccion y detoxificacion de especies
reactivas de oxigeno, cofactores enzimaticos, osmoproteccién, papel
estructural en la pared celular, y respuestas de defensa ante patégenos
(Marschner, 1995; Espstein y Bloom, 2005; Salt et al.,, 2008; Azcon-Bieto y

Talon, 2008; Hansch y Mendel, 2009).

Nuestros datos mostraron que la aplicacibn de yodo no afecto al estado
nutricional de los micronutrientes Cu, Mn, Zn, B y Cl puesto que no existieron
diferencias significativas entre la concentracién de estos entre plantas control y
los diferentes tratamientos con yodo (Tablas 5 y 6). Destacar que todas las
concentraciones de estos micronutrientes son adecuadas para el crecimiento

optimo del cultivo de la lechuga. El unico micronutriente que fue afectado por
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los tratamientos con yodo fue el Fe. Como podemos comprobar en la tabla 5 el
aumento en la aplicacion de I' y de 103 dio lugar a un incremento en la
concentracion foliar de Fe, presentandose la maximas concentraciones en la
dosis 80 (Tabla 5). Estos datos nos sugieren que la fertilizacion con elevadas
dosis de yodo mejora el estado nutricional de Fe, especialmente cuando el
yodo se aplica como 103. Posiblemente entre estos dos elementos idnicos
exista un sinergismo que favorezca la absorcion y acumulaciéon de ambos en la

parte aérea.

Tabla 5. Influencia de las diferentes dosis y formas de yodo sobre la concentracion

foliar de Fe, Cuy Mn.

Fe Cu Mn
Tratamientos ; ; . . .
Dosis (M) 10, | 10, | 10,
0 135 135 7 7 60 60
20 118 140 8 7 56 65
40 120 146 7 7 62 68
80 165 220 7 7 60 64
P-valor * b NS NS NS NS
LSD 22 31 1 1 8 11

Andlisis de Varianza

Formas (F) ** NS NS
Dosis (D) * NS NS
FxD NS NS NS
LSD 37 1 10

Concentracion de Fe, Cuy Mn expresada en ug g* PS
Los niveles de significancia son representados de la siguiente forma: NS: (no
significativo), * P < 0.05, ** P < 0.01 y *** P < 0.001.
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Tabla 6. Influencia de las diferentes dosis y formas de yodo sobre la concentracion
foliar de Zn, By Cl.

Zn B Cl
Tratamientos . . . . .
Dosis (M) 105 | 105 | [oR
0 26 26 33 33 0.59 0.59
20 23 27 33 35 0.60 0.59
40 24 24 31 32 0.55 0.62
80 26 24 36 32 0.60 0.63
P-valor NS NS NS NS NS NS
LSD 4 3 5 6 0.09 0.11
Andlisis de Varianza
Formas (F) NS NS NS
Dosis (D) NS NS NS
FxD NS NS NS
LSD 4 5 0.08

Conc_(lantracic’)n de Zn y B expresada en pug g PS; Concentracién de Cl expresada en
an(?s%inEaé de significancia son representados de la siguiente forma: NS: (no
significativo), * P < 0.05, ** P < 0.01 y ** P < 0.001.

En conclusion, y desde un punto de vista nutricional, podemos indicar que la
realizacion de un programa de biofortificacion con I en plantas de lechuga seria
mas perjudicial que la fertilizacion con 103, especialmente si se aplican al
medio de cultivo elevadas dosis de yodo. Concretamente, la aplicacién de 80
MM de I' produce una reduccién significativa de los nutrientes N, P y K por
debajo de los rangos 6ptimos establecidos para este cultivo por lo que debido a
esta disminucion de estos macronutrientes se podria explicar en parte la
fitotoxicidad que causa este tratamiento en plantas de lechuga. Por el contrario,
la aplicaciéon de 103 supone un mantenimiento optimo del estado nutricional

para la mayoria de los elementos e incluso una mejora de nutrientes tan

importantes como el Mg y el Fe.
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1. Desde el punto de vista de la calidad nutricional las dosis mas
apropiadas a aplicar en un cultivo hidroponico son 40 uM de I' 0 80 uM
de 103" ya que, ademas de no causar reduccion de la biomasa respecto
a las plantas control provocan un incremento de los compuestos
antioxidantes de mayor relevancia para los vegetales. Asimismo, estas
dosis dan lugar a una acumulacion foliar de yodo suficiente como para
cubrir las necesidades fisiologicas de este elemento en humanos,
garantizandose asi la viabilidad del uso del cultivo de lechuga en un

programa de biofortificacion.

2. Larespuesta frente al estrés oxidativo es variable y depende de la forma
de aplicacion del yodo. En el caso de su aplicacion bajo la forma de I se
produjo una disminucion de la actividad SOD estaria provocando una
acumulacion de O,". Ante esta situacion, la planta incrementd las
actividad CAT vy las actividades biosintéticas y de regeneracion L-GalDH
y MDHAR que darian como resultado un importante pool de AA que
estaria detoxificando directamente dicho radical. Sin embargo, este
mecanismo parece no ser muy eficaz a elevadas dosis puesto que existe
peroxidacion de lipidos y reduccién de biomasa, en los tratamientos de
80 uM de I'. Por otra parte, la aplicacién de |03 provoca un incremento
de enzimas detoxificadoras de los ROS y del ciclo de Halliwell- Asada
indicando una mejora del sistema antioxidante de las plantas. Aunque
seria necesario el desarrollo de experiencias complementarias, estos

datos indican que la aplicacion de yodo en forma de 103" podria ser una
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estrategia eficaz para mejorar la respuesta de las plantas ante diferentes

tipos de estrés.

3. La aplicacion de I' a produce una inhibicidon de la absorcion de NO3™ sin
que se vea afectada la produccion de biomasa. Este hecho puede
suponer un incremento de la calidad nutricional de las plantas de
lechuga, ya que de esta forma se reduciria la ingesta de NO3™ a través
del consumo de este vegetal. Asimismo, la aplicaciéon de 103 dio como
resultado una mayor produccion de la parte comestible y un incremento
y optimizacion del proceso foterrespiratorio. Finalmente, esta situacion
puede resultar interesante desde el punto de vista agrondmico, ya que
se podria reducir el aporte de fertilizantes nitrogenados y en
consecuencia se abaratarian costes econdmicos derivados de la

aplicacion en exceso de este tipo de fertilizantes.

4. La aplicacion de 103" en dosis iguales o inferiores a 40 uM puede ser una
forma de obtener una mayor produccion y calidad vegetal con un menor
aporte de fertilizantes nitrogenados, ya que se ven incrementados todos
los aspectos relativos a la eficiencia en el uso del nitrégeno. Ademas, la
posible reduccion en la fertilizacion N por la aplicacion de 103 se vera
reflejada tanto en la disminucion del impacto ambiental como en una
reduccion en los costes economicos derivados de la aplicacion de este

tipo de fertilizantes.
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5. Siempre y cuando no existan condiciones hidricas limitantes en el medio
de cultivo, para futuros programas de biofortificacion seria recomendable
la aplicacion de 103, ya que existe una optimizacion del proceso

fotosintético y un incremento de la produccion del cultivo.

6. La aplicacion de elevadas dosis de I produce una reduccion significativa
de los nutrientes N, P y K por debajo de los rangos 6ptimos establecidos
para este cultivo, hecho que podria ser una de las causas de la
fitotoxicidad de este tratamiento en plantas de lechuga. Por el contrario,
la aplicacion de 103 supone un mantenimiento optimo del estado
nutricional para la mayoria de los nutrientes e incluso una mejora de

elementos tan importantes como el Mg y el Fe.
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