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Capitulo 1
Introduccidon General y Objetivos






1. INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

1.1. Introduccién general

1.1.1. Biofortificacion: La nueva revolucion agric  ola

A lo largo de la historia de la humanidad la agricultura ha sido la base de la
alimentacion de las distintas poblaciones. Sin embargo ha sido en los ultimos afios
donde la mejora genética de las cosechas y el progreso en la modernizacion de
las técnicas agricolas, para la realizacion de esta tarea, ha sido determinante en la
mejora de la calidad y produccién de los alimentos vegetales basicos. A pesar de
esto, la produccion agricola era insuficiente para mantener el ritmo de crecimiento
de la poblacion hasta la llamada “Revolucion Verde” entre los afios 1950 y 1960,
donde mediante el uso de fertilizantes y pesticidas principalmente, se produjo un
incremento de la produccion de las cosechas, permitiendo asi, cubrir las
necesidades de la poblacion de estos productos primarios, principalmente en los
paises en vias de desarrollo. Pero esta primera revoluciéon agricola solo se centro
en la produccion de las cosechas (fundamentalmente de arroz y trigo),
seleccionando las variedades mas productivas, y llevando a la agricultura en
muchos casos al monocultivo, disminuyendo por tanto la variabilidad de las
plantas cultivadas y la calidad nutricional de los productos obtenidos a partir de
dicha revolucion (Timmer, 2003).

Actualmente, la produccion agricola mundial es suficiente, aunque la sociedad no
solo demanda una gran produccién, sino que necesita productos con una alta
calidad nutricional, capaces de satisfacer las necesidades nutricionales humanas
tras su consumo. Los humanos requieren mas de 22 elementos minerales para
cubrir sus necesidades fisiologicas alimentarias. Algunos de estos elementos son
requeridos en elevadas cantidades como son por ejemplo el Calcio (Ca) y el
Fosforo (P). Sin embargo, otros como las vitaminas, Hierro (Fe), Zinc (Zn), Cobre
(Cu), Selenio (Se) e lodo (I) s6lo son necesarios en pequefias cantidades (Welch y
Graham, 2004; White y Broadley, 2005).

A pesar de ser estos los nutrientes esenciales requeridos en menor cantidad en la

dieta humana actual, se observa que existen deficiencias en dichos elementos.
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Asi se estima que de 6 billones de personas, 60-80% son deficientes en Fe, mas
del 30 % son deficientes en Zn, el 30 % en |, y un 15 % aproximadamente en Se
(White y Broadley, 2005). Ademas de los minerales, las vitaminas también son
importantes en la alimentacion humana, ya que muchas de ellas no son
sintetizadas por el organismo. Por tanto, las principales deficiencias en estos
compuestos se producen en la vitamina A, y en el folato (vitaminas B) (White et al.,
2004; Stein et al., 2006; Bekaert et al., 2007; Diaz de la Garza et al., 2007).

Las deficiencias en estos elementos minerales o compuestos repercuten en la
salud de la poblacion, afectando mayoritariamente a nifios, adolescentes y
mujeres embarazadas, y a pesar de encontrarlas en los paises desarrollados,
afectan principalmente a los paises en vias de desarrollo, donde se incrementa
dado su pobre y escasa alimentacion (Wech, 2002; King, 2002; Nestel et al., 2006;
Campos- Bowers y Wittenmyer, 2007; Ortiz-Monasterio et al., 2007; Mayer et al.,
2008).

La deficiencia en Fe es de la mas extendida en el mundo, estando ligada a
muchas enfermedades como la anemia y en muchas de las muertes de mujeres
embarazadas y neonatos, ademas de ser causa de abortos. Principalmente la
encontramos en el sur de Asia y Africa, aunque los grupos de poblacion con méas
riesgo son aquellos cuya dieta esta basada principalmente en productos vegetales
con bajo contenido en este elemento y poco consumo de carne (Ortiz-Monasterio
et al., 2007; Yang et al., 2007).

La deficiencia en Zn, también esta muy extendida por el mundo, es un elemento
implicado en la expresion de los genes, desarrollo y replicacion celular
(Hambrigde, 2000). A este micronutriente se le atribuye el incremento de padecer
diarreas, neumonia y malaria, ademas de asociarse su deficiencia con un
incremento en la mortalidad en nifios menores de 5 afos. Las regiones mas
afectadas por esta deficiencia son el sur de Asia y Africa subsahariana,
principalmente afectando a nifios (Caulfield y Back, 2004).

En cuanto al | su deficiencia esta extendida por todo el mundo, y esta asociada

con la deficiencia de Se, afectando principalmente a los recién nacidos
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provocéandoles hipotiroidismo congénito. En mujeres principalmente la deficiencia
de | altera el metabolismo del tiroides (Yang et al.,, 2007). Como acabamos de
indicar el 1 y el Se son elementos muy relacionados, por lo que normalmente
existen deficiencias de ambos elementos en las mismas regiones. El Se, cuando
es deficiente, provoca dos enfermedades caracteristicas, Keshan y Kaschin-Beck,
gue principalmente también afectan a mujeres y nifios, y que muestran una
distribucion parecida (Yang et al., 2007). La enfermedad de Keshan es una
cardiopatia inducida principalmente por la deficiencia de Se y vitamina A, se
produce por un deterioro de la funcidén cardiaca que provoca arritmias, siendo
mortal en los recién nacidos (Lyons et al., 2003). Por otro lado, la enfermedad de
Kaschin-Beck, es una osteoartropatia que afecta al cartilago epifisiario, articular y
a las placas de crecimiento Oseas de los huesos largos, provocando un
acortamiento de los dedos de las manos y pies y extremidades, produciendo en

casos graves enanismo (Gerald y Combs, 2001).

La vitamina A es un nutriente importante, y su deficiencia representa uno de los
principales problemas de salud mundial, ya que principalmente la obtenemos de
alimentos vegetales. La deficiencia esta estando implicada en la muerte de
muchos nifios al afio, provocando ademas cegueras en mujeres jovenes Yy nifios

pequefios (Li et al., 2007).

Por lo general todos los sintomas de deficiencia de elementos minerales y
vitaminas que acabamos de describir se manifiestan normalmente en casos muy
severos, presentando la mayoria de la poblacion lo que se denomina como

malnutricién asintomatica (Campos-Bowers y Wittenmyer, 2007).

Dado que la mayoria de estos micronutrientes son tomados principalmente a
través de la ingestion de los vegetales, y que el contenido de los mismos en las
cosechas no es muy elevado, en los Ultimos afios se esta investigando sobre una
novedosa forma de enriquecer los productos vegetales destinados tanto al
consumo humano como al ganado en estos micronutrientes esenciales a través

de los denominados programas de biofortificacion (Welch, 2002).
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Imagen 1.1: Ciclo de nutrientes en la biofortificacién

Asi, la biofortificaciéon  fue definida por White y Broadley (2005) como el proceso
de incrementar la concentracion biodisponible de elementos esenciales en la parte
comestible de los productos cosechados mediante la intervencion agronémica o la
seleccion genética. Posteriormente, Campos-Bowers y Wittenmyer (2007),
definieron a la biofortificacibn como una técnica relativamente nueva que implica la
mejora de las principales variedades de plantas cosechadas con el fin de
incrementar los niveles de nutrientes especificos en los tejidos vegetales
requeridos para el consumo humano o animal. La biofortificacion por tanto
muestra potencial para beneficiar a humanos, plantas y ganado, enriqueciendo a
los suelos de nutrientes y ayudando ha aumentar la produccién agricola por
hectarea. Sin embargo esta técnica agricola es compleja ya que para que sea
eficaz hay que considerar factores como: la seleccion de variedades, reduccion de
antinutrientes e incremento de sustancias que promuevan la absorcion de
nutrientes. Ademas de estos factores para llevar a cabo con éxito un programa de
biofortificacion hay que superar una serie de barreras que pueden reducir el efecto

beneficioso de dicho proceso (King, 2002). En primer lugar, la dificultad mas
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importante es conocer con exactitud la concentracion del micronutriente necesaria
en la rizosfera, ya que un incremento en la biodisponibilidad de dicho elemento en
la rizosfera aumentara la absorcidn del mismo por las plantas. Por otro lado
también hay que considerar la absorcion del elemento puede ser incrementada
mediante la estimulacion de ciertos procesos en las células radiculares que
pueden aumentar la solubilidad y movimiento del nutriente, lo cual se puede
conseguir mediante la estimulacion de eflujos radiculares, como H*, aplicacion de
sustancias quelatantes y una mayor superficie radicular (Welch, 2002). En
segundo lugar, las células radiculares de las plantas deben poseer en la
membrana plasmatica mecanismos de absorcion que deben ser suficientes y
bastantes especificos para permitir la acumulacion del metal una vez entre en el
apoplasto de las células radiculares desde la rizosfera (Welch, 2002). Y por ultimo,
y en tercer lugar, los micronutrientes deben ser eficientemente translocados hacia
las partes comestibles de las plantas y alli acumulados sin provocar efectos
toxicos para la planta. Es decir, debemos de tener en cuenta la capacidad de
movimiento del elemento hacia el grano, frutos y otras partes comestibles de la
planta (Welch, 1986, 2002).

Finalmente, otro factor a considerar es la forma de consumo de estos vegetales,
ya que procesos como el cocinado, la molienda y la fermentacion pueden
disminuir la biodisponibilidad del elemento para el humano después de estos
procesos, implicando por tanto un estudio del vegetal a cultivar junto con el

elemento a incrementar (Underwood, 1999; Bouis, 1996).

En definitiva, y como acabamos de comentar, la biofortificacion de plantas con
cualquier nutriente es un proceso complejo que requiere de investigacion previa
antes de ser llevado a la practica. Sin embargo, la importancia que actualmente
tiene la nutricion humana y las posibilidades que abre la biofortificacion en la
mejora de la calidad de vida en la poblacion mundial, ha hecho que esta mejora
agricola este siendo impulsada por distintos organismos mundiales como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Grupo Consultivo Internacional
sobre Investigacion Agricola (CGIAR) en su programa de investigacion Harvest

Plus (Johns y Eyzaguirre, 2007).
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Los primeros trabajos sobre biofortificacion nos llevan a principios de la presente
década, donde Welch (2002) y King (2002), indican esta posibilidad de cultivo, y
su importancia sobre la salud, sugiriéndonos la viabilidad del proceso.
Posteriormente los primeros trabajos experimentales fueron realizados con los
nutrientes Fe y Zn donde se observa un aumento de la concentracion de estos
elementos en granos de distintas variedades de maiz (Oikeh et al., 2003).
Posteriormente, Hass et al. (2005), comprobd como incrementando el contenido
en Fe en arroz a traves de la fertilizacion, aumentaba la cantidad de este elemento
en el plasma sanguineo de las mujeres en Filipinas, reduciéndose asi los casos de
anemias en las mismas. A partir de estos trabajos y hasta la actualidad se ha ido
publicando distintas investigaciones en las que se comprueba que la
biofortificacion es eficiente para elementos traza como el Fe, Zn, Se e | (Poletti et
al., 2004), realizdndose la mayoria de los trabajos en cereal puesto que son la
principal fuente de alimentacion de muchos paises (Stein et al., 2006; Zhao et al.,
2007; Yang et al., 2007; Ortiz-Monasterio et al., 2007; Zhu et al., 2007, Li et al.,
2007; Diaz de la Garza et al., 2007; Cakmak, 2008; Mayer et al., 2008). En
definitiva todos estos trabajos concluyen indicando la viabilidad del proceso, y
mostrando el incremento de los diferentes nutrientes en las plantas estudiadas, sin
embargo algunos también sugieren la importancia de mejorar el transporte por el
floema de estos elementos, la variabilidad genética de las plantas cultivadas y la
posible modificacidbn genética con el fin de mejorar ain mas la eficacia de los
programas de biofortificacion (Velu et al., 2007).

Por ultimo, tenemos que tener en cuenta, que la eficiencia de cualquier mejora
agricola, y en este caso de la biofortificacion, depende de la aceptacion que tenga
el producto en los consumidores. Teniendo en cuenta la mala reputacion que
tienen los productos obtenidos mediante modificacion genética, la biofortificacion
se presenta como un producto potencialmente aceptado por la poblacién (Nestel
et al., 2006), asi, solo quedaria informar al consumidor y poner en el mercado una
amplia variedad de vegetales, con el fin de una buena aceptacion por parte de la

poblacion mundial.
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1.1.2. ¢Por qué es necesario un programa de biofor tificacion con

Se en plantas?

Actualmente, al Se se le considera un elemento traza esencial para los
animales tanto por su valor nutricional cémo clinico. Su funcion biolégica en
animales se ejerce a través de las llamadas selenoproteinas, con especial
relevancia de la glutation peroxidasa cuya funcion consiste en la destruccion
del peroxido de hidrégeno (H.O,) que se forma durante las reacciones
respiratorias. Sin la actuacion de estas proteinas, las células musculares,
pancreaticas y hepaticas, por citar algunas, moririan rapidamente (Sies et al.,
1972). El Se se presenta en la glutation peroxidasa como un residuo de
selenocisteina siendo el responsable de la eficiencia catalitica de dicha enzima
(Aumann et al., 1997). La proteccién contra el dafio oxidativo por parte de esta
selenoproteina ha hecho que el Se se defina como un quimioprotector frente a
la aparicion de distintos tipos de cancer. CoOmo describiremos posteriormente,
se ha comprobado que las células que se nutren adecuadamente con Se son
menos susceptibles a los efectos dafinos de los radicales de oxigeno que
pueden atacar al ADN causando mutaciones y producir la activacion oxidativa
de los cancerigenos quimicos o virales (Koéhrle et al., 2000). EI Se también
actla, tanto en animales como en humanos, como un potente antioxidante, es
eficaz en la inhibicién de la expresion de ciertos virus (v.g. VIH) y tiene un papel
importante en el funcionamiento optimo del sistema inmune. Diversos estudios
clinicos han demostrado que tanto las concentraciones de Se como las de
glutation peroxidasa estan reducidas en pacientes que presentan la
enfermedad de Alzheimer, asi como en enfermos con diabetes y aquellos que
padecen enfermedades cardiovasculares (Tapiero et al., 2003).

Ademas de todas estas funciones que acabamos de citar, en la actualidad al
Se también se le atribuye un papel de especial relevancia por su capacidad en
la prevencién del cancer. Esta funcion estd abalada por distintos estudios
recientes (Ip, 1998; Combs y Gray, 1998; Gauther, 1999). Por ejemplo, los
trabajos experimentales con animales demostraron que el aporte de Se en la

dieta, fundamentalmente bajo su forma organica de origen vegetal, supone un
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efecto preventivo muy eficaz del cancer inducido por diversos agentes quimicos
(Ip et al., 1992; Ip y Lisk, 1995; Ip et al., 1996; Finley et al., 2001). El efecto del
Se cOmo un agente quimioprotector se ha demostrado también con sujetos
humanos, encontrandose que este elemento traza reduce la aparicion de
ciertos tipos de cancer, como el de mama, prostata y colon (Kohrle et al.,
2000). Ademas, se sabe que las personas que tienen concentraciones de Se
en sangre inferiores a 0.2 mg/ml poseen un mayor riesgo de padecer los tipos

de cancer que acabamos de citar (Clark et al., 1993; Tapiero et al,. 2003).

Aunque actualmente no se conoce de manera exacta cudles son los
mecanismos por los que el Se actia en la inhibicion o retraso de la
carcinogénesis, lo que si parece claro es que sus formas metiladas (v.g.
metilselenio, dimetilselenio y trimetilselenio) son las mas eficaces para la
proteccion contra el cancer (Vadhanavikit et al., 1993; Ganther y Lawrence,
1997). En este sentido su ingesta en forma organica de origen vegetal,
principalmente como seleniometionina y meltilseleniocisteina, es la mas eficaz
para incrementar los niveles de metabolitos metilados de Se (Jiang et al., 1999;
Ip et al., 2000). Investigaciones realizadas con humanos han demostrado que
las formas organicas, en comparacion con las inorganicas, son también mejor
absorbidas y asimiladas (Butler et al., 1991; Moser-Veillon et al., 1992). Estos
resultados nos permiten concluir que ya que las formas mas abundantes de Se
en las plantas son fundamentalmente organicas (seleniometionina y
metilseleniocisteina; véase en Imagen 1.2), la ingesta de este elemento a
través de los productos agricolas, como frutos y verduras, sera mas efectiva en
la prevencion del cancer, en comparacion con su ingesta bajo sus formas
inorganicas. Esta conclusién esta respaldada experimentalmente por estudios
como el de Finley et al. (2001). Estos investigadores demostraron que las ratas
que consumian 3 pg/g de plantas de brécoli fertilizadas con Se, en
comparacion con la ingesta en su forma inorganica, producia un aumento
significativo de la actividad glutation peroxidasa, asi como una reduccion

también significativa de la aparicion de tumores.
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Imagen 1.2: Esquema de la asimilacion del Se en las plantas. 1: ATP sulfurilasa; 2: APS reductasa;
3: Suffito reductasa; 4: Complejo cisteina sintasa (SAT-OAS-TL); 5: Cistationina sintasa; 6:

Metionina sintasa; 7: Metiltransferasa.

En resumen podemos proponer que la toma de Se en la dieta procedente de
productos vegetales (forma organica) es el método mas eficaz para obtener
este elemento, ya que su biodisponibilidad es maxima. Por tanto, su eficacia
para actuar como quimioprotector, tanto del punto de vista preventivo como
curativo, dependera no solo de la cantidad ingerida sino también de la forma

presente en la dieta (Kéhrle et al., 2000; Tapiero et al., 2003).

En general, la cantidad de Se en nuestra dieta depende en gran medida de su
concentracion en el suelo, ya que esta concentracion es la responsable final del
contenido de Se en los alimentos que diariamente consumimos. Asi, se ha
encontrado que la concentracién de Se en plantas y animales es directamente

proporcional a la concentracion en suelo (Girling, 1984). Muchas zonas del
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mundo, entre las que se incluye la mayor parte de Europa, tienen poca
concentracion de Se en suelo, lo que hace que sus productos agricolas
destinados al consumo humano y animal sean también pobres en Se. Por
ejemplo, hay estudios que demuestran que en paises como Alemania,
Noruega, Finlandia y Austria la concentracion de Se en el suelo suele ser
inferior a 0.3 mg/Kg, (Stadlober et al., 2001). Esta pobreza de selenio conlleva
a que sus habitantes consuman una cantidad de Se entre 20 a 35 g por dia,
cantidad bastante alejada de la que aconseja la Organizacion Mundial de la
Salud (entre 50 y 200 pg por dia). Para solucionar el problema de deficiencia
de Se en la dieta, las autoridades finlandesas han aprobado el uso de
fertilizantes de Se en la agricultura (principalmente como selenato sddico), lo
que ha producido un aumento de Se en los productos agricolas. Por ejemplo,
en tubérculos de patata se ha pasado de una concentracién inferior a 0.010
ppm a valores superiores a 0.070 ppm. Este aumento ha reinvertido
positivamente en los niveles de selenio en sangre en la poblacibn humana.
Concretamente de 1.05 a 1.70 umol de Se/L (Eurola et al., 1989; Makela et al.,
1993).

En relacion con este tema, Espafia se puede definir como una zona pobre en
Se, con especial deficiencia en regiones como Galicia y Aragon. Otras zonas
deficientes son las partes de Andalucia en las que se practica una agricultura
intensiva, principalmente en el sector horticola. Particularmente, en la provincia
de Granada, Diaz-Alarcon et al. (1996) encontraron que la concentracion media
de Selenio varia entre 0.08 y 0.21 mg/Kg de suelo. Nuestro grupo de
investigacion ha demostrado también que en la vega de Granada los niveles de
Se son inferiores a 0.2 mg/kg de suelo, lo que conlleva a que las plantas que se
cultivan en esta zona presenten deficiencias de este elemento traza. Por
ejemplo, en hojas de col china los valores son inferiores a 605 pg/kg de peso
seco, y en tubérculos de patata menores que 100 pg/kg de peso seco (Moreno
et al., 2000; Baghour et al., 2001). Teniendo en cuenta la importancia agricola
de la provincia de Granada, tanto en sus zonas costeras como de interior, la
ingesta de frutos y hortalizas procedentes de estas zonas pueden no
administrar a un ingente numero de personas los niveles de Se recomendados

por dia en la dieta.
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Como ya hemos comentado, una solucién para aumentar los niveles de Se en
la dieta consiste en fertilizar el suelo cultivable con sales de selenio (programa
de biofortificacion). Las dos formas mas utilizadas son el Selenato y el Selenito
sédico debido a que las plantas los absorben con mayor facilidad que otras
formas de Se como las organicas (selenocisteina y selenometionina mucho
menos disponible para las plantas) (Terry et al.,, 2000). Aunque el selenato
sodico es la forma mas utilizada, se piensa que el selenito sodico es mas eficaz
puesto que su asimilacién a compuestos organicos de Se en la planta suele ser

mayor (Terry et al. 2000).

Aunque un adecuado nivel de Se en el suelo es aconsejable por su repercusion
en los niveles de este elemento en la planta, no debemos olvidar que una
excesiva aplicacion puede conducir, como se ha demostrado en algunos paises
como Finlandia y Austria, a la aparicion de toxicidad en el suelo, y por tanto a
una disminucién de la productividad de los cultivos, asi como a problemas de
naturaleza medio-ambiental (Makela et al., 1995). Para evitar estos problemas
es recomendable realizar experimentos previos en condiciones controladas de
camara de cultivo. Por esta razon en este trabajo de Tesis Doctoral hemos
evaluado tanto la eficacia de los fertilizantes inorganicos de Se (selenato vs.
selenito), asi como las dosis optimas de los mismos que permitan las mayores
concentraciones de Se organico en las plantas, sin que ello conlleve a una

reduccion de la productividad del cultivo ni a la aparicion de fitotoxicidad.
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1.2. Objetivos

Actualmente, al selenio (Se) se le considera un elemento traza esencial para los
animales tanto por su valor nutricional como clinico. En relacion a este ultimo
aspecto, al Se se le atribuye un papel de especial relevancia por su capacidad en
la prevencion del cancer. Los trabajos experimentales con animales de Ip y sus
colaboradores demostraron que el aporte de Se en la dieta, fundamentalmente
bajo su forma organica de origen vegetal, supone un efecto preventivo muy eficaz
del cancer inducido por diversos agentes quimicos (Ip et al., 1992; Ip y Lisk, 1995;
Ip et al, 1996; Finley et al., 2001). El efecto del Se como un agente
quimioprotector se ha demostrado también con sujetos humanos, encontrandose
gue este elemento traza reduce la aparicion de ciertos tipos de cancer, como el de
mama, préstata y colon (Kohrle et al., 2000).

Ademas de estas investigaciones, distintos estudios han demostrado que la
eficacia del Se para actuar como quimioprotector, tanto desde el punto de vista
preventivo como curativo, depende no solo de la cantidad ingerida sino también de
la forma presente en la dieta. Trabajos como los de Blutler et al. (1991); Moser-
Veillon et al. (1992) y Finley et al. (2001) han encontrado que la ingesta de este
elemento a través de los productos agricolas, como frutos y verduras, es mas
efectiva en la prevencién del cancer, en comparacion con su ingesta bajo sus
formas inorganicas. En general se ha comprobado que la cantidad de Se en
nuestra dieta depende en gran medida de su concentracion en el suelo, ya que
esta concentracion es la responsable final del contenido de Se en los alimentos
gue diariamente consumimos. Sin embargo, muchas zonas del mundo, incluida
Espafia, presentan muy bajas concentraciones de Se en el suelo. Por lo que para
aumentar las concentraciones de Se en productos vegetales destinados al
consumo humano una solucién es la utilizacion de fertilizantes de Se en la
agricultura (biofortificacion con Se), como han llevado a cabo varios paises del
centro de Europa. En este trabajo como fertilizantes de Se utilizaremos las dos
formas inorganicas mas facilmente accesibles para la plantas como son el selenito

y selenato. Bajo condiciones controladas analizaremos en esta Tesis Doctoral la
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eficacia de cada fertilizante aplicado en diferentes dosis con el fin de evitar, como
ha ocurrido en los paises de Finlandia y Austria, la aparicion de toxicidad en el
suelo y por tanto una disminucion de la productividad de los cultivos, asi como
problemas de naturaleza medio-ambiental derivados de la toxicidad de Se (Makela
et al., 1995).

En definitiva, los objetivos de nuestro trabajo seran los siguientes:

1- Realizar un programa de biofortificacibn con Se en plantas de lechuga en

donde determinaremos:

a) A gue dosis y forma de Se (selenito vs selenato) se produce la mayor
acumulaciéon de este elemento traza en la parte comestible destinada al
consumo humano sin que para ello se produzca una reduccion de la

produccion del cultivo de lechuga.

b) EIl efecto sobre la calidad nutricional del producto agricola centrandonos
principalmente en la capacidad antioxidante debido al papel cada vez mas
importante que tienen las sustancias antioxidantes como protectoras frente

a la exposicién de agentes cancerigenos y mutagénicos.

2- Estudiar el efecto de un programa de biofortificacion con Se con distintas dosis
y formas de este elemento traza sobre alguno de los procesos fisiologicos en
las plantas y sobre el estado nutricional de estas, aspectos éstos esenciales
para el crecimiento y desarrollo de las plantas.
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2. BIOFORTIFICACION CON SE E INDUCCION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

2.1. Introduccion

El Selenio (Se) ha sido considerado un elemento esencial en la nutricion de los
animales desde 1957, requiriendo los humanos una cantidad diaria de dicho
nutriente de 50-70 pg dia™® (U.S. Departament of Agricultura, 2003). Ya que el
Se es un componente de importantes enzimas como la glutatibn peroxidasa,
selenioproteina P y tetraiodotrina 5°-deiodinasa, las cuales participan en la
proteccion antioxidante de las células animales (Combs y Gray, 1998; Ellis y
Salt, 2003). Ademas diferentes estudios muestran que una suplementacién en
este mineral en la dieta humana disminuye la incidencia de algunos tipos de
cancer, como el cancer de préstata y pulmon (Clark et al., 1996; Ip y Ganther,
1992; Ip et al., 1991; Lauchli, 1993). En este sentido, Ip et al. (1991)
confirmaron en estudios experimentales con animales que la suplementacién
con Se en la dieta y fundamentalmente bajo su forma organica de origen
vegetal, como metilselenocisteina y metilselenometionina (Combs et al., 1997,
Roser et al.; 1999), previenen canceres inducidos por diversos agentes
quimicos (Ip et al., 1992; Ip and Lisk, 1995; Ip et al., 1996). Otros trabajos
indican un posible efecto del Se sobre el sistema inmunitario en humanos,
fortaleciendo la resistencia a infecciones virales como la del VIH (Broome et al.,
2002; Arthur, 2003). Ademas, su esencialidad en los humanos también ha sido
demostrada por su papel en el correcto funcionamiento del metabolismo de
Yodo en el tiroides y optimizacion de la funcion biologica del Hierro y Cinc
(Lyons et al., 2004).

La importancia del selenio en la nutricion de mamiferos es primordial, ya que la
deficiencia de Se puede promover la aparicion de céancer (Diwadkar-
Navsariwala et al., 2006). Una dieta deficiente en este elemento en los
humanos es normalmente debida a una ingestion de vegetales destinados al
consumo humano con una concentracion imperceptible de Se, debido a su baja
biodisponibilidad en la mayoria de los suelos agricolas (Smorklji et al., 2005;
Pedrero et al., 2006), especialmente en distintas zonas del mundo como son:

China, UK, Este de Europa, Africa y Australia (Chen et al., 2002; Lyons et al.,
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2005). Por consiguiente, dada esta baja biodisponibilidad y el papel de los
vegetales como principal fuente de este elemento en la dieta, muchos trabajos
estan apareciendo en estos ultimos afos respecto a las vias para incrementar

el contenido en Se en las plantas destinadas al consumo humano.

La biofortificacion ha sido definida como el proceso de incrementar la
concentracion biodisponible de elementos esenciales en la parte comestible de
las plantas cultivadas mediante intervenciéon agrondmica o seleccion genética
(White y Broadley, 2005). En este sentido, han aparecido recientes trabajos,
como los de Chen et al. (2002) en arroz, Lyons et al. (2005) en diferentes
variedades de trigo, y recientemente Pedrero et al. (2006) en rabano,
demuestran que una fertilizacion con Se incrementa el contenido de este
elemento traza en las plantas y ademas muestran como este se traslada como

aumento en el Se ingerido en humanos.

Imagen 2.1: Paises del mundo con suelos muy deficientes en Se. En verde estan
representados los paises donde se esta llevando a cabos programas de biofortificacién en

prueba.

A pesar de la garantia ofrecida por estos resultados, y por los programas de
biofortificacién realizados en diferentes paises como Finlandia, Australia y
Nueva Zelanda, donde la ingestion de plantas sujetas a una fertilizacion con Se

reforzé la concentracion en el plasma sanguineo de este elemento traza en
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humanos y animales (Arthur, 2003), pocos estudios han comparado la
efectividad de estos programas de biofortificacion entre las dos formas de Se
inorganico (selenito vs. selenato) que son mas disponibles y facilmente
absorbidos por las plantas (Ximénez-Embin et al., 2004). Tampoco existen
muchos trabajos que analicen el Se sobre la calidad nutricional de las plantas
usadas para el consumo humano, particularmente sobre la capacidad
antioxidante, cuando existen evidencias que una aplicacion excesiva de Se
puede tener efectos fitotoxico sobre las plantas (Hartikainen et al., 2000) y asi
afectar a sus caracteristicas nutricionales. El estudio de la capacidad
antioxidante en la parte comestible de las plantas es realmente importante, ya
que en la dltima década se ha demostrado que la ingestion de antioxidantes de
origen vegetal pueden neutralizar la aparicion de especies de oxigeno reactivas
(ROS), y asi disminuir la aparicion de algunas enfermedades como el cancer y
enfermedades neurodegenerativas (Tudela et al., 2002).

Un trabajo reciente donde se examinan estos aspectos es el realizado por
Cartes et al. (2005). En este trabajo los autores sugieren que el Se induce la
capacidad antioxidante por estar relacionado con la actividad de la glutatiéon
peroxidasa ya que la actividad de esta enzima se intensifica con el incremento
en la concentracion foliar de este elemento. En trabajos previos, el Se ha sido
definido como un inductor de la capacidad antioxidante en plantas,
incrementando algunos compuestos como el tocoferol, y los compuestos
fendlicos (Lee et al.,, 2001; Hartikainen et al.,, 2000; Xu et al.,, 2003). Sin
embargo en la actualidad no se conoce con exactitud como la aplicacion de
diferentes dosis y formas de Se pueden afectar a la capacidad antioxidante en

plantas.

En resumen, dada la importancia y los beneficios de la biofortificacion con Se,
en este capitulo, no sélo se compara el efecto de la aplicacion de Se bajo
distintas formas (selenito vs selenato), sino también que dosis resultaria la mas
conveniente en un futuro programa de biofortificacion con Se en plantas de
lechuga, con el fin de conseguir la maxima capacidad antioxidante y
acumulacion de Se sin provocar una pérdida de biomasa foliar, y por tanto de

produccion.
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2.2. Material y Métodos

2.2.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

El material vegetal utilizado en los experimentos que constituyen este trabajo

de Tesis Doctoral ha sido la lechuga (Lactuca sativa cv Philipus).

La lechuga, cuyo nombre cientifico es Lactuca sativa L., perteneciente a la
Familia Astracea; se caracteriza por ser plantas anuales o bianuales, de porte
recto y hasta 1 m de altura, lampifias y con tallos ramificados. Hojas basales
arrosetadas, obovadas y dentado-crenadas (Sanchez-Monge, 1991). Es
ampliamente conocida y cultivada en todo el mundo, a través de numerosos
tipos y variedades, siendo la planta mas importante entre las hortalizas de

hojas que se consumen crudas (Giaconi, 1995).

Lactuca sativa L. var. longifolia o philipus, corresponde a las lechugas llamadas
romanas. La planta desarrolla hojas grandes, erguidas, oblongas y obovadas,
de 20 a 30 cm de largo y 6 a 10 cm de ancho, con nervadura prominente,
superficie ligeramente ondulada y borde irregularmente dentado, con nerviatura
central muy ancha. El tallo se presenta de mayor longitud que en las
variedades anteriores y permanece protegido por el conjunto de hojas, las que

forman una cabeza cénica o cilindrica (Sanchez-Monge, 1991).

O n

Imagen 2.2: Lactuca sativa L. var. longifolia o philipus
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La lechuga tiene una gran importancia en la dieta de los humanos siendo una
de las plantas mas consumidas en fresco en ensaladas del mundo (Deshpande
y Salunkhe, 1998). Por su valor nutricional, debemos destacar que es un
vegetal muy poco caldrico, pero que aporta gran cantidad de nutrientes
esenciales. A continuacion, en la Tabla 1.1 se muestra su calidad nutricional
(Gebhardtan y Tomas, 2002).

Lechuga 100gr
Agua 95%
Calorias 18gr
Proteinas 29r
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

Tabla 1.1 Valor nutricional de la lechuga, obtenido por cada 100gr de lechuga

La eleccion de esta planta para un programa de biofortificacion con Se se debe
basicamente a 2 razones:

1- Al ser su parte comestible la hoja la concentracion de Se en este grano
sera directamente proporcional a la cantidad aplicada de este elemento
traza en el medio de cultivo lo que nos permitira por su lado la
posibilidad de que el programa de biofortificacion de Se se realice con
éxito, y por lo lado nos permitira estudiar el efecto de la acumulacion de
Se sobre distintos procesos fisioldgicos y nutricionales.

2- Este vegetal es uno de los mas cultivados en el mundo, teniendo una
produccion mundial de 23.131.432 toneladas al afio, siendo Espafia uno

de los principales productores mundiales con 1.069.500 toneladas, y
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s6lo superada por China con 11.605.250 toneladas y Estados Unidos
con 4.659.460 toneladas en el afio 2006 (FAO, 2006).

Las plantas de Lactuca sativa L. cv Philipus fueron germinada 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
del la Facultad de 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 un PPFD de 350 pmolm?s™
medido por encima de las plantas con un sensor 190 SB, LI-COR Inc., Lincoln,
NE, USA).

-

k
Y

12 cm.

Imagen 2.3: Tamafio lechuga en el momento del transplante a la camara de cultivo.

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 solucion
de nutritiva la cual estuvo compuesta por: 4 mM Ca(NO3), 6 mM KNO3, 2 mM
MgSO, + 7 H,0, 1 mM  NaH,PO4 + 2 H,0, 50 yM H3BO3, 2 yM MnCl, + 4
H,O, 1 yM ZnSO4 + 7 Hy0, 0,1 yM Na;MoO4 + 2 H,0, 0,25 yM CuSO4 + 5
H,O, 10 uyM Fe-EDDHA. La solucion nutritiva tuvo un pH 5,5-6,0 y fue
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renovada cada tres dias, la vermiculita se lavd con agua destilada con el fin de

evitar la acumulacion de nutrientes.

PNEF N = A RF e

2 LT LA h S ey e ST

s

Imagen 2.4 : Cultivo de lechuga, en camara de cultivo bajo condiciones controladas

A los 45 dias después de la germinacion, los diferentes tratamientos fueron
aplicados junto a la solucion nutritiva descrita anteriormente. Los tratamientos
mantenidos durante 21 dias, consistieron en diferentes dosis de selenato
sédico (5, 10, 20, 40, 60, 80, 120 umol L™ como Na,Se0.) y selenito sédico (5,
10, 20, 40, 60, 80, 120 pmol L* como Na,SeOs). Ademas se realizo un
tratamiento control que consistiéo en la aplicacion solo de la solucion nutritiva

descrita anteriormente.
El disefio experimental fue totalmente aleatorio, consistente en 15 tratamientos,
repetidos 3 veces con 6 plantas en cada repeticion. La experiencia se repitio

tres veces bajo las mismas condiciones de cultivo (n=9).

2.2.2. Muestras vegetales

Las hojas de las planta fueron muestreadas transcurridos 66 dias después de
la germinacion. Las muestras foliares fueron estandarizadas mediante el uso
de 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
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estado nutricional y metabdlico, y por tanto el efecto de los tratamientos
aplicados. El material fue lavado tres veces con agua destilada después de su
descontaminacion con un detergente no iénico al 1 % y se secaron en papel de

filtro.

Una parte de las hojas muestreadas fue usada en fresco para el analisis de la
peroxidacion de lipidos [actividad lipo-oxigenasa (LOX) y contenido en
malondialdheido (MDA)], oxidacién de proteinas (grupos carbonilos), fenoles
totales, flavonoides, phenilpropanoides glicésidos (PPGs), ascorbato y los test
de capacidad antioxidante FRAP (the Ferric Reducing Ability of Plasma), DPPH
(2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) y Poder Reductor.

Otra parte de la muestra fue secada mediante liofilizacion y el peso fue
registrado y expresado como gramos de peso seco (p.s.) [parte aérea]™” (p.a.),

y se utilizé para determinar la concentracion en Se total.

2.2.3. Andlisis vegetal

2.2.3.1. Medida de la peroxidacién de lipidos

Para el ensayo del MDA, 0,5 g de hoja de lechuga fueron homogeneizados en
5 ml de una solucibn de acido tiobarbiturico (TBA) al 0.25% en &cido
tricloroacético (TCA) al 10%. La mezcla fue calentada a 95°C durante 30 min. y
a continuacion se enfri6 en un bafio de hielo. Posteriormente las muestras
fueron centrifugadas a 9500 rpm durante 10 min. y se cuantificé el contenido en
MDA en el sobrenadante a Asz;. También se obtuvo el valor de absorbancia no
especifica a Agyy para corregir la turbidez. La concentracion de MDA fue
calculada usando como coeficiente de extincién 155 mM ™ cm * (Fu y Huang,
2001).

La actividad LOX (EC 1.13.11.12) fue medida de acuerdo con Minguez-
Mosquera et al. (1993), usando tampén KH,PO,4-K,HPO4, 50 mM  a pH 6, el
cual contenia polivinylpolypyrroline (PVPP) al 1% para la extraccion de la

enzima. Posteriormente el homogeneizado fue centrifugado a 9500 rpm
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durante 20 min. El extracto enzimatico se mezclé con 0,5 mM de &cido linoleico
en tampén KH,PO4-K:HPO,4, 50 mM a 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 M * c¢cm ™. La cantidad de proteinas del
extracto enzimatico fueron determinadas mediante el método de Bradford

(1976), usando una curva patron de BSA.
2.2.3.2 Determinacién de Grupos Carbonilos

Para la determinacion del contenido en grupos carbonilos; 0,5 mg de hoja de
lechuga fueron homogeneizados con 10 ml de KH,PO4-K;HPO,4 100 mM (pH
7), el cual contenia 0,1% de Triton X100, 1 mM de Na- EDTA y 0,1 mM de
fenilmetanosulfonil fluoruro (PMSF), y el homogenado posteriormente fue
centrifugado a 15800 rpm durante 20 min. a 4°C. Seguidamente, se tomd del
sobrenadante 1 ml al que se le afiadio 0,2 ml de 2,4 dinitrophenylhydrazine
(DNPH) 20 mM, disuelto en HCI 2M. Ademas, se hicieron unos tubos control,
consistentes en 1 ml del sobrenadante al que se le adicion6 0.2 ml de HCI 2M.
La mezcla de reaccion se dejo incubar durante una hora a 25 °C, agitandose
cada 15 min. en un vortex. Pasada la hora de incubacion se afadio 1 ml de
acido tricloroacético al 20% a todos los tubos y se centrifugaron a 11500 rpm
durante 3 min. El sobrenadante obtenido, se desechd, y el pellet fue lavado dos
veces con 1 ml de etanol-etileter. Posteriormente, se afiadido 1 ml de guanidina-
HCI 6M a pH 4,5, donde se resuspendi6 el pellet, y se dejé incubar durante 30
min. a 37°C y tras la incubacion se procedié a centrifugar los tubos a 11500
rom durante 3 min. Finalmente los grupos carbonilos fueron medidos
cuantitativamente a una absorbancia de 370 nm de acuerdo con el método de
Moran et al. (1994). Los resultados obtenidos fueron expresados como mmol

de grupos carbonilos g* de peso fresco (p.f.).
2.2.3.3. Determinacion de fenoles totales

Los fenoles totales del tejido vegetal fueron extraidos con metanol, cloroformo y
solucion salina al 1%, mediante homogenizacion. Posteriormente el

homogeneizado fue filtrado y centrifugado a 5000 rpm durante 10 min. De la
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fase metabdlica se tomd una alicuota de 0,5 ml a la que se le afiadio 1,5 ml de
Na,CO3; al 2%, 0,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau al 50 % y 2,75 ml de
agua destilada. La mezcla de reaccion se incubo durante 60 min. a temperatura
ambiente (Rivero et al., 2001). EIl contenido se cuantificoO a una absorbancia de

765 nm. Los resultados obtenidos fueron expresados como pg de acido cafeico
-1
g p.f.

2.2.3.4. Determinacioén de flavonoides

El contenido en flavonoides fue medido mediante método colorimétrico de Kim
et al. (2003). Tras una homogenizacién con el mismo extractante que el usado
para los fenoles, se tomaron 0,5 ml de alicuota a la que se le afiadié 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 afiadio 0,15 ml de una solucion de AICl; - 6 H,O al 10% y 1 ml
de una solucién 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 midié6 a 415 nm y el contenido de flavonoides fue calculado

usando una curva patrén de rutin. Los datos fueron expresados como pg rutin

glpf
2.2.3.5. Determinacioén del ascorbato total

El ascorbato total fue determinado espectrofotometricamente siguiendo el
método usado por Gossett et al. (1994). Hojas de lechuga (1g p.f.) fueron
homogenizadas en 10 ml de acido m-fosférico 5% (p/v) frio. EI 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 reaccién formada por 0,5 ml de 150 mM
KH2POg4, y 0,1 ml de DTT (dithiothreitol) 20 mM. Tras la incubacion, se afadio
100 ul de 0,5% (w/v) n-etilmaleimida. El color aparecié6 tras la adicion de 400 pl
10% (p/v) de acido tricloroacético, 400 pl de acido o-fosforico al 44%, 400 ul de
6,5 mM & - a -1 -dipiridil en etanol al 70%, y 200 pl de 110 mM FeCls. La
mezcla de reaccién fue incubada a 40°C durante 40 min. y finalmente la
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absorbancia fue anotada a Asys. Frente a una curva patrén de ascorbato

sddico, con la cual se siguié la misma metodologia que con las muestras.

2.2.3.6. Determinacién de PPGs totales

La determinacion de PPGs fue realizada de acuerdo a el método colorimétrico
basado en la estimacion de derivados del o-dihidroxicinamico por la reaccién
de Arnow (Arnow, 1937). Tras una extraccion con metanol (similar a la de los
fenoles totales), a 1 ml de sobrenadante (fase metabdlica) de cada una de las
muestras se le afiadio 2 ml de HCI 0,5 M, 2 ml de una solucion de NaNO; al
10% y Na;MoO4+ 2H,0 al 10% (reactivo de Arnow), fanalmente se le adiciond
2 ml de 2 M NaOH. La solucion fue llevada hasta 10 ml con agua destilada.
Después de 10 min., la absorbancia fue medida a Asys, frente a una curva
patron, realizada con una solucion madre de 3-(3,4-dihydroxyphenyl)-L-alanina
(Galvez et al., 2005).

2.2.3.7. Ensayo FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)

El test FRAP, 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. El
ensayo fue realizado con el reactivo FRAP, compuesto de 1 mM 2,4,6-tripirildil-
2-triazina (TPTZ) y 20 mM FeCl3z en 0,25 M CH3COONa, pH 3,6. Un extracto de
100 ul, obtenido de la homogenizacion de 1 g p.f. en 10 ml de metanol, y
posteriormente fitrado y centrifugado a 10200 rpm durante 2 min; fue afladido 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 pM Fe** preparada usando una solucién madre 25

mM de sulfato ferroso (Benzie y Strain, 1996).
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2.2.3.8. Ensayo DPPH

En el ensayo DPPH los antioxidantes reducen el radical libre 1,1-difenil-2-picril-
hidracil, el cual tiene un maximo de absorcion a As;s. El test del radical libre
DPPH fue realizado segun Hsu et al. (2003). Se obtuvo un extracto metandlico
(1 g/5 ml metanol 80%), el cual posteriormente fue filtrado y centrifugado a
6000 rpm durante 10 min. Del sobrenadante resultante se tomé 0,5 ml de
extracto y se mezclé con 2,5 ml de una solucion 0,1 mM de DPPH recién
preparada, y la mezcla fue incubada durante 60 min. en oscuridad y frio. La
absorbancia de la reaccion fue medida por espectrofotometria a As;7. Para el
blanco de las muestras se reemplazo el extracto por 0,5 ml de metanol. Los
valores del Test DPPH se obtuvieron con la aplicacion de la siguiente formula
(Hsu et al., 2003).

% = [1 - (As17 muestras / As;7 blanco)] x 100 (Hsu et al., 2003).

2.2.3.9. Test del Poder Reductor

El test del Poder Reductor, el cual esta basado en la transicién del Fe** a Fe?*
por la reduccion del complejo ferricianida ferrica al complejo ferricianida ferrosa
gue 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 (1 mM) (Meir et al., 1995).

El poder reductor en extractos de hoja de la lechuga fue medido de acuerdo
con el método descrito por Hsu y col. (2003). A 1 ml de extracto de lechuga,
gue se obtuvo macerando 1 g/5 ml metanol 80 %; se le afladié buffer fosfato
(0,2 M, pH 6.6) y KzFe (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 afiadié 0,5 ml CI3CCOOH al 10%. A
continuacion, fueron centrifugados a 5000 rpm durante 10 min. y 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 incub6 durante 10 min. y la absorbancia fue medida
a 700 nm.
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2.2.3.10. Determinacion de Se total

Para la determinacién de la concentracion de Se, 25 mg de muestra fueron
digeridos con 2,5 ml HNO3 concentrado y 1 ml de H,O, en un bafio de arena.
La solucion resultante fue diluida en 25 ml de agua destilada y la concentracion
del metal fue determinada por ICP:MS de acuerdo con Pedrero et al. (2006). La

concentracion en hojas fue expresada como mg Kg™ peso seco (p.s.).

2.2.4. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis 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 Se 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 n.s: no

significativo.

2.3. Resultados y Discusion

En las plantas, el estrés afecta negativamente a su crecimiento y desarrollo, y
ademas produce ROS que dafian numerosas macromoléculas y estructuras
celulares. Consecuentemente, bajo condiciones adversas, uno de los mas
fiables y extendido indicador de estrés para las plantas es la produccion de
biomasa. Ademas de la produccion de biomasa existen otros indicadores que
también son ampliamente empleados para detectar el nivel de estrés del
vegetal como son: peroxidacion de lipidos, expresado mediante la actividad de
la LOX y el contenido en MDA; y el estado de oxidacion de las proteinas
determinado como el contenido en grupos carbonilo (Moran et al.,, 2002;
Rosales et al., 2006). Nuestros resultados con respecto a la biomasa de la

parte comestible de plantas de lechuga revelan diferencias significativas

31



2. BIOFORTIFICACION CON SE E INDUCCION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

dependiendo de la forma y la dosis de Se aplicadas (P<0,001, Fig. 2.1),
generalmente presentando se un mayor incremento cuando la forma aplicada

fue selenato respecto al selenito (Fig. 2.1).
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Figura 2.1 Biomasa aérea en plantas de Lactuca sativa L. sometidas a diferentes dosis y

formas de Se. Los datos son medias + error estandar (n=9)

Control 5 uM 10 uM 20uM 40 uM 60 uM 80 uM 120 uM

Imagen 2.5: Comparacion del crecimiento de las lechugas sometidas a diferentes dosis de

selenito

Control 5uM 10 uM 20 uM 40 uM 60 uM 80 uM 120 uM

Imagen 2.6: Comparacion del crecimiento de las lechugas sometidas a diferentes dosis de

selenato
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Los valores mas elevados de biomasa aérea fueron registrados en la dosis de
20 uM en el caso del selenato y de 5 uM en el caso del selenito. A estas
concentraciones observamos un crecimiento superior al de las plantas control
(Fig. 2.1). Cuando la aplicacion fue de 40 yM de selenato y 10 uM de selenito,
no encontramos diferencias significativas con respecto a la biomasa aérea de
las plantas control. A partir de estas dosis para ambas formas, el crecimiento
de la planta fue disminuyendo progresivamente hasta la concentracion de 120
MM, donde la produccidn en biomasa encontrada fue la menor para ambas

formas de Se aplicadas (Fig. 2.1).

En general, los resultados nos indican que la forma en selenato es menos
toxica que el selenito, dado que las plantas toleran y responden positivamente,
incluso induciéndose su crecimiento hasta la dosis de 40 uM de esta forma de
Se, mientras que este efecto ocurre con el selenito, sélo hasta la concentracién
de 10 uM (Fig. 2.1).

Ademas de la biomasa, como hemos comentado anteriormente, existen otros
indicadores en las plantas muy fiables de la existencia de un estrés.
Encontramos que la aplicacion externa de diferentes dosis de Se incremento la
actividad LOX, la concentracion foliar de MDA, y los grupos carbonilos,
presentandose los maximos valores a concentraciones de 120 uM tanto de
selenito como de selenato (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2 Efecto de la aplicaciéon de diferentes dosis y formas de Se sobre la peroxidacién de
lipidos medidos como actividad LOX y contenido en MDA, y la oxidacion de proteinas medida

como contenido en grupos carbonilos. Los datos son medias + error estandar (n=9)

LOX MDA Grupos Carbonilo
Tratamientos SeOs; SeOQ, SeO; SeOQ, SeOgy SeOQ,
Dosis (UM)
0 0,21+0,03 0,21+0,03 6,88+0,13 6,881+0,13 109+4,72 109+4,72
5 0,30+0,03 0,22+0,02 7,51+0,17 7,161£0,19 104+4,32 90+4,92
10 0,32+0,04 0,26+0,03 8,03+0,16 7,2610,25 128+5,66 98+4,77
20 0,35+0,03 0,30+0,03 8,97+0,22 7,3410,20 115+4,87 108+5,91
40 0,36+0,02 0,33+0,02  9,49+0,20 7,551+0,22 119+45,18 12545,72
60 0,38+0,03 0,34+0,04 10,7+0,19 7,9840,27 1594556 113+6,15
80 0,38+0,04 0,35+0,05 11,0+0,27 8,05+0,31 17146,01 137+46,04
120 0,42+0,05 0,3740,04  11,9+0,25 8,12+0,29 17846, 43 15745,87
P-valor —_— * *kk *kk —_— —
LSD 0,01 0,08 0,06 0,13 10,6 8,87
Andlisis de la Varianza
Formas Se (F) ek ok ok
Dosis Se (D) ok ok —
FxD n.s ik ok
LSD 0,04 0,07 9,66

Actividad LOX expresada como: pmol min* mg prot'l. Contenido en MDA expresado como pmol
g'1 p.f. Contenido en grupos carbonilos expresados como: umol g'l p.f.
Los niveles de significacién estan representados por: [0P<0,05, [(11P<0,01, [1TT1P<0,001, y n.s,

no significativo.

En general, encontramos para estos parametros que la aplicacion del selenito
siempre produjo valores méas elevados que los encontrados cuando la forma
afiadida es selenato (Tabla 2.2). Nuestros resultados respecto a la
concentracion en MDA son similares a los encontrados por Hartikainen et al.
(2000) y Xue et al. (2001), quienes observaron un incremento en este
parametro a medida que aumentaba la aplicacion externa de Se. Por otro lado,
nuestros datos coinciden con los obtenidos en otros trabajos como los de Lee
et al. (1998) y Cartes et al. (2005), quienes indican que la aplicacion de selenito
incrementa de una forma mas importante el contenido de MDA que cuando se

aplica al medio de cultivo el selenato. Recientemente, Gomez-Junior et al.
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(2007) encuentra en suspensiones celulares de café que la aplicaciéon de
selenito a bajas concentraciones (0,05 mM) producen una rapida peroxidacion

de lipidos.

Nuestros los resultados de los indicadores de toxicidad coinciden con la
aparicion de una disminucién en la biomasa de las plantas (Fig. 2.1). De
acuerdo con lo encontrado en nuestro experimento las aplicaciones de
elevadas dosis de Se (80-120 uM) constituyen los tratamientos mas fitotoxicos,

siendo el selenito la forma de Se més fitotoxica en nuestro trabajo.

En los programas de biofortificacion, la cantidad de Se acumulado en las
plantas es muy importante ya que, y en especial para el Se, la ingesta de este
elemento traza va a depender en gran medida de la cantidad que se presente
en el vegetal. Los resultados muestran que la concentracion de Se en la parte
comestible de la lechuga depende de la dosis y forma de Se aplicado en el
medio de cultivo (P<0,001; Fig. 2.2).
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Figura 2.2 Concentracidon de Se en hojas de Lactuca sativa L. sometidas a diferentes dosis y

formas de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9)
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En general, la concentracion de Se incremento con la aplicacién de selenato en
comparacion al selenito, presentando ambas formas sus maximos valores en el
tratamiento de 120 uM (Fig. 2.2). Nuestros datos son concordantes con otras
referencias en plantas diferentes donde el selenato provocé un aumento en la
acumulacion de Se en la plantas superior a la del selenito (Lee et al, 1998;
2001; Hu et al., 2002; Chen et al., 2002; Cartes et al., 2005; Pedrero et al.,
2006). La concentracion de selenio, nos indica que ambas formas son
absorbidas, aunque el selenato es absorbido mas eficazmente por la raiz y
transportado hacia la parte aérea de la planta, produciéndose dando una mayor
acumulacion de este elemento en las hojas. Hooper y Parker (1999) ya
observan que la aplicacion de selenato implica una translocacién de Se hacia
las hojas mayor o igual al 84%, mientras que la aplicacion de selenito supone la
translocacion de Se hacia las hoja fuera menor o igual al 47%. En resumen,
considerando los datos referentes a la concentracion en Se junto con los de
biomasa, podemos concluir que las plantas de lechuga pueden tolerar sin que
exista una disminucién de biomasa concentraciones de 34 mg Se Kg* p.s.,
cuando el Se es aplicado a una dosis de 40 uM en forma de selenato, y de 8
mg Se Kg*! p.s. cuando el Se es aplicado en una concentracién de 10 uM en

forma de selenito.

La efectividad de los programas de biofortificacion esta limitado por la
capacidad de los cultivos para la acumulacion de este elemento traza en la
parte comestible de las plantas. Esto es muy importante para definir el tipo de
cultivo a usar con el fin de tener éxito en estos programas (Blasco et al., 2007).
Uno de los principales objetivos de este capitulo es lograr una acumulacién del
elemento traza que pueda satisfacer la cantidad diaria recomendad en la dieta,
gue para los adultos esta estipulada entre 50-70 ug de Se. Nuestros resultados
nos indican que las dosis de aplicacion mas apropiadas en un cultivo
hidroponico de lechuga son de 40 uM para el selenato y 10 uM para el selenito.
Ya que las ventajas que encontramos son las siguientes:

() La biomasa de la parte comestible aérea no se reduce respecto a las

plantas control (Fig. 2.1).
(i) La concentracion de Se en la parte comestible de la lechuga es

suficiente para cubrir las necesidades fisiologicas humanas de este
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elemento, consumiendo 308 g de lechuga fresca a la semana como
maximo cuando el tratamiento se trata de 40 yM de selenato, o 1500 g
de lechuga fresca a la semana cuando se trata las plantas de lechuga

con 10 yM de selenito.

En definitiva, los resultados expuestos hasta el momento sostienen la viabilidad

del uso del cultivo de lechuga en futuros programas de biofortificacién con Se.

A pesar de todos los estudios realizados sobre la aplicacién de Se en las
plantas, ninguno de estos confirman como este elemento traza puede influir
sobre la capacidad antioxidante de los vegetales comestibles. Existen
numerosas evidencias que nos indican los efectos adicionales y sinérgicos de
los compuestos antioxidantes de las frutas y las verduras sobre la salud
humana, ya que estos compuestos pueden disminuir el riesgo de muchas
patologias relacionadas con el estrés oxidativo (Connor et al., 2005). Entre
otros compuestos fitoquimicos, los compuestos fendlicos, son un grupo amplio
con una variedad de estructuras quimicas siendo de los compuestos mas
importantes como antioxidantes. Otro aspecto interesante a ser considerado es
que los fenoles pueden actuar como quelatantes de metales asi como
inhibidores de enzimas como la xantina oxidasa, previniendo de ese modo la
formacion de ROS, enzimatica y no enzimética. Ademas a los fenoles, también

se le ha atribuido un posible papel anticancerigeno (Parr y Bolwell, 2000).

En general, en nuestro experimento, los fenoles incrementaron a medida que
aumentamos la concentracion de Se aplicada al medio de cultivo,
alcanzandose el valor mas elevado en la dosis de 120 uM (Tabla 2.3).
Respecto a los fenoles debemos tener mayor consideracién en las dosis
aplicadas, ya que las formas de Se afiadidas en este experimento (selenato vs.
selenito) no afectaron notablemente a la concentracion foliar de estos
compuestos secundarios (Tabla 2.3). Estos resultados estan de acuerdo con
los obtenidos por Xue et al. (2003) en plantas de té, donde estos autores
tampoco encontraron diferencias en el contenido fendlico tras la aplicacion de

selenito y selenato.
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Otros compuestos a los que se atribuyen funciones antioxidantes son los
flavonoides, dado que son capaces de eliminar ROS de las células vegetales
(Hinonen et al., 1998; Mattaus et al., 2002). Son compuestos antioxidantes de
gran importancia, ya que exhiben varias actividades bioldgicas incluyendo
antialergénicos, antitumorales, antivirales y antioxidantes. Generalmente
poseen un gran numero de grupos hidroxilo, ademas 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).
La Tabla 2.3 muestra que un incremento en la dosis de Se aplicada aumenta la
concentracion foliar de los flavonoides. Con respecto a la forma afadida, es el
selenito quien indujo una mayor acumulacion de éstos en las plantas de
lechuga, aunque, como en el caso de los fenoles totales, no encontramos

diferencias significativas entre ambas formas de Se aplicadas (Tabla 2.3).

Ademas de los fenoles totales y los flavonoides, los PPGs, son definidos como
compuestos intermediarios en el metabolismo fendlico, y tiene una funcién
antioxidante en las células de las plantas (Galvez et al., 2005). Como con los
otros compuestos estudiados, un incremento en la concentracion aplicada de
Se provocé un aumento en el contenido de PPGs, presentandose los maximos
valores en la dosis de 120 uyM (Tabla 2.3). En contraste con los flavonoides,
estos compuestos alcanzan acumulaciones mas elevadas cuando al medio de

cultivo aplicamos selenato (Tabla 2.3).
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Tabla 2.2 Efectos de la aplicacion de distintas dosis y formas de Se sobre algunos compuestos

fendlicos en hojas de lechuga. Los datos son medias + error estandar (n=9)

Fenoles totales Flavonoides PPGs
Tratamientos SeO; SeO, SeO; SeQ, SeO; SeO,
Dosis (UM)
0 0,54+0,07  0,54+0,07 0,36+0,05 0,36+0,05 0,06+0,01 0,06+0,01
5 0,75+0,09  0,78+0,08 0,85+0,09 0,67+0,07 0,06+0,01 0,07+0,03
10 0,730,210 0,85+0,12 0,97+0,08 0,67+0,07 0,07+0,02 0,09+0,02
20 0,77+0,08  0,94+0,11 1,03+0,10 0,85+0,09 0,08+0,06 0,10+0,01
40 1,01+0,09 0,950,123 1,06+0,09 1,03#0,12 0,08+0,04 0,11+0,07
60 1,10+0,11  1,03#0,11 1,10+0,08 1,04%#0,10 0,11+0,06 0,16+0,05
80 1,17+0,10  1,04+0,12 1,15+#0,12 1,114#0,10 0,13+0,07 0,17+0,06
120 1,20+0,13  1,11+#0,12 1,23#0,13 1,25#0,11 0,14+0,05 0,19+0,09
P-valor *kk — *kk n—_— n—_— —_—
LSD 0,01 0,15 0,12 0,10 0,01 0,02
Analisis de la Varianza
Formas Se (F) n.s n.s ok
Dosis Se (D) —_— *kk —_—
ExD * *k ok
LSD 0,20 0,40 0,01

Fenoles totales expresados como: pg acido cafeico g'l p.f.; Flavonoides expresados como: ug
Rutin g'l p.f.; PPGs expresados como: ug verbacoside g'1 p.f.
Los niveles de significacion estan representados por: [1P<0.05, [(1JP<0.01, [(111P<0.001, y n.s,

no significativo.

Sin embargo, el antioxidante por excelencia de los distintos productos
vegetales es el acido ascorbico, conocido como vitamina C (Smirnoff et al.,
1996; Rosales et al., 2006). Diferentes trabajos han demostrado que el Se
induce la acumulacion de este compuesto (Lee et al., 2001; Xu et al., 2003), a
pesar de que el efecto del Se esta poco documentado (Lee et al., 1998).
Nuestros resultados indican que un incremento en la dosis de Se aplicada en el
medio de cultivo provoco una sintesis de acido ascérbico (Fig. 2.3) y, aunque
ambas formas incrementaron el contenido en ascorbato la forma en selenato
dio lugar a mayores incrementos en la concentracion foliar de este compuesto

antioxidante (Fig. 2.3). En nuestro experimento, el efecto del Se fue opuesto al
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mostrado por Lee et al. (1998), quienes observaron una disminucion en &cido

ascorbico a medida que se elevaba la dosis en selenito.
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Figura 2.3 Concentracion total en ascorbato de las hojas de lechugas bajo distintas formas y

dosis de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9)

Examinado estos resultados, nosotros encontramos que una aplicacién de Se
no causo efectos fitotoxicos por debajo de 40 yM para la forma en selenato, y
10 yM para el selenito (Fig. 2.1). Al mismo tiempo, la produccion de
compuestos antioxidantes fue claramente inducida en esos tratamientos (Tabla
2.3 y Fig. 2.3), lo que nos lleva a pensar en un posible efecto beneficioso de
este elemento traza en las plantas de lechuga. A elevadas dosis de Se el
contenido en estos compuestos antioxidantes también incrementd, aunque en
este caso y quizas debido a los efectos téxicos del Se, las plantas mostraron
una reduccién en la produccion de biomasa de la parte aérea (Fig. 2.1).
Finalmente, debemos resaltar que entre las dos formas aplicadas, el selenato
(respecto a selenito) mostré una mayor habilidad para inducir los compuestos
antioxidantes, causé una menor toxicidad, y provoc6é un mayor incremento de la

biomasa aérea (Fig. 2.1) y de la concentracion de Se en las hojas (Fig. 2.2).
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Tabla 2.3 Test de capacidad antioxidante en hojas de lechuga sometida a diferentes formas y

dosis de Se. Los datos son medias + error estandar (n=9)

FRAP DPPH Poder Reductor
Tratamientos SeO; SeO, SeO; SeO, SeO; SeO,
Dosis (UM)
0 1105+40  1105+40 16,68+1,3 16,68+1,3 4480490 4480+ 90
5 1846152 1866155 16,83+1,6 15,67+1,7 5320187 5250+ 90
10 2275+50 3120458 16,97+1,4 17,08+1,6 5351493 5631192
20 3395162 3806160 17,56+1,1 18,1+2,1 5550196 5984+ 90
40 3549458  4011+70 18,29+2,0 20,69+1,8 5794490 6585 +107
60 4306462 4313468 21,7424 25,36+2,1 6270198 7242 £95
80 4566169  4585+70 22,09+2,2 29,41+29 63071101 724 2+140
120 5290+70 5591473 25,4427 40,7143,0 65274117 87 791143
P'Valor *kk *kk *kk *kk *kk *kk
LSD 137 106 2,59 3,51 144 122
Analisis de la Varianza
Formas Se (F) ok ok ok
Dosis Se (D) — ok ok
FxD —_— ok —
LSD 83,2 2,09 90,9

El test FRAP expresado como: pM (SO,)Fe g™ p.f.; test DPPH expresado como % g™ p.f.; test
del Poder Reductor expresado como % de actividad equivalente al acido ascérbico (1 mM) g™
p.f.

Los niveles de significacion estan representados por: [1P<0.05, [1JP<0.01, [(111P<0.001, y n.s,

no significativo.
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Recientemente, un numero de test han sido desarrollados para el estudio
general de la capacidad antioxidante en los distintos extractos vegetal. Estos
ensayos miden la habilidad para reducir sustancias pro-oxidantes mediante el
uso de diferentes radicales o iones metalicos como oxidantes (Sheiser et al.,
2002). Uno de los test mas ampliamente usados que miden la capacidad
antioxidante es el FRAP, el cual en nuestro trabajo presentdé el mismo
comportamiento que los diferentes compuestos antioxidantes analizados, ya
que un incremento en la aplicacion de Se en el medio de cultivo aumento los
valores de este test, presentando el maximo valor en la concentracién de 120
MM (Tabla 2.4). Considerando las formas de Se aplicadas, el selenato alcanzo
valores superiores a los obtenido con el selenito (Tabla 2.4). Finalmente, otros
de los test usados para cuantificar la capacidad antioxidante de los compuestos
en el presente capitulo son el DPPH y el Poder Reductor. Para ambos test, el
aumento en la dosis aplicada de Se produjo un incremento proporcional en los
valores, siendo la forma de selenato la que registré6 una mayor induccion para
los datos de estos test (Tabla 2.4). En resumen, todos los resultados indican
qgue la aplicacion de Se en cualquiera de sus formas induce la capacidad
antioxidante en la lechuga, aumentando esta capacidad a medida que se
incrementa la dosis de Se afiadida y encontrando valores mas elevados
cuando el Se fue afadido bajo la forma de selenato. Nuestros resultados
coinciden con la literatura disponible al respecto (Hartikainen et al., 2000; Lee
et al., 2001; Xue et al. 2001; Xu et al., 2003; Lingan et al., 2005), dado que la
aplicacion de selenato en diferentes plantas y bajo distintas condiciones

produjo un incremento de la capacidad antioxidante.
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Tabla 2.5 Coeficientes de correlacién, para la relacién entre los test de capacidad antioxidante

y los compuestos antioxidantes

Test Antioxidantes

Compuestos

Antioxidantes FRAP DPPH Test del Poder Reductor
Compuestos Fendlicos 0,83*** 0,55*** 0,59***
Flavonoides 0,79*** 0,64*** 0,66***

PPGs 0,01 n.s 0,15n.s 0,13 n.s
Ascorbato 0,83*** 0,68*** 0,81***

Los niveles de significacidn estan representados por: [JP<0.05, [(11P<0.01, [TT1P<0.001, y n.s,

no significativo.

La Tabla 2.5 presenta los coeficientes de correlaciéon entre los diferentes
compuestos antioxidantes y los test de capacidad antioxidante analizados en
nuestro experimento. Nuestros resultados muestran una estrecha correlacion
entre los fenoles totales, flavonoides y acido ascorbico y el test FRAP (Tabla
2.5). Por el contrario, la relacién entre estos compuestos y los test DPPH y
Poder Reductor, aunque positiva, fue menos significativa, ya que mostraron un
bajo coeficiente de correlacion (Tabla 2.5). Segun estos analisis de regresion
los test DPPH y Poder Reductor en nuestro experimento podrian no ser
aconsejables para cuantificar la capacidad antioxidante en las hojas de lechuga
sometidas a diferentes dosis y formas de Se. Nuestros resultados son similares
a los obtenidos por Galvez et al. (2005), quienes encontraron una minima
relacion entre el contenido en flavonoides y los resultados obtenidos con el test
DPPH. Finalmente, debemos sefialar que los PPGs no mostraron coeficientes
estadisticos significativos con los distintos test aplicados en nuestro trabajo.
Estos resultados contrastan con los obtenidos por Galvez et al. (2005), donde
mostraron una fuerte relacion entre el contenido de estos compuestos y el test
DPPH, sugiriendo una posible responsabilidad de los PPGs en la capacidad
antioxidante. En definitiva, nosotros definimos al acido ascoérbico como el
principal compuesto que puede reflejar la capacidad antioxidante en nuestro
trabajo dado que mostré una buena relacion con el FRAP y Poder Reductor.

Indicar como se indica en otros trabajos que no se puede descartar a los
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fenoles totales puesto que también resultan por lo general buenos indicadores
de la capacidad antioxidante (Xu et al., 2003; Leja et al., 2001).

2.4. Conclusiéon

En conclusion, y de acuerdo con nuestros resultados, la aplicacion de Se en
forma de selenato podria ser mas beneficiosa para un programa de
biofortificacidon con este elemento traza, ya que es menos fitotoxico que el
selenito, induce un mayor crecimiento, y causa mas acumulacion de Se en la
hojas de lechuga. En cuanto a la capacidad antioxidante, en general el Se
incrementa los compuestos antioxidantes en las hojas (por consiguiente,
aumenta la calidad nutricional de la cosecha), siendo estos compuestos
inducidos mas eficientemente por el selenato que el selenito. En definitiva, para
una maxima capacidad antioxidante y concentracion en Se, sin una pérdida en
biomasa foliar, la dosis y forma mas apropiada de aplicacion podria ser de 40
MM de selenato. Ademas, bajo esta dosis la concentracion de Se en las hojas
es suficiente para cubrir las necesidades fisiologicas humanas de este
elemento si consumimos 308 g de lechuga fresca a la semana, sin que se
produzca efecto toxico sobre los humanos, ya que esta dosis no excede la
dosis maxima recomendada (Tinggi, 2003). Todos estos resultados en
definitiva garantizan la viabilidad del uso del cultivo de lechuga en un programa
de biofortificacién. Finalmente, resaltar, en cuanto a los test antioxidantes, que
solo el FRAP mostré una relacion significativa con los distintos compuestos
antioxidantes, y que el ascorbato es el compuesto que mas refleja el efecto del

Se sobre la capacidad antioxidante bajo nuestras condiciones experimentales.
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3. REGULACION DE LA ASIMILACION DEL AZUFRE EN PLANTAS DE LECHUGAS SUJETAS AL SE

3.1. Introduccion

El azufre (S) es el macronutriente menos abundante en las plantas superiores
representando tan solo el 0,1% de la materia seca, mientras que por ejemplo el
Nitrogeno supera el 2% y el Carbono alcanza el 45% de la materia seca. Este
nutriente es el principal componente empleado en la sintesis de los
aminoéacidos cisteina y metionina, del tripéptido glutation y otros metabolitos
secundarios esenciales. Sin embargo, la investigacion sobre este
macronutriente en plantas ha sido hasta el momento menos importante que la
realizada por ejemplo para los nutrientes N o P. En la actualidad, y debido a la
aparicion en la agricultura de problemas relacionados con la deficiencia de S,
su investigacion se ha acelerado e intensificado de manera importante, y es
cuando se esta comprobando realmente su esencialidad en las plantas
superiores (Marschner, 1995).

La deficiencia de S, que esta apareciendo en muchas zonas agricolas
industrializadas del mundo, afecta gravemente a la produccién y principalmente
a la calidad y valor nutritivo de muchos cultivos, debido a la disminucion que se
produce en la sintesis de los aminoacidos cisteina y metionina, ambos

esenciales en la dieta de los animales (Mengel y Kirkby, 2001).

Las plantas, por lo general y en la mayoria de los casos, toman el S
principalmente de la solucion del suelo por las raices bajo su forma de anién
oxidado, es decir como sulfato (SO4"), utilizando para ello mecanismos activos
dependientes de un gasto energético. A pesar de que el SO, es relativamente
abundante en el medioambiente, las plantas han desarrollado mecanismos que
regulan tanto su absorcion radicular como su asimilacion en respuesta a
factores tales como: (i) su disponibilidad en el medio, (ii) el crecimiento y estado

de desarrollo de la planta.

La zona radicular donde la absorcién de SO4~ es mas intensa corresponde con

la zona apical formada por pelos radiculares. Bowen y Rovira (1971)
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3. REGULACION DE LA ASIMILACION DEL AZUFRE EN PLANTAS DE LECHUGAS SUJETAS AL SE

observaron que la zona de mayor absorcién de SO,~ comprendia los primeros
5 cm a partir del apice radicular. En apoyo a estas observaciones, y aungue las
investigaciones a este respecto son escasas, se ha comprobado que ante una
situacion de limitacion de S se produce una adaptaciéon en la arquitectura
radicular, consistente en la formacion de numerosas nuevas raices laterales

concretamente en la zona apical (Hell y Hillebrand, 2001).

El SO,  es activamente cotransportado dentro de la célula radicular
conjuntamente con H* en una relacion 1SO,4 : 3H". Este transporte se produce
gracias al mantenimiento de un potencial de membrana provocado por la salida
de H' que lleva a cabo la enzima H*-ATPasa de la membrana plasmatica. Este
proceso de absorcion fue confirmado inicialmente por Lass y Ullrich-Eberius
(1984), que trabajando con Lemma minor L. observaron que la aplicacion de
SO, tras un periodo de limitacibn era acompafiado por una aparicion del
potencial de membrana cuya magnitud dependia de la concentracion externa
aplicada de SO,". Actualmente, se ha comprobado la absorcién de SO, es
inhibida si aparecen factores tales como el incremento del pH en el medio
externo o la disminucion de la actividad H*-ATPasa de membrana.

@" 3@ so

Apoplast

Cytoplasm

2 + a + 2-
giee @ aop+ @ 0 5o

\_J

Imagen 3.1: Transportadores de membrana radiculares del SO,
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Una vez que los SO, entran en la células radiculares, éstos deben de dirigirse

hacia los cloroplastos de las hojas donde mayoritariamente son asimilados.

Leaf mesophyll cell

N
PAPS N
vt N
SO47 —e APS — SO37 —e SZ —= Cys —s Glutathione'\}\)
Chloroplast
S0,% —= APS —= PAPS D i A
Sulfated compounds 57 == Cys —= Glutathione
o ==
" Wacuole
SO, \ Mitochondrion
y) S?” —m Cys
- A
—
Low-affinity I
sulfate permease SO, 2
XKylem SO, i Phloem
» Y
Glutathione
PAPS Plastid
SO,% —= APS —= SO;7 —= 577 —= Cys
él
High-affinity Proton- Root cell
sulfate permease 3@ pumping
@“' ATPase
50,42

Imagen 3.2: Esquema general de la absorcion y asimilacion de SO,

En cuanto a la asimilacién del SO,, esta se divide en tres etapas: activacion
del SO, , reducciéon del SO, , y finalmente la incorporacién del sulfuro a
cisteina. Este proceso metabdlico es un proceso que supone para las plantas
un gasto energético muy importante de 732 kJ mol™. Los lugares donde se
produce la asimilacién del SO, es en los plastidios, aunque segun las
investigaciones al respecto parece que los cloroplastos de las hojas es donde

tiene lugar la mayor parte del paso de SO, a cisteina (Leustek et al., 2000).
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La activacion del SO4~, que es un anién bastante estable, es esencial para
iniciar este proceso metabdlico. Es catalizada por la enzima ATP-sulfurilasa
(ATP-S). Como se puede observar en la siguiente figura la reaccion consiste en
la transferencia del grupo sulfidril procedente del SO, al ATP resultando en la

formacion del compuesto 5’-adenilfosfosulfato (APS) (Suter et al., 2000)

ATP-sulfurilasa

SO, + MgATP 5'-adenilfosfosulfato (APS) + PPi
(ATP-S)

Imagen 3.3: Activacién del SO,, catalizada por ATP-S

Las propiedades de esta enzima fueron estudiadas inicialmente en hojas de
espinaca donde se encontraron dos isoformas de la enzima. Posteriormente,
estudios de localizacidn subcelular y de cinética de la actividad indicaron que la
isoforma mas importante estaba localizada en el cloroplasto y representaba
entre el 80-90% del total de la enzima ATP-S, mientras que la isoforma
minoritaria se encuentra localizada en el citoplasma y en la mitocondria y su
papel en la asimilacién del SO4~ alin no es conocida.

Al ser esta enzima la que inicia la asimilaciéon del SO4~, durante mucho tiempo
ha recibido bastante atencion puesto que por lo general las primeras
reacciones de un proceso metabdlico suelen ser buenas candidatas en el
control y en la regulacion de éste. Debido a esta razdn, la enzima ha sido
utiizada para la generacion de plantas transgénicas. Sin embargo, los
resultados obtenidos hasta el momento no son muy claros e indican que esta
enzima no intervendria de forma limitante en el control de la asimilacion del
SO, . En la literatura disponible hasta el momento encontramos un solo caso
de que la sobre-expresion de la ATP-S incrementa la absorcidén y asimilacion
del SO,". Este trabajo fue publicado por Pilon-Smits et al. (1999) utilizando
Brassica juncea. Por el contrario, la sobre-expresion de la enzima ATP-S en
plantas de tabaco no produjo cambios en la asimilacién del SO, (Hatzfeld et
al., 1998). Otro estudio, fue realizado por Saito (1999), quien observa que las
variaciones del nivel de SO4~ en el medio externo no varian la expresiéon ni

actividad de la enzima ATP-S.
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Finalmente, y lo que si parece estar demostrado en cuanto a la regulacion de la
actividad ATP-S es que es fuertemente inhibida por los productos finales de la
asimilaciéon del SO4~, como la cisteina, el glutatién y la metionina, por lo que se
ha propuesto que la expresion del gen asi como su actividad estén reguladas
por la demanda por parte de la planta de los productos finales de la asimilacion
del SO,".

En cuanto al proceso de reduccién del SO4~, segun Leustek et al. (2000) esta
fase se produce en dos etapas. Una primera etapa en la que intervendria la
enzima APS-reductasa la cual reduce el compuesto APS para producir sulfito, y
una segunda etapa en la que el sulfito es reducido por la sulfito reductasa a

sulfuro.

2GSH 2GSSG + AMP + 2H* 6Fdx-red 6Fdx-ox
APS Sulfito, SO 52 _ Sulfuro, S =
APS-reductasa e Sulfito-reductasa’

Imagen 3.4 : Reduccion del SOy, catalizada por las enzimas APS-reductasa y Sulfito-reductasa

Aunque todavia existe muy poca investigacion al respecto parece ser que la
enzima APS-reductasa podria ser clave en la asimilacion de SO4”. Finalmente,
la enzima sulfito-reductasa parece ser que no es regulada significativamente
por el estado nutricional de S, y se cree que su expresion es constitutiva.
Posiblemente, esto se deba que el sulfito, al igual que los nitritos, son toxicos
para las células por lo que es necesario como mecanismo de prevencion que
esta enzima mantenga un nivel elevado tanto de expresion como de actividad

con el fin de evitar la acumulacién de sulfito.

La mayoria de las biomoléculas que contienen S en las plantas son
sintetizadas directa o indirectamente a partir del aminoacido cisteina, por lo que
la formacion de este aminoacido se define como esencial en la asimilacion de

SO, a compuestos organicos.
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La primera etapa en la sintesis de cisteina es realizada por la enzima serina
acetiltransferasa (SAT), la cual cataliza el paso de un grupo acetil, procedente
del Acetil-CoA, al aminoacido L-serina para formar el compuesto O-acetil-L-
serina (OAS). La siguiente reaccion es catalizada por la enzima O-acetilserina-
(tiol)liasa (OAS-TL), y consiste en la sulfihidrilacion de la OAS en presencia de

sulfuro dando lugar a cisteina y acetato (Lauchi, 1993).

Ambas enzimas, SAT y OAS-TL, han sido localizadas tanto en los plastidios
como en el citoplasma y mitocondrias, o que sugiere que la sintesis de la
cisteina tiene lugar en todos los compartimentos celulares donde se producen

habitualmente proteinas.

Serina
acetiltransferasa

Serina + Acetil-CoA » O-acetil -serina + CoOASH

(SAT)///
q——, O-acetilserina

(tiol)liasa
O-acetil -serina + S % Cisteina + acetato

\ 4

(OAS-TL)

Imagen 3.5: Incorporacion del S a cisteina

A pesar de que la actividad SAT es inferior a la actividad OAS-TL, y que la
razon entre estas dos enzimas en el cloroplasto es de 300:1 a favor de la OAS-
TL, se ha definido a la enzima SAT como la enzima clave y determinante de la
sintesis de cisteina en plantas (Droux, 1998). Las evidencias que han
confirmado el papel esencial de la enzima SAT en la formacién de cisteina han
sido las siguientes:

() La sobre-expresion de la enzima OAS-TL en plantas de tabaco no
produce un aumento de la sintesis de cisteina ni de compuestos
derivados de este amino&cido como el glutation y la metionina.

(i) La sobre-expresion del gen que codifica la enzima SAT en plantas de
patata y de tabaco es acompafado por un incremento muy significativo

de la cantidad de cisteina y de glutation.
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(iii) La aplicacion externa de cisteina produce la inhibicién de la enzima SAT
y no de la enzima OAS-TL.

La asimilacion de SO, es regulada con el fin de mantener unos niveles
constantes de cisteina en las células dado la importancia biolégica que tiene
este aminoacido en el desarrollo de las plantas y en la aparicion de respuestas
de adaptacion o aclimatacion ante distintos tipos de estrés. Por esta razon,
unos de los factores reguladores mas estudiados es la exposicion al estrés. La
mayoria de los estreses tanto bidtico como abibticos suelen incrementar la
demanda de cisteina para formar glutation, compuesto derivado de la cisteina y
clave en las respuestas al estrés, causando por la tanto un aumento de la
absorcién y asimilacién del SO4~. Un ejemplo claro de este incremento ha sido
descrito recientemente por Ruiz y Blumwald (2002), estudiando el estrés salino.
Estos autores demuestran que ante condiciones de salinidad la absorciéon de
SO, y posterior sintesis de cisteina es superior en plantas de Brassica napus
no tolerantes que en plantas transgénicas resistentes a la salinidad. Segun
estos autores las plantas no modificadas genéticamente, y por lo tanto no
resistentes, sufren un estrés muy superior al de las plantas transgénicas lo que
produce como respuesta en las primeras un aumento de la asimilacién SO4” y

sintesis de glutation para evitar asi los efectos toxicos de la salinidad.

Sin embargo, el factor que mas altera la asimilacién de SO4” es la variacion del
estado nutricional de S en el medio externo. En distintos trabajos se ha
observado que la regulacion afecta inicialmente a las raices mientras que en
las hojas el efecto inicial es menor ya que estas utilizan los SO4~ almacenado
en las vacuolas para evitar diferencias significativas en la concentracion celular
de este anidn. El modelo que actualmente se utiliza para explicar la regulacién
de SO,  ante variaciones en su concentracion externa es el propuesto por
Leustek et al.,, (2000). En este modelo, estos autores proponen a los
compuestos OAS, cisteina y glutation como los responsables o como las
sefiales que regulan la asimilacién de SO,. Asi bajo condiciones deficientes de
SO, el incremento en la concentracion de OAS estimula la sintesis de los
transportadores de SO,  de alta afinidad en las raices y de las enzimas

responsables de la activacion (ATP-sulfurilasa) y reduccion (APS-reductasa) en

53



3. REGULACION DE LA ASIMILACION DEL AZUFRE EN PLANTAS DE LECHUGAS SUJETAS AL SE

hojas. Por el contrario, bajo condiciones de elevadas concentraciones de SO4~
son los compuestos cisteina y glutation los que reducen el proceso de

asimilacion de SO,".

A pesar de la importancia del metabolismo del S, como hemos visto, para el
desarrollo de la planta, no existen trabajos previos que analicen a fondo el
posible efecto de la aplicacion de Se sobre elementos esenciales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas, como es el caso del S. Dado que el Se
no es un elemento esencial para las plantas y ambos elementos (Se y S)
presentan propiedades quimicas similares, ya que se encuentran muy préximos
en la tabla periddica (Barak y Goldman, 1997; White et al. 2004), el estudio de
su posible interaccion es necesario para un desarrollo efectivo y mejora de los

programas de biofortificacion con dicho elemento.

A pesar de que la literatura sobre este tema es minima, diferentes
investigadores (Lauchli et al., 1993; Barak y Goldman, 1997; Kospell, 1997)
han indicado que el selenato es absorbido por los mismos transportadores que
el SO, y por tanto los dos iones tienen una relaciéon antagénica, que provoca
una disminucién en la concentracion de S en las plantas. Previamente, Ferrari y
Renosto (1972) observaron que la absorcion del SO, y el selenato disminuian
con el incremento del pool de proteinas. Ademas, de acuerdo con el estudio de
Anderson (1993), el metabolismo del Se sigue la misma ruta que el S, dado
gue ambas moléculas tiene muchas similaridades quimicas, y por lo tanto las
enzimas involucradas en el metabolismo del S pueden catalizar reacciones
analogas con los correspondientes sustratos del Se, produciéndose productos
finales de su asimilacion como son la selenocisteina o0 selenoproteinas
(Anderson, 1993). Finalmente, White et al. (2004) confirma estos resultados, ya
que sugiere que la competencia entre el Se y el S en los procesos bioquimicos
de incorporacion a proteinas, causan la toxicidad de Se en las plantas, ya que
las proteinas formadas mediante la incorporacion de selenio-aminoacidos son

afuncionales, por pérdida de su estructura conformacional.

Por el contrario, otros estudios realizados por Mikkelsen et al. (1990), y mas

recientemente por Lyons et al. (2005), sugieren que existe un sinergismo entre
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el Se y el S cuando la concentracion de ambos elementos en el medio de
cultivo no es muy elevada, dando como resultado una acumulacion de Sey S
en las plantas estudiadas. Ademas, Pilon-Smith et al. (1999), trabajando con
plantas de mostaza, indican que un incremento en la actividad de la ATP-S
causa una mejor asimilacion del Se y S cuando se afiaden estos elementos de

forma conjunta a la solucion nutritiva.

En definitiva, y con el propdsito de aportar nuevos datos a la interaccion Se-S
en el presente capitulo, analizamos el efecto que la aplicacion de Se, en dos
formas diferentes (selenato y selenito), ejerce sobre la asimilacion de SO4~ en
plantas de lechuga, con el objetivo de definir tanto la dosis como la forma de Se
mas adecuada a para llevar a cabo un programa de biofortificacion con este
elemento traza sin que se produzca una disminucion de la asimilacion del SO4~

y por tanto en el crecimiento de las plantas.

3.2. Material y Métodos

Los apartados correspondientes a material vegetal y condiciones de
crecimiento, muestreo vegetal y analisis estadistico fueron similares a los

descritos en el capitulo 2 (véase en material y métodos, capitulo 2 (2.2)).

Andlisis de las plantas

3.2.1. Determinacion de la actividad ATP-sulfurilasa

La actividad ATP-sulfurilasa fue medida usando la formacion de pirofosfato

dependiente de molibdeno, como describe Lappartient y Touraine (1996).

La extracciéon de la enzima se realiz6 mediante la maceracion de 0,5 g de
material vegetal fresco en tampdn Tris-HCI| pH 8 que contenia, EDTA-Na, 10
mM, DTT 2mM y PVPP 1%. Posteriormente fue centrifugado a 13000 rpm
durante 10 min. La cuantificacion se realiz6 incubando durante 5 min a 37 °C;

50 ul de extracto junto a 250 ul de una mezcla de reaccién la contenia: tampoén
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Tris-HCI 80 mM pH 8, MgCl, 7 mM, ATP 2mM, molibdato sédico 5mM y 0,032
unidades/ml de pirofosfatasa inorganica libre de sulfato. Ademas se realiz6 un
control al cual se le afiadié todos los componentes anteriores excepto el
molibdato sédico. Transcurrido ese tiempo, la reaccion fue parada mediante la
adicién de 0,5 ml de tampdn acetato sddico cuya concentraciéon fue 0,5 My con
un pH de 4. A continuacion se le afiadié 100 ul de una solucién que contuvo:
0,25 g de molibdato sédico, 0,5 g de acido ascorbico y 5 pl de acido sulfurico,
todo diluido en 25 ml de agua destilada. Pasados 10 min se midieron a 660 nm

frente a una curva patron de Pi.

3.2.2. Determinacion de la actividad Serina-acetiltransferasa

El método utilizado para la determinacion de la actividad SAT, se basa en la
formacién de cisteina medida por el reactivo de nihidrina, descrito por
Nakamura et al. (1987).

El extracto enzimético se obtuvo mediante la homogeneizacién de 0,5 g de
material vegetal fresco en 5 ml d tampon K,HPO4-KH,PO,4 0,2 M pH 8, que
contenia 10 mM de 2-mercaptoetanol y 0,5 mM de EDTA-Na,. El
homogenizado obtenido se filtro y centrifugo a 9500 rpm durante 10 min. A
continuacion se mezclaron 500 yl de extracto enzimatico junto a 700 ul de
mezcla de reaccidon que consistié en: K;HPO, 2mM, serina 2 mM, acetilCoA
250 pM, sulfuro sédico 500 uM. Y se incub6 a 25 °C durante 20 min.
Posteriormente se paro la reaccion mediante a adicion de 400 pl de HCI 4 M, y
se centrifugo la mezcla a 11500 rpm durante 3 min. Del sobrenadante obtenido
se tomo una alicuota de 500 ul a la que se afadié 200 yl de nihidrina. Se
incub6 durante 10 min en un bafio de agua hirviendo, y posteriormente se
introdujeron en un bafio de hielo, y se les afadié 400 pl de etanol 98%.
Transcurridos 15 min., se procedié a la medicion de la cisteina formada a 560

nm.
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3.2.3. Determinacion de la actividad O-acetilserina(tiol)liasa

La actividad de dicha enzima se midio, usando el mismo extracto obtenido
durante la maceracion para la extraccion de la SAT, se basa en la formacion de
cisteina medida por el reactivo de nihidrina, descrito por Nakamura et al.
(1987).

Se tomo una alicuota de 250 ul de extracto enzimatico, ademas se adicioné
600 ul de tampon Tris-HCI 0,2 M pH 7,5 que contenia 10 mM de DTT y 2,7 mM
de sulfito sddico; junto a 100 ul de O-acetilserina al 0,14%. Esta mezcla se
incubo durante 5 min. a 25 °C. Transcurrido este tiempo, la reaccion fue parada
mediante la adicion de 400 pl de HCI 4 M, y se centrifugé a 11500 rpm. Del
sobrenadante obtenido se tomé una alicuota de 200 pl a la que se afiadié 300
Ml de nihidrina. Se incubd durante 10 min en un bafio de agua hirviendo, y
posteriormente se introdujeron en un bafo de hielo, y se les afiadié 400 pl de
etanol 98%. Transcurridos 15 min., se procedié a la medicién de la cisteina

formada a 560 nm.

3.2.4. Concentracién en cisteina total y grupos tioles

La determinacion de cisteina se basa en la reaccion entre grupos sulfidrilo y el
metilglioxal. Asi, se homogeneizé 0,5 g de material vegetal fresco en 5ml de
una solucion mezcla de: ac. Sulfosalicilico 80 mM, EDTA-Na, 1mM y ascorbato
sodico al 15%. El homogeneizado se centrifugé a 16000 rpm durante 15 min.

Posteriormente la cuantificacion se realizé de la siguiente manera:

Los tubos de las muestras consistieron: 0,5 ml de alicuota, 0,5 ml de MES
0,05M pH 5,8, 0,05 ml de metilglioxal. Ademas se realizaron dos tubos controles
diferentes por uno de los tubos muestra y un blanco. Los tubos control 1
contenian: 0,5 ml de alicuota, 0,5 ml de MES 0,05M pH 5,8, 0,05 ml de
metilglioxal. Los tubos control 2 contenian: 0,5 ml de alicuota, 0,5 ml de MES
0,05M pH 5,8, 0,05 agua destilada. El Blanco, se realizo sustituyendo la
alicuota por ac. ascorbico al 15%. A continuacion los tubos se pusieron a

incubar durante 10 min a 30 °C. Transcurrido el tiempo, se les afiadi6é a todos
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los tubos 0,05 ml de DTNB junto a 0,5 ml de tris-HCI 0,4 M pH 8. Se leyeron
todos los a 415 nm de longitud de onda. Con las muestras se mide los grupos —
SH totales. Si se le restan los controles 2 obtenemos la cisteina. Los controles

1 se utilizan para corregir la absorbancia de las muestras.

3.2.5. Concentracidon en aminoacidos solubles

Para la determinacion de la concentracion de aminoacidos se siguié el método
de Yemm y Cocking (1955). Se homogeneizé 0,5 gr de material vegetal en 5 ml
de tampon fosfato 50 mM pH= 7. El homogeneizadp se filtr0 y se centrifugd a
10000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente se tomo6 0,1 ml de extracto, y se
le adicioné 1,5 ml de nihidrina, y los tubos se pusieron a incubar durante 20
min. en un bafio de agua a 100 °C. Una vez transcurrido el tiempo, se metieron
los tubos en un bafio de hielo, y ya frios dentro del bafio se les afiadié 8 ml de
propanol al 50%. Pasados 30 min. las muestras se midieron mediante

espectrofotometria a 570nm frente al patron de glicina.

3.2.6. Concentracién de proteinas solubles

Para la determinacion de la concentracion de las proteinas solubles se siguié el
método de Yemm y Cocking (1955), se utilizé el extracto obtenido para la
determinacién de aminoacidos. Se tomé del extracto entre 20-40ul y se le
afiadi6 agua hasta completar 100 ul y posteriormente se afadio 4ml de
Cromassie. Los tubos se agitaron y se incubaron 30 minutos. Transcurrido ese
tiempo se midi6 la absorbancia a 595 nm por espectrofotometria frente a una
curva patrén BSA.

3.2.7. Concentracién en S organico

Se pes6é 0,15 g de material vegetal seco en un trocito de papel celofan
transparente. Una vez pesado, se introdujo junto al material vegetal una bolita
de vidrio y se envolvio todo a modo de caramelo. El envuelto se introdujo en un

tubo de mineralizacion. Posteriormente, se le afadi6 a cada tubo de
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mineralizacién 2,5 ml de acido nitrico al 69% y 2,5 ml de acido perclérico al
60% Yy se dejaron reposar los tubos durante 48 horas. A continuacion, los tubos
se introdujeron en un bafio de arena con una temperatura entre 90-100°C. Esta
temperatura se mantendra en el bafio durante aprox. 24 horas. Transcurrido
este tiempo, la temperatura del bafio de arena se aument6 a 325-350 °C. Una
vez que el bafio alcanzo esta temperatura, se comienzo a adicionar a los tubos
entre 0,1 y 0,3 ml de peréxido de hidrogeno cada 30 min. aproximadamente.
Este procedimiento se repitidé tantas veces como sea fue necesario hasta que
las muestras vegetales quedaron totalmente transparentes. Una vez que todos
los tubos alcanzaron un color totalmente transparente, los tubos se sacaron del
bafio de arena y se les afiadié a cada uno de ellos 20 ml de agua desionizada.

Finalmente, los tubos se agitaron enérgicamente.

Posteriormente se tomaron alicuotas de 1 ml a las que se le adicionaron 4 mi
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).

3.3. Resultados y Discusion

En las plantas la absorcion y acumulacion de Se es importante para la
efectividad de los programas de biofortificacion. Ademas, la posible implicacion
de este elemento en la absorcion y asimilacion del S, y consecuentemente en
la concentracion final del mismo, ofrece algunas ideas de la posible interaccion
que se puede producir entre estos dos elementos, y por tanto de la repercusion
potencial sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas. Asi, en la Fig. 2.2
(véase en capitulo 2) se muestra que la concentracion foliar de Se incremento
con la dosis (P<0,001), hasta la concentracion de 120 uM, para ambas formas
de selenio afiadidas (Fig. 2.2, véase en capitulo 1). Indicar que, como refleja la
Fig. 2.2 (véase en capitulo 1), en todas las dosis aplicadas la concentracion
foliar de Se obtenida fue superior con la aplicacion de selenato que con

selenito.
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En cuanto a la concentracién foliar de S total, la aplicacion de selenito no dio
lugar a variaciones significativas en este nutriente (P> 0,05), y por tanto no
encontramos interaccion con el S cuando el Se fue afiadido en forma de
selenito (Fig. 3.1). Nuestros resultados son similares a los de Hoopper y Parker
(1999), quienes observaron un antagonismo del selenito principalmente con el

ion fosfato pero no con el SO4”.
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Figura 3.1 Concentracion foliar de S encontrada en plantas de lechuga sometidas a distintas

dosis y formas de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9).

Por el contrario, cuando el Se fue aplicado en forma de selenato, la
concentracion foliar de S claramente incremento, hasta la dosis de 40 uM, tras
la cual la concentracién de S disminuyd (P<0,001; Fig. 3.1). Estos resultados
implican que no existe un comportamiento antagonico entre ambos elementos
cuando las concentraciones aplicadas fueron menores de 40 yM de selenato,
reflejando hasta dicha dosis una relacion sinérgica, como fue sugerido por
Mikkelsen y Van (1990) cuando la concentracion de los dos elementos eran
bajas en el medio de cultivo. Ademas, nuestros datos concuerdan con los
encontrados por White et al. (2004), quienes indicaron que a concentraciones
de S menores de 4 mM en la zona radicular, como es nuestro caso, la

aplicacion de selenato podria promover la absorcion de S. Sin embargo, la
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aplicacién de dosis superiores de 40 uM de selenato supuso una disminucién
de la concentracion foliar de S sugiriendo un posible comportamiento
antagonico entre ambos elementos a partir de estas dosis. Nuestros resultados
son similares a los de Kopsell y Randle (1997) obtenidos en plantas de
cebollas. Estos autores observaron que la aplicacion de elevadas
concentraciones de selenato producia una reduccién del S en las plantas.

El primer paso en el proceso de asimilacion del S es la activaciéon del SO4~ por
la enzima ATP-S, la cual produce APS a partir de SO~ y ATP (Pilon- Smits et
al. 1999). Diferentes estudios atribuyen a esta enzima una funcién reguladora
de la via de asimilacién (Logan et al., 1996; Lappartient et al., 1999). En este
sentido, Pilon-Smits et al. (1999) confirmaron que la enzima ATP-S tenia una
funcién esencial en la asimilacién del SO, y quizé podria estar limitando el flujo
de la asimilaciébn de Se, mientras que una sobreexpresion de esta enzima
podria incrementar el flujo de dicha via. Por el contrario existen otros trabajos
como el realizado por Hatzfeld et al. (1999) quienes sobre-expresaron la
enzima ATP-S en plantas de tabaco sin que se produjese ningin cambio en la
asimilacion de SO, y el realizado por Saito (1999) quién observd que las
variaciones del nivel de SO, en el medio externo no varian la expresién ni la

actividad de la enzima ATP-S.
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Figura 3.2 Actividad ATP-S en hojas de lechugas sometidas a distintas formas y dosis de Se.

Los datos son medias + error estandar (n=9)
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En la Figura 3.2 se presenta los resultados de la actividad ATP-S, y podemos
observar como no existieron diferencias significativas en la actividad de la
enzima para las distintas dosis de aplicacion de selenito. Por el contrario,
cuando la forma administrada fue selenato la actividad incremento hasta la
concentracion de 20 uM donde se presentd el maximo valor. A partir de esta
concentracion la actividad disminuy6 hasta el minimo valor que encontramos
en la dosis de 120 uM (Fig. 3.2). Ademas, detectamos diferencias al comparar
la forma de Se aplicada (selenito vs. selenato) (Fig. 3.2), ya que los valores
mas elevados de la ATP-S fueron registrados con la adicibn de selenato,
cuando la concentraciones aplicadas fueron bajas (10, 20, 40 uM). En
resumen, estos resultados indican que la aplicacion de selenito no afectaria al
primer paso de la asimilacion de SO,  mientras que el selenato aplicado a
bajas dosis (hasta 40 pM) induciria la activacion del SO,  gracias a la
estimulacién de la actividad ATP-S. Finalmente, indicar que la disminucion de
la actividad ATP-S cuando aplicamos elevadas dosis de selenato (Fig. 3.2)
podria deberse a un aumento de las concentraciones foliares tanto de S (Fig.
3.1) como de Se (Fig. 2.2, véase en capitulo 2) asi como de los productos
finales de la asimilacion de estos elementos, lo que repercutiria en una
disminucién de la actividad ATP-S. Esta hipotesis podria ser sostenida por la
conclusiéon descrita por Lappartient y Touraine (1996), quienes mantienen que
la concentracion de los productos finales del metabolismo tanto de S como de
Se regulan la actividad de la enzima ATP-S.

Otro paso importante en la asimilacion del selenato y SO, es la incorporacion
del Se y S a cisteina, mediante las enzimas SAT y OAS-TL (Witz and Droux,
2005). Durante la biosintesis de cisteina un grupo acetil del Acetil-CoA es
transferido a la L-serina produciendo OAS. Esta reaccion es catalizada por la
enzima SAT. Posteriormente la sintesis de cisteina en plantas es realizada
mediante la sulfihidrilacion del OAS en presencia de sulfuro. Esta reaccion es
catalizada por OAS-TL. Existen considerables evidencias de que la SAT juega
un papel esencial en la regulacién de la sintesis de cisteina y asimilaciéon de
SO, (Blaszczyk et al., 1999; Harmas et al., 2000; Hofgen et al., 2001; Nikiforova
et al., 2002), dado que una sobreexpresion de OAS-TL no afecta al contenido

en cisteina de la planta (Saito et al., 2004). Los valores observados para ambas
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enzimas (Tabla 3.1), revelan un incremento en la actividad con un aumento en
la dosis aplicadas para ambas formas de Se, encontrando los maximos valores
en 120 yM (Tabla 3.1). Ademas, en este estudio, observamos diferencias
significativas tanto entre las diferentes dosis como entre las distintas formas de
Se aplicadas. Nuestros datos indican que la aplicacion de selenito a dosis
superiores o iguales a 60 uM produce un mayor incremento en la actividad de
ambas enzimas en comparacion a la actividad cuando se aplicO selenato
(Tabla 3.1). Estos valores nos sugieren que la aplicacion de una forma u otra
de Se influye en las actividades enzimaticas implicadas en la formacién de
cisteina, y de este modo, la adicion de selenito a elevadas dosis estimulo
fuertemente la actividad de SAT y OAS-TL, lo que sugiere una mayor

incorporacion del selenito a Se-cisteina.

Tabla 3.1 Actividad de las enzimas del metabolismo del S en plantas de lechuga sujetas a

diferentes concentraciones y formas de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9)

SAT OAS-TL
Tratamientos SeOy SeOQ, SeO;, SeOQ,
Dosis (UM)
0 14,16+0,33  14,16+0,33  109,68+3,12 109,68+3,12
5 17,88+0,38  17,46+0,29  105,23+3,21 116,28+3,72
10 17,30+0,36  18,25+0,28  127,84+3,77 115,25+4,04
20 20,40+0,43 20,76+0,36 116,92+3,46 117,44+3,88
40 21,32+0,42  19,72+0,33  110,88+3,18 114,46+3,54
60 23,14+0,40 17,14+0,30 132,66+3,91 112,42+3,28
80 27,37£0,49  22,15+0,41  165,01+5,31 131,84+4,11
120 36,69+0,62  24,03+0,48 186,80+7,12 147,69+4,37
P-value ok — ok ok
LSD 1,87 1,12 15,87 11,24
Analisis de la Varianza
Formas de Se (F) ok *rk
Dosis Se (D) ok *rk
FxD —_— —_—
LSD 1,42 15,30

Las actividades enzimaticas de la SAT y la OAS-TL fueron expresadas como: mg cisteina g™
p.f. min™. Los niveles de significaciéon estan representados por: O P<0.05, [ P<0.01, (I

P<0.001, y n.s, no significativo.
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La formacion de cisteina como un producto final en la asimilacién del S y su
posterior incorporacion a proteinas u otros compuesto organosulfurados puede
regular este proceso fisiologico (Lappartient et al., 1999; Leustek et al., 1999;
White et al.,, 2004). En la Tabla 3.2 se presentan los resultados de las
concentraciones foliares de cisteina y tioles totales, mostrandose un descenso
en los valores de ambos compuestos cuando se incremento la concentracion
de selenito afadida, presentandose el menor valor a la dosis de 120 uM
(Tabla 3.2). Sin embargo, la tendencia fue contraria cuando la forma aplicada al
medio de cultivo fue selenato, existiendo un incremento gradual de los valores
de cisteina y tioles totales, alcanzando su méaximo en la dosis de 120 uM (Tabla
3.2).

Tabla 3.2 Concentracion de cisteina y tioles totales en hojas de lechuga sometidas a distintas

formas y dosis de Se. Los datos son medias + error estandar (n=9).

Cisteina Tioles totales
Tratamientos SeOy SeOQ, SeOy SeO,
Dosis (UM)
0 1,28+0,13 1,28+0,13  11,77+0,59 11,77+0,59
5 0,94+0,11 1,51+0,18 7,25+0,43 15,86+0,73
10 0,98+0,11 1,41+0,17 8,66+0,40 15,1040,77
20 0,89+0,12 1,34+0,17 7,58+0,49 14,45+0,74
40 0,56+0,07  1,81+0,22  9,60+0,48 15,38+0,76
60 0,53+0,06 1,92+0,24 8,35+0,51 17,27+0,71
80 0,59+0,07 1,86+0,20 7,77+0,45 17,02+0,70
120 0,48+0,05 2,17+0,31 6,70+0,39 18,72+0,78
P-value - — - —
LSD 0,38 0,20 1,14 1,61
Andlisis de la Varianza
Formas de Se (F) ok *xx
Dosis Se (D) n.s *xx
FxD Kok —_—
LSD 0,18 1,30

Concentraciéon en Cisteina expresado como: mg Cys g'1 p.f.; concentracion de tioles totales
expresados como: mg Cys g'p.f. Los niveles de significacion estan representados por: [
P<0.05, [11P<0.01, [1TI1P<0.001, y n.s, no significativo.
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Otros parametros que pueden ayudarnos a explicar la influencia del selenito y
el selenato sobre la asimilacion del S son la concentracién de aminoacidos y
proteinas solubles, dado que la formacion de cisteina y su posterior
transformaciéon en metionina e incorporacion a proteinas es un proceso
importante en al regulacién del metabolismo del S (Leustek y Saito 1999). Los
resultados para aminoacidos y proteinas estan mostrados en la Tabla 3.3,
donde estos compuestos nitrogenados incrementan con la dosis de Se
aplicada, ya sea en forma de selenito o selenato. Los maximos valores fueron
encontrados en la concentracion de 120 uM (Tabla 3.3). A pesar de que ambas
formas de Se provocaron una elevacion de ambos parametros, el selenito
produjo un mayor incremento de estos valores con respecto a la aplicacion con

selenato, principalmente a partir de la dosis de 20 uM (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3 Conncentracién en aminoacidos y proteinas totales en hojas de lechuga bajo

diferentes formas y dosis de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9).

Aminoacidos Proteinas
Tratamientos SeO; SeOQ, SeO; SeO,
Dosis (UM)
0 0,44+0,07 0,44+0,07 1,99+0,24 1,99+0,24
5 0,5740,08 0,5040,09 2,3040,32 2,7940,30
10 0,56+0,07 0,6340,11 2,3240,35 2,8040,32
20 0,86+0,09 0,6340,15 2,3340,28 2,8040,30
40 0,81+0,09 0,5940,12 3,0410,31 2,7840,29
60 1,02+0,08 0,67+0,13 3,09+0,30 2,8240,35
80 1,02+0,10 0,68+0,16 3,17+0,29 2,84+0,34
120 1,07+0,09 0,77+0,17 3,96+0,33 2,8340,31
P-value — — — —
LSD 0,28 0,16 0,41 0,26
Andlisis de la Varianza
Formas de Se (F) *xx *xx
Dosis Se (D) *xx *xx
FxD — —_—
LSD 0,15 0,34

Concentracién en aminoacidos expresados como: mg Gly g'lp.f.; concentracion en proteinas
expresadas com: mg albdamina g'1 p.f.
Los niveles de significacion estan representados por: [1P<0.05, [(1JP<0.01, [(111P<0.001, y n.s,

no significativo.

Estos resultados podrian explicar porque el selenato provocdé en nuestro
trabajo menos fototoxicidad que el selenito (véase en el capitulo 2. Produccion
de biomasa aérea, peroxidacion de lipidos y oxidacion de proteinas). La
aplicacién de selenito como hemos podido comprobar produce un aumento
importante de las concentraciones de cisteina, aminoacidos y proteinas, lo que
hace suponer que la concentracion de Se-cisteina es mayor cuando aplicamos
selenito que cuando aplicamos selenato. La mayor concentracion posiblemente
de Se-cisteina en las plantas tratadas con selenito supondria también
posiblemente su mayor incorporacion a proteinas lo que alteraria la

configuracion de estas y por tanto la pérdida de funcionalidad apareciendo asi
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sintomas de fototoxicidad (Anderson, 1993). Ademas, el hecho de que el
selenato induzca una mayor sintesis y acumulacion en los niveles de tioles
totales que el selenito puede representar un beneficio para las plantas, por dos
razones: (i) posiblemente se produzca una menor incorporacion de Se-cisteina
a proteinas ya que esta cisteina también es utilizada para la formacion de
compuestos organosulfurados no protéicos. (i) Entre los compuestos
organosulfatados no proteicos, es importante decir que existen tanto vitaminas
y cofactores como biomoléculas antioxidantes importantes como el glutation
(Droux, 2004; Saito, 2004). El glutation (GSH) es el principal reservorio de
azufre reducido no proteico, y tiene una funciéon crucial en la defensa y
proteccion de la célula. Ademas de ser uno de los principales antioxidantes
vegetales, eliminando ROS. El GSH protege a las proteinas frente a la
desnaturalizacion causada por la oxidacion de los grupos tioles de éstas
durante el estrés (Noctor et al. 2002).

3.4. Conclusion

En resumen, en este capitulo confirmamos que la forma y rango de aplicacion
de Se afecta a la asimilacion del S y fundamentalmente a los productos finales
de dicho metabolismo, el cual tiene repercusiones sobre el crecimiento y por
consiguiente sobre la efectividad de los programas de biofortificacion con este
elemento traza. Asi, rangos de aplicacion superiores a 10 uyM de selenito
causan mayor formacion de cisteina, incluyendo probablemente Se-cisteina,
qgue puede ser usada en la formacién de proteinas las cuales no seria
funcionales, induciendo una mayor fitotoxicidad y por lo tanto un menor
crecimiento de la planta. Por el contrario, con la aplicacion de selenato, la
cisteina es wusada principalmente en la formacibn de compuesto
organosulfatados (ej. glutatién), los cuales pueden reducir el efecto toxico de
este elemento. Ademas de incrementar la concentracion de S foliar, la
aplicacion de esta forma indica que podria existir una menor cantidad de
cisteina en forma de Se-cisteina. Esto mejoraria los programas de
biofortificacién que usan Se aplicado en forma de selenato, ya que reduciria el
efecto fitotdxico de este elemento traza.
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4. PRODUCCION Y DESTOXIFICACION DE HoOg¢ EN PLANTAS DE LECHUGA SOMETIDAS A SE

4.1. Introduccion

Las plantas cultivadas, en menor medida, y no cultivadas estan sometidas a
diferentes situaciones provocadas por las peculiaridades del clima donde se
encuentran. La peculiaridad de éste tiene importantes repercusiones en el
funcionamiento de las plantas ya que en la mayoria de los casos son
situaciones desfavorables para el desarrollo de las mismas. Estas condiciones,
en el ambito de la fisiologia vegetal, son englobadas bajo el término de estrés;
definido por Levitt (1980) como “cualquier factor ambiental potencialmente
desfavorable para los organismos vivos”. Posteriormente Larcher (1987) lo
describi6 mas concretamente como “un estado en el que las crecientes
demandas hechas a una planta conducen a una desestabilizacion de
funciones, seguida por la normalizacién y por una resistencia mejorada, si los
limites de la tolerancia son excedidos y se sobrepasa la capacidad adaptativa,

el resultado puede ser el dafio permanente o incluso la muerte”.

Podemos definir dos tipos de estreses que afectan al funcionamiento de las
plantas:

a) Estrés bidtico, incluye todos aquellos estreses provocados por los
organismos vivos, como animales; incluyendo los provocados por el
hombre  (fuegos, poluciébn, malas practicas agrarias...etc.),
microorganismos y otras plantas.

b) Estrés abidtico, incluye la gran mayoria de los factores climaticos que
ejercen sus efectos en la atmésfera, el suelo y el agua. Asi, podemos
definir los diferentes estreses abidticos como: térmico, luminico y

nutricional.

La principal consecuencia de la presencia de estos tipos de estrés sobre las
plantas es el aumento de la formacion de ROS. Estas formas de oxigeno se
producen de forma normal en la célula como consecuencia del metabolismo
aerobio y como subproductos de procesos redox, principalmente en la
fotosintesis y en la cadena electrénica de la membrana mitocondrial (Nagrathna
et al., 1993; Asada, 1994; Smith-Becker et al., 1998).
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El término ROS hace referencia a los productos resultantes de la reduccion
secuencial del oxigeno molecular (O;), originados mediante una serie de

transferencias consecutivas de un electron (Asada, 1994).

10,
Thv

3 - € e ) e
O,— 0O _>2H+ H,O, ——» OH —— H),O

Imagen 4.1: Tipos y formacion de las Especies Reactivas de Oxigeno

Los ROS de mayor importancia biologica son:

e El radical superéxido (‘OY).

El radical ‘O,” se forma en los tejidos donde los procesos de respiracién son
mas importantes, como son el cloroplasto y mitocondrias. Solo lo encontramos
como tal en soluciones acuosas, ya que dismuta para dar H,O, y O, (Fee y
Valentine, 1997). El ‘O, puede ser originado en las células tanto por reduccion
del O, como por oxidacion del H,O,. Pero también es originado de forma
natural en los sistemas biolégicos a través de la auto-oxidacion de sustrato
como la ferredoxina, hidroquinonas, catecolaminas y tioles (Halliwell vy
Gutteridge, 1989). La acumulacién de este radical en las células provoca
desnaturalizacion de proteinas y ADN, y sobretodo peroxidacion de lipidos, lo
que es comunmente utilizado como un indicador del estrés oxidativo en plantas
(Gutteridge y Halliwell, 1990). De modo general, la toxicidad del ‘O, proviene
de la interaccion con el H,O, por la reaccion de Haber-Weis, dando lugar uno
de los oxidantes mas peligroso de los que se conocen, el radical hidroxilo ((OH)
(Salin, 1989).

» El radical hidroxilo ((OH).

El radical hidroxilo se forma en las células vegetales principalmente en los

cloroplastos. El radical hidroxilo ‘'OH es capaz de iniciar la peroxidacion de
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lipidos, dafiar el ADN, proteinas y moléculas pequefias. Fenton en 1894,
describio la oxidacion del H,O, con sales de hierro, siendo descrito
posteriormente por Haber y Weiss en 1934, el radical hidroxilo como el
oxidante en esta reaccion (Arora et al., 2002). En los sistemas biolégicos la
capacidad de reducir hierro puede ser una reaccion limitante, pero el ién férrico
puede ser reciclado a i6n ferroso por la reducciéon de agentes como ‘O;". La
reaccion en conjunto por la que se produce el radical hidroxido a partir de ‘O;” y
H.O, en presencia de elementos traza como el ion Fe y Cu es llamada reaccion
de Haber-Weiss (Halliwell y Gutteridge, 1989; Arora et al., 2002).

» Perodxido de hidrogeno (H205).

El peréxido de hidrogeno, en su mayoria, procede de la reaccion del O,
durante la respiracion y de la actuacion de las superoxido dismutasas
(Cadenas, 1989; Halliwell y Guteridge, 1989). Es uno de los ROS menos
toxicos, ya que no es un agente oxidante fuerte y su reactividad con moléculas
biolégicas es relativamente baja en ausencia de metales (Elstner, 1987).
Aunque es considerado como la principal causa de la disminucién de la
biomasa foliar en la mayoria de los cultivos sometidos a algun tipo de estrés
(Queiroz et al., 1998). Por otro lado, el H,O, desempefia algunas funciones
positivas en las células como metabolito en diferentes metabolismos de las

células vegetales (Scandalios y Alexios, 1999).

 El oxigeno singlete (*O.).

Mediante excitacion, el oxigeno, ya sea en su forma basica o como en estado
de triplete, puede ser transformado al estado singlete. Se genera durante la
peroxidacién de lipidos, aunque su fuente de produccién primaria son las
clorofilas bajo condiciones de elevadas intensidades luminicas, baja
concentracion de CO,, el desplazamiento del transporte electrénico
fotosintético y en presencia de inhibidores del transporte electrénico. El 'O, es
una forma energizada de O, altamente destructiva, pues su ataque es
indiscriminado y dirigido a los lugares cargados de electrones, como es el caso

de la histidina, triptofano y metionina (Loewen et al., 1993). Ademas, es capaz
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de atacar el ADN y provocar la peroxidacion de lipidos, dando lugar a la
destruccion de las membranas biolégicas (Whitelegge et al., 1995).

Con el fin de evitar los dafios toxicos producidos por la generacion de ROSS
ante un estrés las plantas han desarrollado una serie de defensas, siendo uno
de los mas importantes el demonizado como metabolismo oxidativo (Shanker,
2005). El metabolismo oxidativo consta de un complejo sistema enzimatico
capaz de eliminar las especies reactivas de oxigeno. Las enzimas capaces de
dextoxificar ROS son la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la
ascorbato peroxidas (APX) y las enzimas que constituyen el ciclo
ascorbato/glutatién o ruta de Halliwell-Asada (Halliwell y Gutteridge, 1989).

e Superoéxido dismutasa (SODs).

Son metaloenzimas que llevan a cabo la eliminacion especifica y eficiente del
radical ‘O, mediante la catdlisis y dismutacion de este radical en H,0, y O,, a
través de una oxidacion y reduccion del metal unido al complejo enzimatico.
Esta enzima es la Unica cuya actividad determina la concentracién de ‘O, y de
H.O, en las células, constituyendo, por tanto la primera linea de defensa celular
(Halliwell y Gutteridge, 1989).

e Catalasas (CATS).

Son las enzimas encargadas de la eliminacién del H,O, formado, bien por la
actividad de la SOD o por la oxidacion del ‘OH (del Rio et al., 1991). Se
encuentran presentes en los peroxisomas principalmente en elevadas
concentraciones debido al H,O, producido en la fotorespiracion (del Rio et al.,
1992). Su actividad es estimulada por los monofenoles y por el Mn™,
degradando el H,O, en H,O y O, en el sitio de formacién del mismo evitando
asi su efecto dafiino (Van Camp, 1994). A pesar de su baja afinidad por el
sustrato, lo que hace que requiera de elevadas concentraciones para llevar a
cabo su correcta eliminacion (Creissen y Malamy, 1994), un aumento del H,O,
hasta niveles saturantes inhibe su actividad (Klessig et al., 1994).
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e Ascorbato peroxidas (APX).

La APX es la principal enzima del ciclo ascorbato/glutation y desempefia un
papel fundamental dentro del mismo (Asada y Takahashi, 1987), ya que elimina
H.O, mediante la oxidacion del ascorbato que se transforma en
monodehidroascorbato (Rosales et al., 2006). Posee una alta afinidad por el
acido ascorbico y un rango de pH muy estrecho (Foyer et al.,, 1994). La
expresion de los genes APX es rapidamente inducida por varias condiciones de
estrés, lo que sugiere un importante papel en dicho metabolismo (Mittler y
Zilinskas, 1991).

e Glutation peroxidasa (GSH-PXx).

La GSH-Px es una peroxidasa que podemos encontrar en los cloroplastos de
las células vegetales. Aunque es muy conocida en humanos, hasta hace pocos
afios no se ha descubierto en las plantas superiores, a pesar de que su
actividad si fue demostrada por Shigeoka et al. (1991), quienes tras purificar la
GSH-Px en Chlamydomonas, observaron que ésta es muy similar a la
caracterizada en humanos. Su funcion es similar a la APX, aunque utiliza como
dador de electrones el GSH (Hartikainen et al. 2000). Aun se desconoce si es
una selenoproteina en vegetales al igual que en mamiferos y los trabajos mas
recientes sugieren que el Se induce su actividad, a pesar de esto, actualmente
no se ha demostrado que sea selenodependiente en plantas.

* Enzimas del ciclo ascorbato/glutation.

Para mantener el sistema de eliminacion de H,O, en los cloroplastos, la
regeneracion del ascorbato se lleva a cabo principalmente a partir de
dehidroascorbato (DHA), mediante la enzima dehidroascorbato reductasa
(DHAR) y en menor medida a partir del monodehidroascorbato (MDHA) por la
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) (Rosales et al. 2006). La DHAR se
localiza en el estroma de los cloroplastos y opera junto al GSH como donador
de electrones en la reduccion del DHA. Por otro lado, el GSH, es el donador de
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e tanto para la regeneracion del ascorbato como para la detoxificacién del
H,O, por la enzima GSH-PX y por tanto debe ser posteriormente regenerado,
siendo reducido por la enzima glutation reductasa (GR), la cual opera
reduciendo el glutation oxidado (GSSG) con el NADPH como donador de
electrones (Creissen et al., 1996). Teniendo la GR una funcién reguladora, ya
gue su actividad depende de la disponibilidad de NADPH celular (Smith et al.,
1989).

H,O
. MDHA »DHA 1 GSH NADP
0, NADPH
APX DHAR GR
SOD MDHAR
Ascorbato
H20, GSH-Px NADP GSSG NADPH
£ S _///
GSH GSSG
Cloroplasto
Peroxisoma
v
2H>0, » 2H,0+0,
CAT

Imagen 4.2: Esquema de la detoxificaciéon de las distintas formas de Ros. Ciclo de Halliwell-

Asada.

En la dltima década, algunos trabajos reflejan la interaccion de algunos
elementos traza, como el Se, en una mejora del funcionamiento del
metabolismo bajo distintas condiciones de estrés. Trabajos como los de
Hartikainen et al. (2000); en plantas de centeno, nos sugieren varios efectos
beneficiosos del Se en estas plantas, entre los cuales incluye propiedades
antioxidantes que pueden estimular el crecimiento, retrasando la senescencia
(Djanaguiraman et al., 2005), por otro lado algunos estudios apuntan que este
elemento le puede conferir a la planta proteccion frente a algunos insectos
(Hanson et al., 2004), hongos y herbivoria (Hanson et al., 2003), ademas de
aumentar la resistencia a distintos estreses abibticos (Hartikainen y Xue,
1999).
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El efecto beneficioso del Se en plantas sometidas en condiciones de estres ha
sido en la mayoria de los casos atribuido al incremento de la actividad
antioxidante. Asi, Xue et al. (2001) y posteriormente Djanaguiraman et al.
(2005), observaron la influencia de la aplicacion de Se en forma de selenato
sobre la senescencia en plantas de lechuga y soja, comprobando que el
descenso en la actividad de las enzimas antioxidantes era inferior en las
plantas tratadas con este elemento, lo que disminuia el dafio oxidativo

incrementando el crecimiento en las plantas tratadas con Se.

Kong et al. (2005) analizaron la respuesta de la aplicacion de selenato en las
plantas de acedera sometidas a un estrés salino, encontrando un incremento
de las enzimas antioxidantes (POD y SOD) y ademas una mejora en la
integridad de las membranas plasmatica, mitocondrial y cloroplastica. Estos
datos por lo tanto ademas de sugerir una funcion antioxidante del Se define a
este elemento como un potenciador de la capacidad osmdtica, por su papel en

el mantenimiento de las membranas celulares.

Ultimamente, ademas se ha comprobado un efecto beneficioso del Se sobre la
toxicidad provocada por metales pesados. Pedrero et al. (2008) estudian la
respuesta de plantas de brécoli sometidas a toxicidad por Cd junto a la
aplicacién de Se. En este estudio se observa que la aplicacién de Se produjo
un descenso en el contenido de MDA y un descenso de la translocaciéon de Cd
hacia las hojas de la planta disminuyendo asi el estrés oxidativo provocado por

este metal pesado.

El aumento de la actividad antioxidante por la aplicacion de Se ha sido
relacionado por varios autores por su posible accién sobre la enzima GSH-Px.
Aunque, y al contrario que ocurre en células animales, todavia hoy en plantas
no se ha podido demostrar la existencia de una GSH-Px selenodependiente si
parece ser que la actividad de esta enzima podria estar influida por la
presencia de Se. Pruebas de esta influencia son por ejemplo la existencia de
varios trabajos como el de Shigeoka et al. (1991), quienes tras purificar la GSH-
Px en el alga Chlamydomonas observan que esta es muy similar a la

caracterizada en humanos. Posteriormente Takeda et al. (1997), demuestran
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en esta misma alga que el H,O, era eliminado principalmente por la enzima
APX en ausencia de Se, sin embargo cuando se le aplicaba este elemento
traza el H,O, era detoxificado principalmente por la GSH-Px. Finalmente,
trabajos en plantas superiores como los realizados por Hartikainen et al. (1997)
y (2000) otorgan un papel antioxidante al Se a bajas concentraciones por el
poder inductor de la GSH-Px.

Sin embargo, y ademas de la GSH-Px, existen otras enzimas que también
pueden ser influidas por el Se como la SOD, que es parte integral en el
metabolismo oxidativo y cuya funcion es la de transformar el radical superéxido
en H,O,. A este respecto, Kong et al. (2005), en plantas de acedera sometidas
a un estrés salino encuentran un incremento de la actividad SOD. Por el
contrario, y en el mismo trabajo los autores no observan el mismo
comportamiento para el enzima CAT, puesto que no se ve afectada por la

presencia o no de dicho elemento (Kong et al., 2005).

En definitiva, el efecto del Se incrementando la actividad antioxidante ha sido
descrito basicamente en plantas sometidas a algun tipo de estrés, mientras que
la posible accion de este elemento traza (tanto diferentes dosis como formas
selenato vs. Selenito) sobre el metabolismo oxidativo en plantas no estresadas
esta muy poco documentado en la bibliografia existente. De los escasos
trabajos a este respecto destacar el realizado por Cartes et al. (2005). En este
trabajo los autores observaron que la peroxidacion de lipidos era mas
dependiente de la concentracion aérea de Se que de la forma (selenito o
selenato) en plantas de centeno. En este estudio, la concentracion de Se fue
significativamente superior en los tratamientos con selenato que con selenito, y
por tanto el efecto pro-oxidante del Se, solo fue detectado en las plantas
tratadas con selenato. Recientemente, Gomes-Junior et al. (2007) observan en
células de café en suspensidon que la aplicacion de selenito a bajas
concentraciones (0.05 mM) produce peroxidacién de lipidos y alteraciones en
las enzimas antioxidantes incluyendo una reduccién severa en la actividad de

la enzima APX.
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Este tipo de trabajos que acabamos de describir son de gran importancia en la
actualidad si tenemos en cuenta que la importancia del Se en la nutricion de los
mamiferos es primordial, ya que una deficiencia en este elemento puede
promover cancer (Diwadkar-Navsariwala et al., 2006). Una dieta deficiente en
Se en humanos es causada por una ingestibn de vegetales con una
imperceptible concentracién de Se, debido a su baja biodisponibilidad en la
mayoria de los suelos agricolas (Smorklji et al., 2005; Pedrero et al., 2006). Por
tanto, dada esta baja biodisponibilidad y el papel de las plantas como principal
fuente de este elemento en la dieta, muchos estudios han aparecido
recientemente acerca de técnicas para incrementar el contenido en Se en
plantas usadas para el consumo humano a través de los denominados

programas de biofortificacion.

Asi, el principal objetivo de este trabajo fue estudiar en plantas no estresadas la
influencia del Se aplicado a diferentes dosis y formas (selenito vs. selenato)
sobre la formacion y detoxificacion del H,O,. Aqui comprobamos que el efecto
del Se sobre la formacién y detoxificacion de H,O, depende en gran medida de

la forma en que este elemento traza es aplicado al medio de cultivo.

4.2. Material y Métodos

Los apartados correspondientes a material vegetal y condiciones de
crecimiento, muestreo vegetal y analisis estadistico fueron similares a los

descritos en el capitulo 2 (véase en material y métodos, capitulo 2 (2.2)).

Analisis de las plantas

4.2.1. Concentracion de peroxido de hidrogeno
La extraccion y cuantificacion del H,O,, se realizé siguiendo el método de

Mukherjee y Choudhuri (1983), se basa en el complejo que forma el H,O, al

reaccionar con el titanio (Ti *").
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Para la medida se homogeneizo 1 g de material vegetal fresco en 10 ml de
acetona muy fria. Este homogeneizado se filtr60 y se centrifugo a 3500 rpm
durante 5 min. Del sobrenadante se tomo 1 ml y se le afiadio 0,2 ml de TiCl, al
20% disuelto en HCI 2M, y 1 ml de NH4OH. Seguidamente se agitaron los
tubos y se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 min. El sobrenadante obtenido
se desecho y se realiz6 tres lavados del pellet con acetona. Posteriormente se
afiadimos 4 ml de H,SO,4 2M y resuspendemos el pellet destilada y se incuba
durante 15 min. Afladimos 3 ml de H,0 vy filtramos en embudos de papel de
filtro. Posteriormente se midié por espectrometria a una longitud de onda de
415 nm frente a una curva patrén de H,O..

4.2.2. Concentracion del glutation total

El glutation total fue determinado siguiendo la metodologia empleada por
Gossett et al. (1994). La extraccion se llevo a cabo mediante homogenizacion
de 1 g de material vegetal fresco en 5 ml acido metafosférico 5%. El
homogenizado se centrifugé a 13500 rpm durante 15 min. Posteriormente se
realizo la mezcla de reaccion consistente en: 0,05 ml de extracto, 0,25 ml de
tampon Heppes-HCI 50 mM pH 7,6; que contiene 330 mM de betaina; y por
ultimo 0,15 ml de &cido sulfosalicilico al 10 %. Posteriormente, en un tubo de
ensayo se adicionaron 0,15 ml de la mezcla de reaccion anterior, 0,7 ml de
NADPH 0,3 mM, 0,1 ml de 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DNTB) 6 mM y
0,05 de GR (10 U/mL). Finalmente se procedio a la lectura de las muestras a
412 nm, frente a una curva estandar de glutation disuelto en &cido

metafosforico al 5%.

Enzimas antioxidantes

4.2.3. Determinacion de la actividad Superoxido dismutasa (EC 1.15.1.1)

La extraccidn y cuantificacion de la enzima SOD se realiz6 siguiendo el método
de Giannopolitis y Ries (1977) y Beber y Fridovich (1987) con algunas
modificaciones propuestas por Yu et al. (1998). La actividad SOD, fue

determinada mediante la inhibicion de la reduccion fotoquimica del azul de
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nitrotetrazolio (NTB). Para su determinacion 0,5 g de material fresco fueron
homogenizados en 5 ml de tampén Eles-HCI 50 mM pH 7,6; se filtré y
centrifugd a 11000 rpm durante 10 min. El sobrenadante obtenido se diluyé en
una proporcion 1:5 con el tampon de maceracion. Posteriormente colocamos
tres grupos diferentes de tubos de ensayo: blanco, control y muestras. El
blanco se realiz6 mediante la adiccion de 5 ml de tampdén de reaccién
consistente en: tampon CO3Na,-CO3HNa 50 mM pH 10.2, EDTA-Na 0,1 mM, L-
metionina 12 mM, NTB 0,075 Mm y riboflavina 0,002 mM. Ademas al tubo se le
adicion6 0,1 ml de tampdn de maceracion. Los tubos control, se realizaron uno
por cada muestra, consistentes en 0,1 ml de extracto enzimatico y 5 ml de
tampon de reaccion. Los tubos de las muestras problema, se afadié 0,1 ml de

extracto enzimatico y 5 ml de tampdn de reaccion.

Todos los tubos se agitaron y se guardaron en oscuridad. A continuacién se
procede a la lectura de estos tubos a una longitud de onda de 560 nm.
Posteriormente los tubos blanco y muestras son iluminados durante 15 min.
con una intensidad luminica de 380 pmol m? s™. Transcurridos los 15 min., se
midieron de nuevo todos los tubos por espectrofotometria a 560 nm segun el
siguiente orden: en primer lugar se midieron en el los blanco, luego el control

de la muestra y por ultimo los tubos problema.

4.2.4. Determinacion de la actividad Catalasa (EC 1.11.1.6)

La determinacion de la actividad de la catalasa se llevd a cabo mediante el
meétodo descrito por Rao et al. (1997); y esta basado en la cantidad de H,0,
oxidada por la actividad de la enzima a lo largo del tiempo. Para la extraccidon
de esta enzima se homogenizé 0,5 g de material vegetal fresco en 5 ml de
tampon Hepes-HCIl 25 mM pH 7,8 con PVPP al 10%. El homogeneizado se
filtro y centrifugd a 11500 rpm durante 20 min. Posteriormente se mezclo en
tubos de ensayo: 0,75 ml de tampén Na,HPO4-NaH,P0O4 25 mM pH 7, 0,75 ml
de EDTA-Na, 0,8 mM, 1ml de H,O, y 0,5 ml de extracto enzimético. La
actividad se establece siguiendo el cambio de absorbancia a una longitud de
onda de 240 nm durante 3 min. Usando para el calculo un coeficiente de

extincion molar de 40 mM™tem™.
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4.2.5. Determinacion de la actividad Ascorbato Peroxidasa (EC 1.11.1.11)

La determinacion de la APX se realizd6 mediante el método descrito por Rao et
al. (1996), basado en la disminucién de NADPH producido por la actividad de
dicha enzima. Se homogeniz6 0,5 g de material vegetal fresco en 5 ml de
tampon K;HPO4-KH,PO4 100 mM pH 7,5; que contiene 1 mM de EDTA-Na,. A
continuacion se filtr6 y centrifugd durante 20 min. a 12000 rpm. Para la
determinacién se adicion6 a los tubos de ensayo, 1,5 ml de tampén K,HPO,-
KH,PO, 100 mM pH 7,5, 0,75 ml de H;O, 0,2 mM, 0,75 ml de extracto
enzimatico, 0,75 ml de ascorbato-Na 0,5 mM. Se agité y se mido la disminucion
de absorbancia a 290 nm durante 3 min, utilizando un coeficiente de

correlacién molar de: 2,8 mM™* cm™.

4.2.6. Determinacién de la actividad Glutation Peroxidasa (EC 1.11.1.9)

La actividad de la GSH-Px fue medida mediante el método de Flohé y Giunzler
(1984), usando H,O, como sustrato. El extracto enzimatico se obtuvo mediante
la maceracion de 0,5 g de material vegetal fresco en 5 ml de tampodn
KNaHPO,4, pH 7,0, y tras una centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min. Para
la reaccion enzimética 0,2 ml de sobrenadante fueron adicionados dentro de
los tubos de ensayo y mezclados con 0,4 ml de GSH 0,1 mM y 0,2 ml de
KNaHPO,, 0,067M. El tubo control se realizd6 de la misma manera,
simplemente sustituyendo el extracto enzimatico por tampon de maceracion.
Después de un precalentamiento en un bafio a 25 °C durante 5 min se adiciono
0,2 ml de H,0O;, 1,3 mM, iniciandose asi la reaccion. Transcurridos 10 min a
temperatura ambiente, se paro la reaccion mediante la adicion de 1 ml de acido
tricloroacético al 1%, y la mezcla se introdujo en un bafio de hielo durante 30
min. Entonces fue centrifugada durante 10 min. a 3000 rpm. Del sobrenadante
obtenido se tomaron 0,48 ml y se mezclaron con 2,2 ml de 0,32 M Na;HPO, y
0,32 ml de 1 mM DNTB desarrollandose el color. La absorbancia es medida a
412 nm en un tiempo maximo de 5 min. La actividad de la enzima fue calculada

por el decrecimiento en GSH respecto al tubo control.
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4.3. Resultados y Discusion

El Se a pesar de no ser un elemento esencial es absorbido y acumulado por las
plantas, como se muestra en la Fig 2.2 (véase en capitulo), donde observamos
que la concentracion de Se fue incrementada con el aumento de la aplicacion
de dicho elemento traza (P<0,001), presentandose la maximas
concentraciones en las dosis de 120 uM para ambas formas de Se aplicadas
(Fig. 2.2, véase en capitulo 2). Estos datos coinciden con los observados en
distintos trabajos previos realizados en distintos vegetales (Hartikainen et al.,
1997; Cartes et al.,, 2005). Ademas, el estrés afecta negativamente a su
crecimiento y desarrollo debido a la generacion de ROS que dafian numerosas
macromoléculas y estructuras celulares. Como pudimos ver en el capitulo 2 el
grado de estrés se midi6 usando como indicadores la produccion en biomasa
foliar y la peroxidacion de lipidos, mediante la actividad LOX y el contenido en
MDA vy el contenido en grupos carbonilo (Fu y Huang, 2001; Sairam et al.,
2002; Rosales et al., 2006). Nuestros resultados con respecto a la biomasa
revelan que existen diferencias significativas dependiendo la forma y dosis
aplicadas (Fig. 2.1, véase en capitulo 2), presentandose en general un mayor
crecimiento cuando afadimos selenato. El valor mas elevado para este
parametro fue registrado en las concentraciones 20 uyM para el selenato y 5 yM
en el caso del selenito (Fig. 2.1, véase capitulo 2). Por otro lado, los valores
menores de biomasa se encontraron el la dosis de 120 yM para ambas formas
de Se aplicado (Fig. 2.1, véase en capitulo 2). En general, nos indican que la
forma menos fitotdxica es el selenato. Por otro lado, respecto a los indicadores
de estrés usados, el Se aumento la actividad LOX y el contenido en MDA y
grupos carbonilo (Tabla 2.2, véase en capitulo 2), registrandose los maximos
valores en el tratamiento de 120 yM, y en las plantas control los valores minimo
(Tabla 2.2, véase en capitulo 2). Observandose siempre valores mas elevados
cuando la aplicacion fue en forma de selenito respecto al selenato. Asi mismo,
los resultados relacionados con los indicadores de toxicidad coinciden con la
aparicion de una disminucion en la biomasa de las plantas (Fig. 2.1y Tabla 2.2,

véase en capitulo 2).
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Una de las causas de la peroxidacion de lipidos es la acumulacién de H,0,,
que al igual que otros ROS, ataca a las membranas lipidicas incrementando asi
la cantidad de MDA y la actividad LOX (Djanaguiraman et al., 2005). Los datos
obtenidos nos muestran un aumento en la concentracion de H,O, (P<0,001), a
medida que aumentamos las dosis de Se, siendo de nuevo su concentracion
superior cuando la forma de Se afadida fue selenito (Fig. 4.1). Destacar el
efecto diferente que produjeron las formas de Se sobre la concentracion de
H.O, puesto que cuando aplicamos selenito a una concentracion de 20 yM se
produjo ya un incremento significativo de la concentracion de H,O, respecto a
las plantas control, mientras que para el selenato esto no ocurrié hasta la
aplicacion de la dosis de 120 uyM (Fig. 4.1), lo que podria explicar el hecho de

que el selenito resulte mas fitotéxico que el selenato (Fig. 4.1).
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Figura 4.1 Concentracion de H,O, en plantas de lechuga sometidas a distintas formas y dosis
de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9)

Durante el estrés oxidativo, el exceso en la produccion de ROS causa dafios en
la membrana que eventualmente provocan la muerte celular. Para una
proteccion frente a estos ROS, las plantas contienen enzimas antioxidantes
como SOD, CAT, APX y GSH-Px, asi como un amplio grupo de compuestos

antioxidantes no enzimaticos (Mittler, 2002; Blokhina et al., 2003). En la Figura
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4.2 podemos observar los diferentes resultados obtenidos para las actividades
enzimaticas encargadas tanto de la formacion como detoxificacion del H,O,.
SOD es la enzima encargada de eliminar el radical superdxido y transformarlo
en H,O, (Arora et al., 2002).
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Figura 4.2 Actividad SOD en hojas de lechuga bajo diferentes formas y dosis de Se. Los datos

son medias * error estandar (n=9)

Los datos obtenidos para esta enzima nos muestran un incremento en la
actividad a medida que aumentamos las dosis Se, presentandose los maximos
valores en los tratamientos de 80 y 120 uM de selenito y de selenato,
respectivamente (Fig. 4.2). En general, la aplicacion al medio de cultivo de
selenito produjo un incremento superior de la actividad SOD respecto a la
presentada en plantas control, fundamentalmente a partir de la dosis 20 yM
(Fig. 4.2), lo que nos sugiere un mayor estrés oxidativo en estas plantas en
comparacion con las plantas tratadas con selenato, donde la induccién de la
actividad SOD respecto a plantas control ocurrié a partir de la dosis 80 uM (Fig.
4.2). Nuestros resultados son similares a los descritos por Hartikainen et al.
(2000) y Djanaguiraman et al. (2005) ya que estos autores observaron un
incremento de la actividad SOD en plantas de centeno y soja cuando se aplico
Se en forma de selenato, encontrando al igual que nuestro estudio el maximo

de su actividad en las dosis elevadas fitotoxicas.
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Tabla 4.1 Actividad de las enzimas encargadas de la formacién y detoxificacion del H,O, en
plantas de lechuga sometidas a distintas formas y dosis de Se. Los datos son medias + error

estandar (n=9)

CAT APX GSH-Px
Tratamientos SeO; SeQ, Se0; SeO, Se0; SeQ,
Dosis (UM)
0 21,2+0,3 21,2+0,3 101,5+25 101,5+25 0,9%0,07 0,9+0,07
5 174+03 208+03 1259+3,1 1196+26 24+0,16 1,3+0,11
10 185+0,3 20,1+0,3 91,5+2,2 1295+2,7 2,1+0,18 1,4+0,13
20 20,0+0,3 29,2+0,3 90+ 2,6 146,6+32 260,15 3,0+0,22
40 176+0,2 28,1+03 793+ 18 143,7+35 29+0,17 260,18
60 22,7+0,2 268+03 745+2 1360+34 35+0,23 31+0,24
80 215+0,2 266+03 67,1+ 1,7 1357+29 39 +0,27 53+0,37
120 20,7+0,3 275+03 699+2 903+28 48032 54041
P'Valor n.s n.s *kk *kk *kk *kk
LSD 8,74 9,21 17,17 19,19 0,89 0,29
Analisis de la Varianza
Formas de Se (F) *x ok n.s
Dosis Se (D) n.s ek bl
FxD n.s ok ok
LSD 8,01 20,9 0,45

Actividad CAT expresada como: pmol H,0, min *g™p.f.; Actividad APX expresada como: nmol
NADPH min™ g'1 p.f.; Actividad GSH-Px expresada como: nmol GSH min™ g'l p.f.
Los niveles de significacidn estan representados por: [JP<0.05, [(1T1P<0.01, [1TT1P<0.001, y n.s,

no significativo.

La enzima CAT se encuentra principalmente en los peroxisomas,
transformando el H,O, en agua, aunque su afinidad por el sustrato es menor al
de otras enzimas antioxidantes (Arora et al., 2002). Los resultados nos indican
que no existen diferencias significativas en su actividad con respecto a las
dosis de Se aplicadas (Tabla 4.1), pero si podemos observar que la aplicacién
de selenato supuso un aumento de esta actividad respecto a las plantas
tratadas con selenito para todas las dosis aplicadas (Tabla 4.1). En parte estos

datos son similares a los obtenidos por Lingan et al. (2005), que no encontraron

86



4. PRODUCCION Y DESTOXIFICACION DE HoOg¢ EN PLANTAS DE LECHUGA SOMETIDAS A SE

efecto de las dosis de Se sobre la actividad CAT en plantas sometidas a estrés
salino. Nuestros resultados nos pueden llevar a pensar que las dosis de Se no
influyen sobre la actividad CAT pero si la forma de Se aplicada, lo que sugiere
gque ante condiciones de estrés la aplicacion de selenato seria mas beneficiosa
que la de selenito. Finalmente, estos resultados nos indican que en presencia

de Se la actividad CAT no seria la principal enzima detoxificadora de H,O..

Las enzimas APX y GSH-Px son proteinas cloroplastidiales encargadas de la
detoxificacion de H,O, en el cloroplasto, producido por la SOD al transformar el
ion superoxido producido durante la fotosintesis (Arora et al.,, 2002). En
general, los valores obtenidos para la enzima APX muestran una mayor
actividad cuando la forma aplicada fue selenato, cuyo valor mas elevado se
presento en la dosis de 20 yM, y menor en 120 uM superando el resto de los
tratamientos la actividad APX de plantas control (Tabla 4.1). Por otro lado,
cuando afiadimos selenito solo la concentracion de 5 uyM presento un valor
superior al de las plantas control, observandose la menor actividad en la
concentracion de 120 uM (Tabla 4.1). Por el contrario, la actividad GSH-Px
incremento a medida que se eleva la dosis Se aplicada al medio de cultivo,
siendo este aumento superior cuando la forma aplicada es selenato (Tabla 4.1).
Los resultados obtenidos para GSH-Px coinciden con varios estudios
realizados con Se, en los cuales un incremento de este elemento traza
aumentaba su actividad (Hartikainenet et al, 2000; Xue et al., 2001;

Djanaguiraman et al., 2005; Cartes et al., 2005).

En definitiva, la disminucion de la actividad APX y la no existencia de
variaciones significativas de la actividad CAT respecto al tratamiento control en
plantas tratadas con selenito (Tabla 4.1), junto al aumento de la actividad SOD
que sufren estas plantas (Fig. 4.2) podria explicar el incremento de la
concentracion de H,O, y de la peroxidacion de lipidos, y por lo tanto de la
disminucién de la biomasa de la parte aérea (Fig. 2.1, véase en capitulo 2) que
se observo tras la aplicacion de dosis superiores a 20 yM de selenito. Por el
contrario, la aplicacion de selenato hasta la dosis de 60 yM ademas de no
inducir variaciones en la actividad SOD (Fig. 2.1), incremento las actividades

APX y GSH-Px (Tabla 4.1) lo que evito el incremento de la concentracién foliar
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de H,0, y la peroxidacion de lipidos (Fig. 4.1 y Tabla 2.2 [véase en capitulo2]),
no generadndose por lo tanto una reduccién significativa en la biomasa aérea
respecto a las plantas control (Fig. 2.1, véase en capitulo 2). Por otro lado,
nuestros resultados nos indican que la actividad GSH-Px no tendria un papel
esencial en la detoxificacion de H,O, al menos en las plantas tratadas con
selenito, ya que en estas a pesar de incrementar dicha actividad enzimatica
(Tabla 4.1) no se produjo una disminucion de la concentracion foliar de H,O,
(Fig. 4.1). Finalmente, indicar que el comportamiento diferente que observamos
en nuestro trabajo de la actividad GSH-Px respecto a las enzimas CAT y APX
(Tabla 4.1) nos sugiere que la GSH-Px podria definirse como una proteina
selenodependiente cuya actividad dependeria exclusivamente de la presencia
de Se.

Tanto la actividad APX como la GSH-Px requieren de compuestos reducidos
para su funcionamiento, dichos compuestos son el ASA y el GSH
respectivamente (Arora et al. 2002). Los resultados indican para ambos
compuestos que la aplicacion de selenato por lo general induce de forma mas
importante la sintesis y acumulacion de estos compuestos antioxidantes (Fig.
2.3 [véase en capitulo 2] y Fig. 4.3, P < 0,001 respectivamente). Previamente,
como hemos visto en el capitulo 2 (véase Tabla 2.3) se ha observado que la
aplicacién de Se inducia la sintesis de compuestos antioxidantes tales como
los fenoles totales, flavonoides y PPGs en plantas de lechuga, siendo esta
induccion superior con la aplicacion de la forma selenato. La induccion en la
sintesis y acumulacion de forma mas importante de distintos compuestos
antioxidantes, como el ASA y el GSH, por el selenato también podria justificar
por un lado la mayor actividad de las enzimas antioxidantes mencionadas
anteriormente, y por otro lado que las plantas tratadas con esta forma de Se

presenten un menor estrés oxidativo que las tratadas con selenito.
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Figura 4.3 Concentracion de GSH de las plantas de lechuga tratadas con diferente dosis y

formas de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9)

Los resultados de GSH son muy importantes en este trabajo puesto que nos
pueden indicar el grado de asimilacion del S, y por lo tanto la posibilidad de
toxicidad de Se. De acuerdo con Anderson (1993), el metabolismo del Se
sigue la misma ruta que el S, debido a la similitud quimica de ambos
elementos, y por lo tanto muchas de las enzimas involucradas en el
metabolismo del S pueden catalizar reacciones analogas con el Se como
sustrato, formando Se analogos de compuestos del S que son sustratos de
enzimas del S, o reemplazan al S en aminoacidos, y de ese modo, afectar a la
capacidad catalitica de estas enzimas, causando la toxicidad de Se en las
plantas. Por lo tanto la mayor formacion de GSH en plantas tratadas con
selenato (Fig. 4.2), podria explicar también porque la aplicacién de esta forma
de Se resulta menos fitotoxica que la aplicacion de selenito en plantas.
Posiblemente la mayor incorporacién de Se a aminoacidos, especialmente a
Se-cisteina en plantas tratadas con selenito podria provocar una alteracion en
el transporte de e- en la fotosintesis, dado el papel de la cisteina en este
proceso (Leustek et al., 2000), lo que generaria una mayor produccién de ROS
en estas plantas. Por el contrario, posiblemente la menor formacion de Se-
cisteina en plantas tratadas con selenato junto con una mayor induccion del

sistema antioxidante explicaria la menor produccion de ROS y por lo tanto una
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menor reduccion de la produccion de biomasa respecto a las plantas tratadas

con selenito.

Sin embargo, y con el fin de confirmar estos resultados, es necesario en el
futuro la realizacion de estudios que se centren en el efecto del Se durante el
tiempo de aplicacion y la respuesta de las diferentes isoenzimas que componen

el sistema antioxidante en plantas.

4.4 Conclusiéon

En conclusion, podemos indicar que el efecto del Se sobre la formacion y
detoxificacion de H,O, en nuestro trabajo depende en gran medida de la forma
en que este elemento traza es aplicado al medio de cultivo. Asi, la aplicaciéon
de dosis de selenito superiores a 10 uyM provocan una disminuciéon de la
biomasa aérea lo que se asocia a un aumento de la actividad SOD y una
disminucién de las enzimas encargadas de la detoxificacion del H,O,,
principalmente APX, que provoca un aumento de la peroxidacion de lipidos.
Por el contrario, la aplicacion de selenato hasta la dosis de 80 yM no supone
en nuestro trabajo un aumento de la generacion y acumulacion de H,O,,
produciéndose ademas una induccién significativa del sistema antioxidante
(actividades CAT, APX, GSH-Px y concentraciones de total ASA y GSH)
respecto a plantas control, lo que podria explicar porque en la bibliografia
existente se ha descrito un efecto beneficioso del selenato basado en el
aumento de la respuesta antioxidante y por lo tanto de la tolerancia en plantas
sometidas a diversos estreses abidticos. Finalmente, y aunque mas estudios
hacen falta en este sentido, creemos que nuestros resultados son novedosos
ya que podriamos definir la aplicacion de selenato a bajas dosis como un
tratamiento preventivo de induccion en las plantas del sistema antioxidante lo

gue ayudaria a mejorar las respuestas de resistencia frente a un estrés.
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INFLUENCIA DE LA APLICACION DE SE (SELENITO VS SELENATO) SOBRE EL METABOLISMO NITROGENADO

5.1. Influencia de la aplicacion del Se (selenito v s selenato) sobre

el metabolismo nitrogenado

5.1.1. Introduccioén

El Nitrégeno (N) es el nutriente mas necesario para las plantas, siendo requerido
para un crecimiento 6ptimo entre un 2-5% de su peso seco y por tanto con cierta
frecuencia se convierte en un factor limitante para el desarrollo y crecimiento
optimo de las mismas (Miller y Cramer, 2005). Dependiendo del suelo, las formas
de N biodisponibles para las plantas van a variar desde el N molécula (N.), formas
inorganicas (NOs, NH," y urea), estructuras organicas (animoécidos), y el NHs" u
oxidos de N (NOy).

Sin embargo, y en la mayoria de los suelos, especialmente los destinados a la

agricultura, el NOs, es la forma nitrogenada mas abundante, cuya concentracion
normalmente varia dentro de un rango aproximado de entre 0,5 mM y 10 mM
(Hirel et al., 2008). Por el contrario el NH," se suele encuentrar en el suelo a una
concentracién de 10 a 100 veces menor (Hirel et al., 2008); predominando en los
suelos en los que la nitrificacion esta inhibida, como por ejemplo en los suelos

encharcados.

Por lo general, el NO3 potencia de una manera mas importante que el NH;" el
crecimiento de las plantas, puesto que éstas responden a esta forma nitrogenada
alterando su metabolismo e induciendo y activando con mayor intensidad a los
genes que intervienen en los procesos de asimilacion de N (Mesnard y Ratcliffe,

2005). Estos genes codifican por un lado a transportadores que son capaces de

captar el NO; desde el medio exterior, y por otro lado, codifican a todas las
enzimas responsables de sintetizar en las células, los compuestos organicos

nitrogenados (Miller y Cramer, 2005).

93



5. METABOLISMO Y EFICIENCIA EN EL USO DEL N EN PLANTAS DE LECHUGA BAJO LA INFLUENCIA DE SE

INFLUENCIA DE LA APLICACION DE SE (SELENITO VS SELENATO) SOBRE EL METABOLISMO NITROGENADO

Las plantas absorben el N desde el suelo fundamentalmente bajo sus formas
inorganicas: NO3 y NH," (Barneix, 2007), siendo la absorcién de NOs el principal
factor que determina su posterior asimilacion e integracion en el metabolismo
nitrogenado (Gastal y Lemaire, 2002; Stitt et al., 2002). Por tanto, la mayoria de las
plantas exhiben un sistema bifasico para la absorcién de NOs, definido como de
alta y baja afinidad a la absorcion de este anién (Miller y Cramer, 2005). En
general ambos sistemas de absorcion requieren energia, proveniente de un
gradiente de concentracion, por medio del funcionamiento de las ATPasa de
membranas (Miller y Cramer, 2005). Asi, considerando estos dos procesos, se ha
propuesto que la absorcion de NOs; es mediada por un mecanismo simporte 2 H*/
NOs, tanto para los sistemas de alta como los de baja afinidad (Miller y Cramer,
2005).

Las raices poseen al menos tres sistemas de transporte de NOs cinéticamente
distintos (Miller y Cramer, 2005):

* Sistema de transporte constitutivo de alta afinidad inducido rdpidamente
por la presencia de NOs, y saturable a bajas concentraciones de este en
el medio.

» Unos transportadores de alta afinidad que son inducidos entre horas y
dias después de la exposicion a NOs .

 Unos transportadores constitutivos de baja afinidad, los cuales intervienen
en la absorcion de NO3 a partir de concentraciones en el rango de 250
MM hasta 50 mM.

Los dos sistemas de alta afinidad son regulados o inducidos en la respuesta al

NOs, y también se ha comprobado su induccion por los NO, (Miller y Cramer,

2005). Estos transportadores de alta afinidad son rapidamente activados por la

demanda de NOs de la parte aérea, para posteriormente ser inactivados después
de la exposicion a este anion (Mesnard y Ratcliffe, 2005). La absorcion de NO; es
sensible tanto a sefiales externas como internas. Una de las sefales que
intervienen activamente en el metabolismo nitrogenado son los aminoéacidos, que

son definidos como un componente mayoritario como forma nitrogenada del
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floema en la mayoria de las plantas, particularmente en aquellas que reducen y

asimilan en menor medida los NO3 en las raices, como por ejemplo la mayoria de

las plantas anuales (Hirel et al., 2007).

Con respecto a la absorcion de NH,;" los mecanismos de regulacion son muy

distintos a los que operan en la absorcién de NOs. La captacién de NH," esta
influida también por el nivel de carbohidratos de la planta, puesto se ha
comprobado que a elevados niveles de estos compuestos se favorece su
absorcion, debido probablemente a que estos compuestos estan enérgicamente
enriquecidos (Mengel y Kirkby, 2001). Ademas la absorcion de esta forma de N,
no esta influida por la disponibilidad de N en la planta (Hirel et al., 2007), no
existiendo una relaciobn directamente proporcional, entre la concentracion
intracelular de NH;" y su absorcién. Sin embargo, y segln algunos autores los

productos resultantes de la asimilacion del NH,", como los aminoéacidos, si podrian

estar implicados en su absorcién de forma similar a los que ocurre con los NOs
(Barneix, 2007).

En cuanto a la asimilacion de N, el crecimiento de la planta depende en gran
medida de un adecuado aporte en este nutriente formar aminoacidos, proteinas,

acidos nucleicos y otros constituyentes celulares necesarios para su desarrollo
(Barneix, 2007). La asimilacion de N cuando la forma disponible son los NOs
requiere por las plantas la absorcion de éstos, su reduccion y conversion a NO, y
NH,", y la posterior incorporacion del NH,* a compuestos organicos (Miller y
Cramer, 2005).

Una vez que el NO; ha entrado en las células, es asimilado en el tejido vegetal
por el medio de una serie de etapas, en las cuales estan implicadas distintas

enzimas cuya funcion describiremos a continuacion (Imagen 5.1).

La NR cataliza la reduccion de NO; a NO,, como podemos observar en la
Imagen 5.1 (Druart et al., 2000). De acuerdo con su especificidad por el donador
de e, existen dos tipos de NR que pueden ser: una ferredoxina-dependiente, la

cual tipica en las cianobacterias y bacterias fotosintéticas; y otra NR nucleétido
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piridina-dependiente que se encuentra en los organismos eucariotas (Weber y
Flugge, 2002).

Las diferencias entre estos dos tipos de NR se basan en sus grupos prostéticos y
en sus propiedades fisico-quimicas. Otra diferencia importante es que mientras la
NR ferredoxina-dependiente parece encontrarse exclusivamente en las
membranas fotosintéticas, la NR piridina-dependiente es una enzima soluble
(Barneix, 2007).

En general, la NR-NAD(P)H es una enzima con un peso molecular que oscila
desde 197 a 460 Kdaltons (KDa), compuesta por varias subunidades
aparentemente idénticas. En plantas superiores, cada mondmero tiene tres
dominios funcionales que corresponden a cada uno de sus tres centros redox

formados por FAD. Los centros redox transfieren dos e desde el NAD(P)H a los

NOz lo que facilita la reduccion de éstos a NO, . Esta enzima se encuentra en el
citoplasma, sea radicular o limbo foliar, hecho que se ha comprobado a traves del
fraccionamiento celular y técnicas bioquimicas o inmunecito-quimicas (Miller y
Cramer, 2005).

Los analisis moleculares y genéticos han revelado que la mayoria de las plantas

tiene dos o mas genes estructurales para la NR. La proteina NR y los ARNm son

inducidos por la adicion de NOs , y esta induccion es reprimida por la glutamina o
la asparagina (Miller y Cramer, 2005). ElI suministro de sacarosa y la exposicion a
la luz también aumentan la induccién de la proteina NR y del ARNm, lo que
sugiere que la actividad de la NR de las hojas se modula reversiblemente por la
luz/oscuridad mediante un mecanismo de desfosforilacion (activacion)/

fosforilacion (inactivacion).

Una vez reducido el NO; a NO,, son nuevamente reducidos hasta NH;" por la
enzima nitrito reductasa (NiR) (Imagen 5.1). Se han descrito dos tipos de NiR, las
cuales se definen a partir de un donador especifico de e ferredoxina-nitrito
reductasa, caracteristica de los organismos fotosintéticos, y NAD(P)H-NIR que se

encuentra en los organismos no fotosintéticos. Ambas enzimas catalizan la

reduccién de NO, a NHj4", lo que implica la transferencia de 6 e, al igual que
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ocurre en la reduccion de N, a NH4" catalizada por la nitrogenasa (Weber y
Flugge, 2002).

La NiR se localiza en los cloroplastos de las hojas y en los plastidios en las raices.
Tiene un peso molecular de 60 a 70 KDa y esta compuesta por dos grupos
prostéticos, uno hemo llamado “sirohaem” y otro un centro 4Fe4S (Siegel y
Wilkerson, 1989).

En cuanto a la induccién de la NiR, distintos experimentos han evidenciado que la

induccion de esta enzima por los NOs; es un evento transcripcional (Barneix,
2007). La adicion de asparagina o glutamina al medio de cultivo resulta al igual
gue la NR en una represion de la induccion de la NiR, mientras que la sacarosa la

aumenta (Barneix, 2007).

La glutamina sintetasa (GS) es una enzima clave en la asimilacion del NH;" en
plantas (Miflin y Habash, 2002; Stitt et al., 2002). En plantas superiores la GS es
una proteina de ocho subunidades con un peso molecular aproximado de 350-400
KDa (Kirby et al., 2006), cuya funcion es la incorporacion del NH;" a una molécula
de glutamato dando como resultado una molécula de glutamina, con un gasto de
NAD(P)H. En hojas se han identificado dos isoformas de la enzima, la GS1 y la
GS2, localizadas en el citoplasma y en el cloroplasto respectivamente, y cuya
proporcion puede variar en respuesta a distintas condiciones medioambientales o
conforme la edad de la planta, asi como por la accion de algun tipo de estrés
(Kirby et al., 2006).

La glutamato sintetasa (GOGAT) es una enzima clave en las primeras etapas de
la asimilacion del NH;" en bacterias, algas y en plantas superiores (Stitt et al.,
2002; Weber y Flugge, 2002). Las reacciones conjuntas de la GS y de la GOGAT
se conocen como el ciclo GS/IGOGAT, y son esenciales para la asimilacion del
NH;" en plantas. Las dos moléculas de glutamato sintetizadas por la actividad
GOGAT pueden ser usadas como sustratos de la GS o pueden, a partir de su

grupo amino, formar otra serie de derivados nitrogenados (Hodges, 2002).

En las plantas superiores, la GOGAT aparece bajo dos isoformas distintas en

funcién a la fuente reductora que utilicen: la Ferrodoxina-GOGAT (Fd-GOGAT) y
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la NADH-GOGAT, las cuales difieren en su peso molecular, composicion, cinética
enzimatica y en sus funciones (Kirby et al., 2006).

El papel de la glutamato deshidrogenasa (GDH) en la asimilacion del NH;" es
todavia hoy motivo de discusion (Miflin y Habash, 2002). La GDH se localiza
principalmente en la mitocondrias de todos los tejidos vegetales estudiados. El
namero de subunidades por la que esta compuesta varia entre 4 y 6, y el peso
molecular oscila entre 230 y 300 KDa dependiendo de la especie vegetal (Turano
et al., 1996). Esta enzima posee una elevada K, para el NH;" (aproximadamente
1 mM), es decir, su afinidad por el sustrato es baja cuando la concentracién de

NH,4" es el factor limitante, no produciéndose su saturacion.

Actualmente, existen distintos puntos de vista opuestos sobre la funciéon de esta
enzima. En primer lugar, Oaks (1994) sugiere que la enzima cataliza la afinacion
reductiva de 2-oxoglutarato y funciona como una alternativa para el ciclo de la
glutamato sintasa (GOGAT) (Barneix, 2007). La segunda alternativa fue
presentada por Robinson et al. (1992) es que la enzima cataliza la desaminacién
oxidativa del glutamato para proveer de esqueletos carbonados al ciclo del acido
citrico, particularmente bajo condiciones de limitacion de carbono. Finalmente,
también se ha sugerido que la GDH podria jugar un papel importante en la

reasimilacion del NH," bajo condiciones de estrés.

Entre los factores que regulan la actividad de la GDH, quizas el mas importante y
estudiado hasta ahora es el NH4", puesto que provoca un aumento en la actividad
aminadora de la enzima, mientras que su actividad desaminadora disminuye
bruscamente. Por otro lado, azicares como la sacarosa, glucosa o la fructosa
pueden afectar de manera negativa a la actividad de la GDH como han

comprobado distintos autores (Weber y Flugge, 2002; Barneix, 2007).

98



5. METABOLISMO Y EFICIENCIA EN EL USO DEL N EN PLANTAS DE LECHUGA BAJO LA INFLUENCIA DE SE

INFLUENCIA DE LA APLICACION DE SE (SELENITO VS SELENATO) SOBRE EL METABOLISMO NITROGENADO

Asparragina Ureidos
Glutamina 2-oxoglutarato
- NR
GDH Glutamato Glutamato
Glutamato
Proteinas

Imagen 5.1 : Ciclo de asimilacién de los nitratos

Como hemos descrito, el metabolismo del N, es muy importante para el
crecimiento y desarrollo de la planta, es por esto, que su regulaciébn es muy
importante. Asi, la regulacién de la asimilacién de NO5 ha sido y sigue siendo el
centro de muchas investigaciones, puesto que resulta de suma importancia en la
produccion y calidad de los distintos productos agricolas (Ruiz y Romero, 1998;
Ruiz y Romero, 1999). Actualmente se conocen un gran numero de factores que
pueden afectar directamente a la asimilacién de NOs; y particularmente la
actividad de NR, ya que es considerada tras muchas investigaciones la enzima y
etapa limitante del proceso de asimilacién de NOs; en las plantas superiores
(Barneix, 2007; Hirel et al., 2007).

La actividad de dicha enzima puede ser regulada por sus niveles de sintesis y
degradacion, por la concentracidon de sustratos y otros factores, y a nivel del
suministro intracelular de la enzima (Stitt, 1999). Los factores que pueden influir
principalmente en la enzima directamente o a través de sefiales son: la luz, el
oxigeno, el didxido de carbono, el NOs, el estado nutricional, otros metabolitos y
las condiciones ambientales (Barneix, 2007). Los NO; han sido considerados
como inductores de la sintesis de la primera enzima de la asimilacion, mientras
que el NH;" o algin producto resultante de la asimilacion, como son los
aminoacidos, es considerado como un represor de su sintesis (Solomonson y
Baber, 1990).
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A pesar de lo mencionado anteriormente, y teniendo en cuenta que actualmente
uno de los factores ambientales que pueden afectar la asimilaciéon de N es el
contenido en elementos traza en los suelos y aguas de cultivo, derivados bien de
la contaminacion o bien de la realizacion de programas de biofortificacion con este
tipo de elementos como el Fe, Zn, Se y | (Ruiz et al., 2007), existen muy pocos
trabajos donde se estudie la relacion existente entre el Se y el metabolismo del N.

De las pocas investigaciones al respecto destacar la realizada por Aslam et al.
(1990), donde estudian como afecta el Se a la absorcién y reduccién del NOs,
comprobando estos autores una reduccidn en estos procesos en plantas de
cebada tras aplicar el Se en forma de selenito y selenato. Munshi et al. (1990), en
tubérculos de patata, mediante la aplicacion de Se en forma de selenito, observan
un incremento en el contenido en aminoacidos y proteinas en dichos 6rganos
vegetales. Estudios mas recientes, como los realizados por Nowak et al. (2002 y
2004) y Ruiz et al. (2007), demuestran como el Se influye, en mayor medida,
sobre las enzimas NR y NiR disminuyendo su actividad, y por tanto afectando
negativamente al metabolismo del N en general, ya que una disminucion en la
reduccién de NO;, implica una menor actividad de las enzimas del ciclo
GS/GOGAT vy por consiguiente una disminucion en la cantidad de productos
finales como aminoacidos y proteinas, que ademas va a dar lugar a una reduccion

en el crecimiento de la planta.

En definitiva, y con el fin de desarrollar y estudiar la eficiencia de un programa de
biofortificacion con Se, y la importancia del N en plantas, especialmente en las de
lechuga, donde este nutriente es esencial tanto para la produccion de biomasa
como para la calidad nutricional, el objetivo de este capitulo sera analizar la
influencia del Se, bajo distintas formas y dosis, en la asimilacién del N.
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5.1.2. Material y Métodos

Los apartados correspondientes a material vegetal y condiciones de crecimiento,
muestreo vegetal y andlisis estadistico fueron similares a los descritos en el

capitulo 2 (véase en material y métodos, capitulo 2 (2.2)).

Analisis vegetal

Una parte de las hojas muestreadas fue usada en fresco para el andlisis de las
diferentes actividades enzimaticas del metabolismo: NR, NiR, GS, GOGAT, GDH.

Otra parte de la muestra fue secada mediante liofilizacion y el peso fue registrado
y expresado como gramos de peso seco (p.s.) [parte aérea]™ (p.a.). Ademaslas
muestras liofilizadas fueron utilizadas para determinar las concentraciones de

NOs, NH4* y N orgénico.
5.1.2.1. Ensayo de la actividad de la NR (EC 1.6.6.1)

El ensayo para la medida de la actividad de la enzima NR, se llevd a cabo
siguiendo el método de Maurifio et al. (1986), mediante la homogenizacion de
1,5 g de material vegetal fresco en 7,5 ml de tampdn 100 mM KH,PO4-K;HPOy,
pH 7,5 que contenia 2 mM de EDTA, caseina 1,5% 2mM de DTT y 1% de
PVPP. Posteriormente el homogeneizado fue filtrado y centrifugado a 15000
rpm durante 20 min. La cuantificacion se realizé siguiendo el método descrito
por Debouda et al. (2006). Tomamos 1 ml de sobrenadante al cual adicionamos
una mezcla de reaccion consistente en 100mM KH,PO4-K;HPO, pH 7,5,
100mM NOsK, 10mM cisterna, 2 mM NADH y 10 mM de MgCl,. Con un
volumen final de 3,4 ml. La mezcla se incubo6 a 30 °C en oscuridad durante 30
min. Transcurrido este tiempo, se paré la reaccion adicionando 0,2 ml de 1 M
Acetato de Zinc. Los tubos se agitaron vigorosamente y se centrifugaron a
2000 rpm durante 15 min. Del sobrenadante obtenido se tomo una alicuota de
0,5 ml a la que se adicioné 1 ml de sulfanilamida al 1% y 1 ml de NNEDA al
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0,02 %. Pasados 20 min. se procedi6 a la lectura de la absorbancia a 540 nm
frente a una curva patrén de NO, .

5.1.2.2. Ensayo de la actividad de la NiR (EC 1.7.7.1)

El método de extraccion para la determinacion de la actividad NiR fue la misma
que para la NR. Para su cuantificacion se realizaron tubos de muestras
problemas, 1 control para cada muestra problema, un estandar y 2 blancos,

siguiendo el método de Lillo (1984).

Los tubos correspondientes a las muestras problemas consistieron en: 1 ml de
100 mM de tampon KH,PO4-K,HPO,4 pH 7,5, 0,2 ml de 20 mM de NO2Na, 0,3 mi
de 0,3 M de ditionito sédico disuelto en bicarbonato sodico, 0,3 ml de 5 mM de
dimetil-violdgeno (1,1"-dimetil-4,4 -bipiridinium dicloride), 0,2 ml de extracto
enzimatico. Los tubos control se realizaron mediante la adicion de 1,2 ml de
100mM de tampén KH,PO4-K,HPO, pH 7,5, 0,3 ml de 0,3 M ditionito sodico
disuelto en bicarbonato sodico; 0,3 ml de 5mM de dimetil-viol6geno (1,1 -dimetil-
4,4 -bipiridinium dicloride). 0,2 ml de extracto enzimatico. Los tubos blancos se
realizaron mediante la adicion de 1,4 ml de 100mM de tampon KH,PO4-K,HPO,
pH 7,5, 0,3 ml de 0,3M ditionito sodico disuelto en bicarbonato sodico y 0,3 ml de 5
mM dimetil-viologeno (1,1 -dimetil-4,4"-bipiridinium dicloride). Por ultimo, los tubos
estandar se realizaron de la siguiente manera: 1, ml de tampén 100mM KH,PO,-
K:HPO,4 pH 7,5, 0,2 ml de 20 mM NOyNa, 0,3 ml de 0, 3 M de ditionito sodico
disuelto en bicarbonato sodico, 0,3 ml de 5 mM de dimetil-violégeno (1,1 -dimetil-

4,4 -bipiridinium dicloride).

Una vez preparados todos estos tubos, se incuban a 30°C durante 30 min en
oscuridad. Tras la incubacion los tubos son agitados vigorosamente de manera
que el color azul inicial pasa a transparente. Posteriormente se afiadié a cada tubo
20 ml de agua destilada. Para la determinacion de la actividad NiR se tomo6 una
alicuota de 0,25 ml a la que se adicion6 1 ml de sulfanilamida al 1% y 1 ml de
NNEDA al 0,02 %. Pasados 20 min., se procedio a la lectura de la absorbancia a

una longitud de 540 nm.
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5.1.2.3. Ensayo de la actividad GS (EC 6.3.1.2)

El ensayo se realizo siguiendo el método propuesto por Rees et al. (1995). La
extraccion para esta enzima se basoé en la maceracion de 1 g de material vegetal
fresco en 6 ml de buffer 100mM Maleico-KOH pH 6,8 que contiene 100mM de
sacarosa, - mercaptoetanol al 2% vy etilenglicol al 20%. ElI homogeneizado
resultante se filtré y centrifugd a 15.000 durante 20 min. La mezcla de reaccion del
ensayo de la actividad GS consistio en: 1 ml de buffer de reaccion que consta de:
150 mM de imidazol pH 7,8, 4 mM EDTA-Na,, 150 mM de L-glutamato sodico, 45
mM de MgSO, 7H,O, 30 mM de hidroxilamina, 10 mM de ATP y 0,5 ml de
extracto. Ademas de los tubos problema se hizo una curva patron usando distintas
alicuotas de una solucion madre de 25 uM de y-glutamil hidroxamato (y-GH) y unl
blanco donde se sustituy0 el extracto por buffer de maceracion. Incubar durante
30 min. a 30°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se paré la reaccion
afadiendo 1 ml de reactivo de cloruro férrico compuesto de volumenes iguales de:
FeCl; 6 H,O al 10 % en HCI 2 M, acido tricloroacético al 24%, HCI al 50%.
Posteriormente se centrifugd a 5000 rpm 5 min. y la formacion de se y-GH se

determind a 540 nm frente a una curva patron de y-GH.

5.1.2.4. Ensayo de la actividad GOGAT (EC 1.4.1.14)

La extraccion llevada a cabo para la determinacion de la actividad GOGAT fue

la misma que la realizada para las actividades de las enzimas NR, NiR.

Para la determinacion de la actividad se siguié el método descrito por Singh y
Srivastava (1986), la mezcla de reaccion consisti6 en: 1,5 ml de 100mM de
tampon KH,PO4-K,HPO, pH 7,5, 0,4 ml de 18,75 mM a-cetoglutarato, 0,2 ml de
15 mM de aminoxiacetato, 0,2 ml de 1,5 mM de NADH, 0,15 ml de extracto

enzimatico. La reaccion se inicio por adicion de 0,4 ml de 75 mM de L-glutamina.
La actividad GOGAT se determiné siguiendo la variacion de absorbancia a 340

nm, determinada por la oxidacion del NADH utilizando un coeficiente de extincién
molar de 6,22 10° M™* cm?.
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5.1.2.5. Ensayo de la actividad GDH (EC 1.4.1.2)

El método de extraccion para la determinacion de la GDH fue la misma que la
utilizada para la determinacion de las actividades NR, la NiR y la GOGAT. Para la
cuantificacion de la actividad GDH, se siguié el método propuesto por Singh y
Srivastava (1986). Se realiz6 una mezcla de reaccion consistente en 0,75 ml de
tampon 100mM de KH,PO4-K;HPO, pH 7,5, al que se le adicion6: 0,2 ml de
200mM de sulfato amonico, 0,2 ml de 0,15 de NADH vy 0,15 ml de extracto

enzimatico.

La actividad GDH se determiné siguiendo la variacion de absorbancia a 340 nm,
determinada por la oxidacion del NADH utilizando un coeficiente de extincion
molar de 6,22 10° M™* cm?.

5.1.2.6. Concentracion en NO3

Para medir la concentracion en NOjs inicialmente se realizo una extraccion
consistente en: 0,1 g de material seco, obtenido mediante liofolizacion, se
afiadieron 10 ml de agua desionizada. Esta mezcla se agité en un vuelta-vuelta
durante 2 horas. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla resultante fue filtrada
y la solucion resultante fue filtrada y de la solucion resultante se procedio a
determinar el NOs , para lo cual se tomé una alicuota de 0,1 ml y se le afiadi6 0,4
ml de &cido salicilico al 10% diluido en acido sulfarico al 96 % (Calado et al.,
1975). Posteriormente se le adicion6 9,5 ml de 2 M de NaOH. Los tubos se
agitaron y finalmente se procedi6 a la lectura de la absorbancia a 410 nm frente a

una curva patrén de NOs .

5.1.2.7. Concentracién en NH,"

Para la cuantificacion de la concentracion en NH," siguié el método de Calado et
al. (1975), se tomo6 0,1 ml de alicuota de la extraccion de la solucion resultante de
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la extraccién descrita para los NOs vy se le afiadié 1 ml de Reactivo 1 que consiste
en: salicilato al 8,5 % y nitroprusiato sodico al 0,06 %. A continuacion se le
adicion6 1 ml de Reactivo 2 consistente en: hidroxido sodico al 4% y
dicloroisocianurato sodico al 0,62 %. Transcurridos 45 min. se procedio a la lectura
de la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 630 nm frente a una

curva patron de NH,".

5.1.2.8. Concentracion en N organico

La cuantificacion del N organico se llevd a cabo en la solucion resultante de una

mineralizacion via himeda cuyo procedimiento se detalla a continuacion.

Se pes6 0,15 g de material vegetal seco fueron mezclados con 5 ml de acido
sulfarico puro y la mezcla se dejo reposar durante 48 horas. Transcurrido este
tiempo, los tubos se introducen en un bafio de arena a una temperatura entre 90-
100°C. Esta temperatura se mantuvo en el bafio durante aproximadamente 24
horas. Posteriormente, la temperatura del bafio de arena se aumenté a 325-350
°C. A esta temperatura se inicio la adicion de forma regular de entre 0,1 y 0,3 ml
de peroxido de hidrogeno libre de P hasta que las muestras vegetales quedaron
totalmente transparentes. Finalmente a la mezcla resultante se le afiadié 20 ml de
agua desionizada y a partir de esta solucion se determiné el N organico de la

misma forma que acabamos de describir para el NH;* (Calado et al., 1975).

5.1.3. Resultados y Discusién

Un correcto funcionamiento del metabolismo del N se refleja normalmente en el
crecimiento de las plantas como describimos en el capitulo 2, la aplicacion de
diferentes dosis y formas de Se afecto a la biomasa de la parte aérea de las
plantas de lechuga lo que podria deberse al efecto de este elemento traza sobre el
metabolismo nitrogenado. Observamos un incremento en biomasa por encima de

las plantas control para las dosis de 5 yM de selenito y 5,10 y 20 uM de selenato.
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Por otro lado la concentracion mas elevada afadida de 120 yM para ambas

formas produjo los menores valores de biomasa (Fig. 2.1, véase en capitulo 2).

Considerando estos resultados junto con los indicadores de éstos descritos en el
capitulo 2 concluimos que la forma Se mas fitotoxica es el selenito y que la dosis
de 120 uM de Se es la que provocd mayor fitotoxicidad en las plantas de lechuga

independientemente de la forma de aplicacion.

En cuanto a la asimilacién del N, el primer paso tras la absorcién del NO; es su
reduccion hasta NH,", realizada por las enzimas NR y NiR. La NR es considerada
la enzima clave del metabolismo del N estando muy regulada tanto su induccién
como su inhibicion (Aslam et al., 1990). Distintos estudios otorgan al Se una
influencia negativa tanto a nivel de absorcién de NOz como sugiere Aslam et al.
(1990), como de inhibicion de la enzima NR para las dos formas de Se estudiadas
(selenito y selenato) (Nowak et al., 2002; Ruiz et al., 2007). En la Figura 5.1.1 y en
la Tabla 5.1.1, podemos observar los resultados obtenidos para la concentracion
de NOs v las actividades NR y NiR en nuestro trabajo. La concentracion foliar de
NO; muestra una disminucién a medida que aumentamos la dosis de Se
aplicada, encontrando diferencias significativas entre las distintas dosis y formas,
presentandose el menor valor de NO5 con la dosis més elevada aplicada de Se
(Fig. 5.1.1), observandose la maxima concentracién de NOs en las plantas control.
Ademés y segln los resultados obtenidos, la concentracién de NO3z fue superior
cuando la forma de Se aplicada fue selenato respecto a la forma selenito (Fig.
5.1.1).
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Figura 5.1.1 Concentracion de NO; en plantas de lechuga sometidas a distintas formas y dosis de

Se. Los datos son medias + error estandar (n=9)

Por otro lado, la actividad de la NR también fue influida por la aplicacion de este
elemento traza. Asi, observamos una induccion de la actividad enzimética cuando
el Se fue afiadido en cualquiera de las dos formas estudiadas (Tabla 5.1.1),
encontrando diferencias significativas entre las distintas dosis y formas aplicadas y
produciéndose un incremento en la actividad NR en todas las dosis de selenito
aplicadas, observando el maximo valor en la concentracion de 20 uyM (Tabla
5.1.1). Cuando la forma afadida fue selenato también encontramos un incremento
de la actividad NR, siendo la dosis de 10 yM donde se observé la actividad mas
elevada (Tabla 5.1.1) y 120 uM donde encontramos la minima actividad NR (Tabla
5.1.1). Por dltimo indicar que la actividad NR fue superior al aplicar selenito

respecto a la obtenida cuando se afiadio selenato (Tabla 5.1.1).
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Tabla 5.1.1 Actividad de la NR y la NiR en plantas de lechuga sometidas bajo distintas formas y

dosis de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9)

NR NIiR
Tratamientos SeO, SeO, SeO; SeQ,
Dosis (UM)
0 0,036 0,036 19,48 19,48
5 0,089 0,096 19,51 19,51
10 0,075 0,104 19,50 19,52
20 0,110 0,078 19,57 19,55
40 0,070 0,054 19,53 19,53
60 0,097 0,067 19,52 19,51
80 0,098 0,051 19,52 19,50
120 0,083 0,042 19,51 19,83
P-valor ok e n.s n.s
LSD 0,01 0,01 0,12 0,63
Andlisis de la Varianza
Formas de Se (F) ok n.s
Dosis Se (D) ok n.s
FxD ok n.s
LSD 0,004 0,15

Actividad de NR expresada como: pmol NO, formados g'1 P.f. min™.; Actividad de NiR expresada
como: umol NO, transformados g* P.f. min™. Los niveles de significacién estan representados por:
0P<0.05, [(1IP<0.01, (111P<0.001, y n.s, no significativo.

Los resultados obtenidos de la actividad NiR nos mostraron que no existieron
diferencias significativas entre las plantas tratadas con Se y no tratadas,
observandose valores similares de actividad NiR, para las distintas dosis y formas
de Se aplicadas en este estudio (Tabla 5.1.1).

En general podemos indicar que los resultados obtenidos en cuanto la
concentracion de NO; son similares a los mostrados en un estudio anterior
realizado por Aslam et al. (1990), donde la concentracién en NOs;, se ve
influenciada por la forma de Se aplicada sobre plantas de cebada. En dicho
estudio el selenito influyé de forma mas negativamente que el selenato sobre la

acumulacién del NOs, lo que nos sugiere que el selenito podria afectar mas
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rapidamente que el selenato a los transportadores de membrana encargados de
la absorcién del NOsz. Por otro, lado la actividad mostrada por la enzima NR
respecto a las distintas dosis y formas de Se aplicadas son sorprendentes ya que
se produce una induccion de dicha actividad, sélo observada previamente por
Nowak et al. (2004). Estos autores observaron un incremento de la NR cuando
aplicaron selenio en forma de selenito en plantas de trigo. Por el contrario varios
estudios anteriores, muestran una fuerte inhibicion de dicha enzima tras la
adiccion de Se, tanto en forma de selenito (Aslam et al., 1990; Nowak et al. 2002)

como selenato (Ruiz et al., 2007).

En cuanto a la actividad de la enzima NiR, no se vio afectada por la aplicacion de
las distintas formas y dosis de Se, ya que no se observaron diferencias
significativas en su actividad entre las plantas tratadas con Se y la no tratadas
(Tabla 5.1.1). Dichos resultados son similares a los obtenidos por Aslam et al.
(1990), quienes tampoco observaron una variacion significativa de esta actividad
enzimatica tras la aplicacion del elemento traza. Por el contrario en el estudio
realizado por Ruiz et al. (2007) observaron un descenso en la actividad de la NIR,
cuando trataban con selenato plantas de girasol, casi 5 veces inferior respecto a
las plantas control. Asi, los datos obtenidos en nuestro estudio pueden reforzar
una vez mas el caracter constitutivo que se le ha otorgado a dicha enzima en el
metabolismo del N (Barneix, 2007). En definitiva nuestros resultados podrian

explicar “a priori” de las siguientes formas:

() En primer lugar la aplicacion de Se en ambas formas podrian reducir la
absorcion de NO;3 y por tanto la concentracion foliar de este nutriente. La
disminucién en la absorcién de NO3 en el caso del selenito se podria deber
a una degradacion de los transportadores de membrana (Aslam et al.,
1990), mientras que en el caso del selenato a una interaccion antagonica

con el NOs.

(i) La reduccion en la concentracion foliar de NO3 se podria deber también a
la induccion de la actividad NR que se produce tras aplicar ambas formas
de Se. El incremento de la actividad NR por el Se podria ser explicado por

la induccién que se produce de la asimilacion del S tras aplicar el Se. El
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aumento de la asimilacién de S incrementaria la asimilacion de N para
mantener la razén 20:1 entre los compuestos organicos nitrogenados y los

compuestos organicos azufrados (Leustek et al., 2000).

Una vez reducido el NO; se forma NH4* que es incorporado a aminoacidos
mediante el denominado ciclo GS/GOGAT (Millar y Cramer, 2005). La cantidad
de NH," en las plantas podemos observarla en la Figura 5.1.2. Como podemos
comprobar no existieron diferencias significativas en cuanto al contenido en
NH4" entre las plantas sometidas a selenito o selenato en cualquiera de sus
dosis, y las plantas no tratadas aunque si observamos un aumento en la

concentracion de NH;" al aumentar las dosis de Se (Fig. 5.1.2).
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Figura 5.1.2 Concentraciéon en NH," de las plantas de lechuga bajo diferentes dosis y formas de

Se. Los datos son medias + error estandar (n=9)

En cuanto a la actividad GS ésta increment6 con la aplicacion de Se en cualquiera
de sus dos formas afadidas (Tabla 5.1.2), existiendo diferencias significativas
entre las distintas formas y dosis, pudiéndose observar el maximo valor de la
actividad en la concentracién de 120 uM; y siendo la forma de selenito la que
produjo un mayor incremento de la actividad GS (Tabla 5.1.2).
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Por otro lado, la actividad GOGAT también se vio afectada por la adicion del
elemento traza (Tabla 5.1.2) encontrandose diferencias significativas entre las
distintas dosis y formas de Se afadidas. La aplicacion de selenito o selenato
produjo un incremento de dicha actividad, observando la maxima, al igual que en
el caso de la GS, en la concentracion de 120 uM (Tabla 5.1.2). Finalmente la
actividad GOGAT también fue superior cuando la forma afiadida fue selenito. Los
resultados obtenidos nos indican que el Se, indujo la actividad de las enzimas
implicadas en la incorporacion del NH;" en aminoacidos lo que nos podria
explicar porque no encontramos diferencias estadisticas en la concentracion de
este nutriente entre los distintos tratamientos. Nuestros resultados son contrarios a
los observados por Ruiz et al. (2007) quienes obtuvieron en plantas de girasol un
fuerte descenso de las actividades de la GS y GOGAT, tras la aplicacion de Se en

forma de selenato.
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Tabla 5.1.2 Actividad enzimatica de GS/GOGAT y GDH, de plantas de lechugas sometidas a

distintas forma y dosis de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9)

GS GOGAT GDH
Tratamientos SeO;4 SeOQ, SeOy SeOQ, SeO;, SeOQ,
Dosis (UM)
0 1,16 1,16 11,58 11,58 28,57 28,57
5 1,24 1,24 13,71 11,21 38,66 32,21
10 1,41 1,29 12,87 13,04 40,72 32,07
20 1,75 1,44 12,81 11,43 44,31 30,69
40 1,85 1,74 12,89 12,50 37,38 37,05
60 1,46 1,69 13,22 12,36 38,41 40,69
80 1,85 151 15,55 13,02 35,46 38,05
120 2,37 1,79 14,97 12,52 42,48 40,89
P'Valor Kk *kk *kk KKk KKk *kk
LSD 0,18 0,06 0,63 0,69 0,90 1,06
Andlisis de la Varianza
Formas de Se (F) ** ok ok
Dosis de Se (D) ok ok ok
FxD ok ok ok
LSD 0,09 0,45 0,67

Actividad de GS expresada como: ymol de y-glutamilhidroxamato producido g'l p.f. min™.; Actividad
GOGAT expresada como: pmol NADH oxidado g™ p.f. min™.; Actividad GDH expresada como: pmol
NADH oxidado g'1 p.f. min™. Los niveles de significacion estan representados por: [0 P<0.05, [T

P<0.01, [(111P<0.001, y n.s, no significativo.

La proteina GDH es la enzima encargada de la desaminacion del glutamato
produciendo NH4*, aunque también puede jugar un papel importante en la
reasimilacion del NH;" bajo condiciones de estrés (Kirby et al., 2006). Los valores
obtenidos para la actividad de dicha enzima, estan representados en la tabla 5.1.2.
La aplicacion de Se produjo un incremento de la actividad de dicha enzima,
existiendo diferencias significativas entre las formas y dosis de Se afadidas. El
aumento en su actividad observado, se produjo a medida que la concentracion de
Se afiadida al medio de cultivo fue mayor produciéndose por tanto su maxima
actividad en la dosis de 120 uM (Tabla 5.1.2), y siendo una vez més la forma de
selenito la que provoco los valores mas elevados (Tabla 5.1.2). Los datos
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obtenidos para dicha enzima nos sugieren la posibilidad de una degradacion de
proteinas no funcionales por la incorporacién del elemento traza, y que también la
aplicacion de Se en cualquiera de sus formas afiadidas, aunque especialmente la
de selenito, podria generar un aumento de la fotorrespiracion (sintoma de estres),
lo que conllevaria un aumento de NH,;  que seria de nuevo incorporado a
aminoacidos a través de dicha enzima o del ciclo GS/GOGAT. Teniendo en
cuenta estas posibles hipotesis estaria justificado que el selenito fuera mas
fitotoxico que el selenato ya que su aplicacion conlleva un mayor aumento de la
actividad GDH.

En cuanto a la cantidad de aminoacidos y proteinas totales en las plantas, como
pudimos observar en la Tabla 3.3 (véase en capitulo 3), ambas formas de Se
provocaron un aumento de ambos compuestos a medida que incrementaron las
dosis de Se aplicadas, tanto de selenito como de selenato (Tabla 3.3, véase en
capitulo 3); encontrdndose la maxima cantidad en la dosis de 120 uyM de Se, y
siendo superior el contenido cuando la forma aplicada fue selenito (Tabla 3.2,
véase en capitulo 3). Estos datos nos sugieren como vimos en el capitulo 3, que el
selenito promueve la formacién de aminoacidos y su posterior incorporacion en las

distintas proteinas.

Finalmente, la cantidad de N orgéanico,; podemos observarla en la Figura 5.1.3.
Los datos reflejan diferencias significativas entre las distintas dosis aplicadas, pero
no entre las diferentes formas de Se afadidas (Fig. 5.1.3). En la Figura 5.1.3
observamos que el maximo valor de N organico se presento en la dosis de 60 uM
de selenito, y en 80 uM en el caso del selenato, siendo para todos los casos la
cantidad asimilada obtenida superior al de las plantas control (no tratadas), lo que
nos sugiere que el Se incrementa la asimilacion de N, aplicado tanto en forma de

selenito como de selenato (Fig. 5.1.3).
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Figura 5.1.3 Concentracion de N orgéanico en las parte aérea de las plantas de lechugas bajo la
influencia de la aplicacion de distintas formas y dosis de Se. Los datos son medias * error estandar
(n=9)

Estos resultados nos confirman que el incremento de la asimilacion de N se puede
deber al hecho de que la aplicacién de Se conlleva un aumento de la asimilacién

de S (véase en capitulo 3)

5.1.4. Conclusion

En conclusién, podemos indicar que el Se incrementa el metabolismo del N, en
cualquiera de sus formas afiadidas, siendo la forma de selenito la que provoca

una mayor estimulacion de las enzimas que forman parte de asimilacion del N.

Por otro lado, el selenato también induce la asimilacion de N, incrementando dicho
metabolismo, pero tras la aplicacion de esta forma de Se la biomasa no se vié
afectada hasta la concentracion de 40 uM, lo que nos indica que la formacion de
proteinas y animoacidos producida con dicha forma de selenio provoca un menor

estrés que con el selenito.
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Finalmente decir, que el selenato es la forma menos toxica que Se, ya que
incremento el metabolismo de dicho elemento sin provocar un aumento del estrés,

dando lugar a un aumento en la biomasa de las plantas

En general nuestros resultados se podrian explicar a través de la coordinacién
existente entre el metabolismo del N y el metabolismo del S. La aplicacién de Se,
especialmente la de selenito, al inducir la asimilacion de S provocaria la induccion
del metabolismo del N con el fin de mantener el equilibrio adecuado entre los

compuestos organicos nitrogenados y azufrados.
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5.2. Eficiencia en el uso del N bajo la influencia  de distintas dosis

y formas de Se

5.2.1. Introduccion

La agricultura hasta hace unos afos ha estado dominada por la obtencion de la
maxima productividad, pero actualmente existen otros retos como son: la
disminucién del impacto medioambiental de las cosechas y los sistemas agricolas,
el aumento en la calidad de los productos obtenidos y la reduccion de los costes
de produccion, englobandose en éste ultimo la eficiencia en el uso del nitrdgeno
(NUE) por parte de las plantas (Gastal et al., 2002).

La duplicacién a nivel mundial de la produccion agricola obtenida durante las
cuatro Ultimas décadas esta relacionada con un incremento en siete veces del uso
en fertilizantes nitrogenados. Como consecuencia de la utilizacion de estas
cantidades de fertilizantes, en la actualidad la utilizacion del N y especialmente el

NOs uno de los principales factores nocivos medioambientales sobre la diversidad
y funcionamiento de los ecosistemas de la tierra (Hirel et al., 2007). Uno de los
ejemplos mas tipicos es su efecto sobre la eutrofizacion de las aguas dulces y
ecosistemas marinos como resultado del lixiviado de N cuando se le afiaden
grandes dosis de fertilizantes a las cosechas (Tilman et al., 1999). Por otro lado,
también existe una emision de gases nitrogenados como son los 6xidos de N que
pueden reaccionar con la capa de ozono y el amoniaco en forma de gas el cual es

toxico para la salud humana (Stulen et al., 1998).

Las plantas cultivadas solo son capaces de convertir entre un 30-40% del N
aplicado en productos comestibles, como el grano en el caso de las gramineas
(Raun y Johnson, 1999). Asi, Moll et al. (1982) ya definieron NUE como
produccion de biomasa por unidad de N disponible en el suelo. El NUE puede ser
dividido en dos procesos fundamentales. Por otro lado, la eficiencia en la
absorcion de N es la habilidad de la planta de extraer el N del suelo, el cual

normalmente esta en forma de NOs; o NH; (Lea y Azevedo, 2006). Esta
caracteristica depende de la disponibilidad del elemento, de los distintos genotipos
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de las plantas cultivadas (Hirel y Lemarie, 2005) y de la eficiencia en la utilizacion
del N absorbido, la cual se define como la capacidad de las plantas en transferir
este elemento a los distintos organos vegetales, principalmente en forma de
proteinas (Lea y Azevedo, 2006). En este sentido, existe en la actualidad un gran
interés en la identificaciébn de los procesos involucrados en la regulacién de la
absorcion de N y su metabolismo dentro de los vegetales (Andrews et al., 2004),
ademas de una mejora en el incremento del NUE (Mayes et al., 2005). Uno de los

principales objetivos de la mejora del NUE en los vegetales es la reduccién de los

niveles foliares de NO3 .

Dado el incremento en el uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos en la
agricultura intensiva llevada a cabo en las Ultimas décadas los vegetales
cultivados suelen contener altas concentraciones de NOs (Santamaria, 2006). La
presencia de elevadas cantidades de este compuesto en los vegetales supone un
problema importante para la salud humana. A pesar de que el NO; per se” no es
relativamente toxico, aproximadamente un 5% del ingerido es convertido en la
saliva y en el tracto gastrointestinal en NO, (Pannala et al., 2003). La formacion
de NO, y compuestos nitrosos, los cuales son formados a través de la union del
NO, con otras sustancias antes y después de la ingestion, pueden producir serias
patologia en humanos ya que son toxicos (Speijers et al., 1996). Uno de los
efectos mas conocidos del NO, es su habilidad para reaccionar con la
hemoglobina, proteina encargada del trasporte del O, a través del organismo,
formando la metahemoglobina cuya principal consecuencia es menguar la
distribucion de O, en el cuerpo (Knobeloch et al., 2000). Otra de las consecuencias
del NO, es la formacién de nitrosaminas, compuesto que es un potente
cancerigeno en humanos (Mendiga et al., 2003). Por estas razones es importante
evitar el consumo durante largo tiempo y la produccion de vegetales con altas

concentraciones de NOs.

En este sentido, el Comité Cientifico sobre la alimentacion de la Comisién Europea
(SCF) ha fijado la ingesta diaria recomendada de este compuesto en un maximo

de 3,7 mg de NOs; por Kg de peso corporal limitando el contenido de NOs
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espectacularmente en los vegetales dado que estos constituyen una de las
principales fuentes de NOs; en la dieta. Los principales vegetales con un alto
contenido en NO3 suelen ser las patatas, lechuga y espinacas. Debido al caracter

hiperacumulador de NOs de las lechugas y también de las espinacas, la Comision
Europea con el fin de proteger la salud publica y en respuesta a lo recomendado
por la SCF, legislo el contenido maximo que pueden tener estos vegetales para
asegurar un consumo saludable de dichos vegetales. En relacion a la lechuga

existen diferentes niveles de NOs; permitidos segun la variedad del vegetal
cultivado, asi en nuestro caso y para el tipo de lechuga estudiada en este trabajo,
la concentracién méxima permitida por la Comisién Europea es de 4500 mg Kg™

p.f.

En la actualidad, demas de llevarse a cabo una gran investigacion sobre la mejora
del NUE en plantas, también se estan desarrollando de forma importantedistintos
programas de biofortificacion con elementos traza entre los cules se encuentra el
Se dada la importancia que tiene este elemento sobre la salud humana. Sin
embargo, existen muy pocos trabajos que estudien el impacto de estos programas
de biofortificacién sobre el NUE de los cultivos. En definitiva y considerando que

tanto la concentracion de NOs y su utilizacion son factores determinantes en este
tipo de cultivo, el propdsito de este capitulo fue determinar si el NUE fue afectado
por la aplicacién de diferentes formas y dosis de Se.

5.2.2. Material y Métodos

Los apartados correspondientes a material vegetal y condiciones de crecimiento,
muestreo vegetal y andlisis estadistico fueron similares a los descritos en el

capitulo 2 (véase en material y métodos, capitulo 2 (2.2)).
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Célculo de los distintos parametros del NUE

5.2.2.1. Concentracion total de N (TNC)

Se calculé sumando la concentracion total de N orgénico y la concentracion de

NO; (Sorgona et al., 2006). El resultado fue expresado en mg N g™ p.s.

5.2.2.2. Acumulacion total de N (TNA)

Fue calculado usando el TNC y el peso seco total de las hojas, mediante la
formula: TNA = TNC x peso seco foliar (Sorgona et al., 2006). El resultado fue
expresado en mg de N.

5.2.2.3. Razon de la eficiencia del N (NER)

Se calcul6 siguiendo la férmula descrita por Sorgona et al. (2006): NER = Biomasa
foliar/TNA. Los resultados son expresados como g p.s. mg™ N.

5.2.2.4. Eficiencia en la utilizacién del N (NUtE)

Se calcul6 mediante la siguiente ecuacion: NUtE = TNA / peso seco de la raiz.
Siendo expresada como mg N g™ p.s. Usando el peso seco de la raiz (Elliot y
Lauchli, 1985).

5.2.2.5. Eficiencia en la absorcion de N (NupE)

Fue calculada mediante la siguiente formula en la cual se utilizé el peso seco total

de las hojas y el TNC (Siddiqui y Glass, 1981). NUpE = Peso seco total de las

hojas/ TNC. El resultado fue expresado como g p.s. mg™ N.
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5.2.3. Resultados y Discusion

La produccién en las lechugas viene dada por el crecimiento en biomasa de la
parte aérea de las mismas ya que es la zona comestible del vegetal. Como
pudimos comprobar, el Se afect6 al crecimiento de las planta (Fig. 2.1, véase en
capitulo 2), obteniendo un mayor incremento cuando se aplicé selenato respecto

al selenito.

Aunque existen varios factores que afectan al crecimiento, desarrollo y calidad de
la lechuga, el N es un elemento determinante para la produccién de este cultivo.

Por tanto, la determinacion de la concentracién de NOs, N organico, y el N total
son frecuentemente analizados con el fin de decidir la necesidad de la aplicacion

de fertilizantes nitrogenados (Lawlor 2002).

Asi, el NO; es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas, ya que
participa en la sintesis de proteinas para la formacion de material vegetal y en el
mantenimiento del potencial osmético vegetal (Seginer, 2003). Como hemos

podido comprobar en el apartado anterior, la aplicaciéon de Se en cualquiera de

sus formas provoco una disminucién en la concentracion foliar de NO3 respecto a
la concentracion de las plantas no tratadas con dicho elemento (Fig. 5.1.1, véase
en el capitulo 5, apartado 5.1). Por el contrario la concentracién de N organico se
vio incrementado con la aplicacion de selenito y selenato (Fig. 5.1. 3, véase en el

capitulo 5, apartado 5.1).

Finalmente y en cuanto al TNC se observo una disminucion a medida que se
incrementaron los dosis de Se afadidas (Fig. 5.2.1), encontrando diferencias
significativas (P<0,001) tanto entre las distintas dosis como entre las diferentes
formas aplicadas de Se. Como podemos comprobar fue la forma de selenato
donde encontramos una mayor cantidad de N total con respecto a la forma en
selenito (Fig. 5.2.1). Ademas, observamos el minimo contenido de este nutriente
en las dosis mas elevadas de Se, es decir, cuando se aplicd una concentracion de
120 uM de Se (Fig 5.2.1). Estos resultados nos pueden indicar que el aporte de Se

disminuye la absorcion del N, ya que un aumento de la dosis afiadida produjo una
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disminucion del N total. Lo que nos indica un efecto beneficioso del aporte de Se

incrementando la calidad nutricional de las plantas ya que produjo un descenso en

la concentracion de NOs.
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Figura 5.2.1 TNC de las plantas de lechuga sometidas a distintas formas y dosis de Se. Los datos

son medias + error estandar (n=9)

La eficiencia en el uso del N viene dada fundamentalmente por los parametros
TNA, NER, NUtE y NUpE (Sorgona et al., 2006).
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Figura 5.2.2 TNA de lechugas sometidas a diferentes formas y dosis de Se. Los datos son medias

* error estandar (n=9)

Los resultados obtenidos para el TNA nos muestran un incremento del mismo
(P<0,001) cuando aplicamos Se en forma de selenito a medida que
incrementamos la concentracién afiadida (Fig. 5.2.2). Sin embargo cuando la
forma aplicada fue selenato los valores observados para este parametro
disminuyeron con un aumento de las dosis aplicada (Fig. 5.2.2)(P<0,001),

presentandose minimo valor en la dosis de 40 uM .

En la Figura 5.2.3, podemos observar los datos obtenidos para el NER y NUtE. En
cuanto a NER, encontramos que cuando aplicamos selenito los valores
disminuyen cuando la concentracion aplicada supera la dosis de 5 uM (P<0,01), ,
y obteniéndose el minimo valor NER en la concentracion de 120 uM de selenito
(Fig. 5.2.3). Sin embargo, cuando la forma aplicada fue selenato observamos un
aumento del NER a partir de la dosis de 20 uM siendo en esta dosis donde
encontramos el maximo valor (P< 0,01). En cuanto a los datos del NUtE
encontramos un comportamiento similar al descrito para el NER, siendo el
selenato a partir de la dosis de 20 uM el que incremento el NUtE respecto a las
plantas control, mientras que el selenito disminuye este valor respecto a las
plantas control a dosis superiores de 5 uM (Fig. 5.2.3). Estos resultados son

coincidentes con los datos obtenidos respecto a la biomasa (Fig. 2.1, véase en
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capitulo 2), donde el selenato produjo un incremento en dicho parametro superior

al selenito.
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Figura 5.2.3 NER y NUtE en plantas de lechuga bajo distintas formas y dosis de Se. Los datos son

medias + error estandar (n=9)

Finalmente, los resultados obtenidos para el NUpE, los podemos observar en la
Fig. 5.2.4. Los valores encontrados nos muestran diferencias significativas
(P<0,001) entre las distintas dosis aplicadas, observando una disminucion con
respecto al de las plantas control, y ademas siendo los datos superiores en el caso
de la aplicacion de selenito (Fig 5.2.4). Estos resultados en definitiva nos
confirman que el Se reduce la absorcion de NO3, incrementando por consiguiente

la calidad de los productos agricolas.
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Figura 5.2.3 NUpE en plantas de lechuga sometidas a distintas dosis de selenato y selenito. Los

datos son medias + error estandar (n=9)

5.2.4. Conclusion

En conclusion podemos indicar segun los distintos parametros observados en este
apartado, junto a los valores de biomasa foliar obtenidos en las plantas, la
aplicacion de Se afecto al NUE de la lechuga. Tanto la aplicacion de selenito como
de selenato redujo la absorcion de NO3z disminuyéndose por tanto la NUpE. Sin
embargo la aplicacion de selenato, especialmente la dosis de 20 uM supuso una
induccion de la utilizacion de N reflejado por un aumento de NER y NUtE lo que

coincidio con un aumento de la produccion de biomasa.

En definitiva y segun estos resultados la aplicacién de 20 uM de selenato seria
muy beneficioso para el cultivo de lechuga ya que ademas de reducir los niveles

foliares de NO3z supondria una mejora significativa del NUE. Y por tanto de la

produccién agronémica del cultivo.
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6. EFECTO DEL SE (SELENITO \S SELENATO) SOBRE EL ESTADO NUTRICIONAL DE LAS LECHUGAS

6.1. Introduccion

Desde hace 150 afios, los cientificos han estudiado la nutricién vegetal con el
fin de conocer los procesos de absorcidon, acumulacion, 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 vegetal 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 puede ser sustituido por otro y en tercer lugar,

gue todas las plantas lo requieran para su desarrollo (Barrer y Pibeam, 2006).

El primero de los criterios enunciados, fue el primero con el cual se 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
(Arnon y Stout, 1939). El segundo de los criterios establece que el papel de los
elementos es Unico en la fisiologia o metabolismo de las plantas, de manera
gue 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 (Marschner, 1995). El tercero se refiere a que
la esencialidad es universal entre todas plantas.

Actualmente se consideran 17 elementos esenciales para las plantas. El
carbono (C), el oxigeno (O,) y el hidrégeno (H,;) son tomados principalmente
del agua y el aire. Los 14 restantes (N, fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
Mg, S, hierro (Fe), Mn, cobre (Cu), boro (B), molibdeno (Mo), cloro (Cl) y niquel
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(Ni), son obtenidos del suelo o la solucién nutritiva. Dichos nutrientes son
clasificados segun los requerimientos de las plantas, es decir, los elementos
gue son requeridos en cantidades considerables son los macronutrientes, son
acumulados desde 0,1 % en adelante de peso seco de la planta. Los
elementos requeridos en pequeias cantidades por las plantas son los
micronutrientes, y generalmente son acumulados en cantidades menores del
0,01 % del peso seco de la planta (Parker y Pilbeam, 2006).

A continuacion pasaremos a describir muy brevemente las principales
funciones fisiolégicas de los nutrientes que hacen que su estudio resulte

esencial para mantener un crecimiento adecuado para cualquier planta.

Comenzaremos con los macronutrientes. Asi, el P, es un elemento esencial
para las plantas, cuya funciones fisiolégicas son formar parte de componentes
esenciales como: fosfoproteinas, tales como nucleoproteinas (del nucleo) o
fosfolipidoproteinas (en membranas). Ademas de nucleétidos libres como ATP
o NADP. El N, cuyo metabolismo ha sido estudiado en el capitulo 5 (véase
capitulo 5.1), es un macronutriente con importantes funciones como es ser
constituyente de compuestos esenciales en el vegetal tanto para su estructura
(proteinas) como para su metabolismo (acidos nucleicos, NAD, NADP, FAD,
clorofilas, citocromos, etc.). El K, es otro de los macronutrientes vegetales, a
pesar de no entrar en la composicion de ninguna molécula ni estructura celular,
es fundamental para el crecimiento vegetal por, entre otras funciones:
interviene en la apertura y cierre de estomas, ademas de influir en el equilibrio
hormonal, su falta hace que se pierda la dominancia apical, es regulador del
pH celular y finalmente es activador de unos 50 sistemas enzimaticos
(ATPasas, oxidorreductasas, transferasas, sintetasas, quinasas, aldolasas,
etc.).

En el capitulo 3, estudiamos metabolismo del S, macronutriente importante en
el desarrollo vegetal por sus funciones fisiol6gicas entre las que encontramos
que forma parte de aminoacidos azufrados (metionina, cisteina, cistina, etc),
de coenzimas (el CoA-SH, tiamina, glutation, etc), de los grupos —SH que son
clave en multitud de reacciones enzimaticas determinando segun su forma,

oxidada o reducida, la actividad de las mismas y en los ultimos afios se ha
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indica que también forman parte de las fitoquelatinas, unas proteinas de bajo
peso molecular pero con un elevado numero de aminodacidos azufrados
(cisteina principalmente), han cobrado un gran interés por formar complejos
con metales pesados (Cd, Cu, Pb, etc.) constituyéndose en uno de los
principales mecanismos de defensa de las plantas frente a estos agentes
toxicos en su mayoria. EI Ca en las plantas funciona como activador de
enzimas como proteino-kinasas como ATPasas y NAD kinasa, so6lo o unido a la
calmodulina (proteina que regula el contenido de Ca celular). Es constituyente
de la laminilla media de la pared celular (pectato calcico) ademas es un
componente de membranas (sal calcica del acido fosfatidico), y por Gtimo actla
como segundo mensajero, implicado en la fosforilacion de algunas proteinas,
de manera que el Ca puede desempefiar un importante papel en la actividad y
regulacion de algunos enzimas. Su unién reversible a una pequefia proteina
citosdlica, la calmodulina, le permite ejercer una importante funcién como
modulador enzimatico y desempeiiar un papel fundamental en las sefales
hormonales. Finalmente, y terminando con los elementos clasificados como
macronutrientes, describiremos funciones del Mg en las plantas, este elemento
tiene un papel esencial en la FS, ya que forma parte de la molécula de clorofila.
Asimismo es activador enziméatico, como cofactor de casi todos los enzimas
que actuan sobre sustratos fosforilados (como ATP), por lo que es de gran
importancia en el metabolismo energético y esta presente en procesos claves
como la union y estbilizacion de las subunidades del ribosoma y, por tanto, en
la sintesis de proteinas, e incluso, en la transcripcidon del mensaje genético por

la activacion de la RNA polimerasa.

Seguidamente describiremos las funciones de los distintos micronutrientes
vegetales. El Fe forma parte de los grupos cataliticos de muchos enzimas
redox del tipo hemoproteinas, como citocromos, peroxidasas, catalasas, etc.,
que presentan un grupo Fe-porfirina como nucleo prostético del grupo hemo.
Se encuentra unido a grupos tiénicos de la cisteina en otras proteinas S-Fe,
como las sulfoferro proteinas que son clave en la fotosintesis, siendo el caso
de la ferredoxina, la nitrito reductasa y la sulfito reductasa. Ademas estas
proteinas son también fundamentales en la fijacion de N (nitrogenasa) y en la

respiracion. EI Mn es muy importante por su papel transportador de electrones
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en el lado donador del FSIl. Ademé&s se encuentra formando parte de la Mn-
SOD (Mn superdxido dismutasa), una de las isoenzimas de la SOD presente en
las mitocondrias y los peroxisomas y, de forma mas irregular, en los
cloroplastos, también es activador del enzima NAD-ME en plantas C4 y de
algunas enzimas del ciclo de Krebs (descarboxilasas y deshidrogenasas).
Igualmente es esencial para la sintesis de clorofila ya que regula la actividad
del sistema enzimatico encargado de la formacion del acido &-aminolevulinico
(ALA), precursor de las profirinas, y el paso de protoporfirina-Mg a
protoclorofilida. EI Cu es otro de los micronutrientes cuya funciones son
intervienir en el transporte de electrones, formando parte de la plastocianina en
la FS y de la citocromo C oxidasa en la RP y ser un constituyente de las
enzimas fenolasas y de la superéxido dismutasa. ElI Zn es fundamental en la
biosintesis de auxinas (necesario para la sintesis de triptéfano, precursor del
AlA), también es un activador de al menos 80 sistemas enzimaticos como
anhidrasa carbonica y algunas deshidrogenasas. Destacando entre sus
funciones su participacion en la estabilidad de los ribosomas y su presencia en
la RNA polimerasa, lo que le convierte en regulador de la expresion génica.
Finalmente, describiremos las funciones del B y el Cl, entre las que
encontramos en el caso del B que tiene un papel basicamente estructural
estando relacionado con los principales procesos de la fisiologia vegetal como
son la division y elongacion celular, la germinacion y regulacion hormonal.
Ademas estimula la elongacion del tubo polinico y actualmente existen datos
de que la relacion B/Ca desempefia un importante papel no solo a nivel
estructural, sino también a nivel de transduccion de sefiales. Con respecto al
Cl, su funcibn mas conocida esta relacionada con el lado donador de
electrones del FSII, interviniendo en la fotolisis del agua, pero conjuntamente
tiene importancia como soluto osméticamente activo, estando implicado en el

mecanismo de apertura/cierre de estomas junto con el K+.

Como hemos comentado con anterioridad a lo largo de este trabajo, el Se no
es considerado un elemento esencial en las planta, aunque si se le reconoce
como elemento beneficioso sobre las mismas. La similaridad quimica del Se y
S, no solo hace que sea absorbido por los mismo transportadores sino que

también es asimilado por la planta por la misma via que el S, obteniendo como
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productos finales de su asimilacion, selenocisteina y seleniometionina, que

posteriormente puede ser incorporado dentro de proteinas.

Dado el desarrollo como hemos indicado a lo largo de esta Tesis Doctoral que
estan adquiriendo los programas de biofortificacion con Se es imprescindible
estudiar las relaciones existentes entre este elemento traza y los distintos
nutrientes esenciales con el fin de realizar con éxito este tipo de programas de
biofortificacion sobre dichos cultivos. Sin embargo y a pesar de esta
importancia los trabajos al respecto son muy escasos. Los trabajos mas
abundantes se refieren principalmente a la relacion entre el Se y el S existiendo
entre ambos una relaciéon antagénica como describimos en el capitulo 3. Otros
estudios mas concisos son por ejemplo el de Wun y Huang (1992). Estos
autores estudian la relacion en algunos nutrientes como son el Ca, el K, el Mg,
el P, el Cu, el Fe, el Mn y el Zn cuando aplicaron una concentracion de Se y
varias de S, en tréboles, concluyendo que la concentracion de Ca
incrementaba pero el P disminuia con la aplicacion de Se. Ademas observaron
un incremento en la concentracion de Cu, Mn y Zn pero solo cuando se inhibia
fuertemente el crecimiento de la planta. Posteriormente Hooper y Parker
(1999), indicaron que un incremento en fosfato disminuia la absorcion de Se en
forma de selenito. Conclusion esta que fue corroborada en 2004 por Liu et al.
en plantas de arroz.

Por tanto, debido a la falta de informacion sobre las relaciones del Se (selenato
vs selenito) con el resto de nutrientes, y la importancia de un buen estado
nutricional de la planta para su éptimo crecimiento, la finalidad de este capitulo,
fue estudiar el efecto de la aplicacion del Se en distintas dosis y formas, sobre

el estado nutricional en plantas de lechugas.

6.2. Material y métodos

Los apartados correspondientes a material vegetal y condiciones de
crecimiento, muestreo vegetal y analisis estadistico fueron similares a los

descritos en el capitulo 2 (véase en material y métodos, capitulo 2 (2.2)). Del
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material liofilizado se midio el contenido en macronutrientes totales (Ca, Mg, P,
K, Ny S) y micronutrientes totales (Fe, Mn, Cu, Zn, By Cl).

6.2.1. Determinacién de los nutrientes minerales.

Para la extraccion de N, P, K, Na, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, B y Cu se procedi6 a
una mineralizacion por “via humeda” de las muestras vegetales, siguiendo el
procedimiento propuesto por Wolf (1982). Para ello se peso entre 0,15 g de
hojas de lechuga liofilizadas, los cuales fueron sometidos al proceso de
mineralizacién con H,SO, 12 N y H,O, al 30% libre de P, y a una temperatura
que varid 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.

La determinacion del N organico se realiz6 por colorimetria (véase en el

capitulo 5.1).

Para la determinacion del P se us6é 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-amonico, vanadato-amonico y Aacido nitrico). Las
muestras se agitaron y se esperé 60 min. Pasado ese tiempo se procedié 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.

Los nutrientes K y Na se analizaron mediante fotometria de llama (Lachica et
al., 1973), mientras que el Mg y Ca fueron cuantificados por espectrofotometria
de absorcion atomica (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
contenia O0xido de lantano. EI Mg y Ca total fueron cuantificados directamente
en la dilucion anterior por espectrofotometria de absorcion atémica (Hocking y
Pate, 1977), en espectrofotometro Perkin-Elmer mod. 5100, con sistema de
inyeccion Perkin-Elmer Fias-100, automuestreador Perkin-Elmer AS-90, con

lamparas de catodo hueco de los distintos elementos y con llama aire-
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acetileno. El K y Na se midieron directamente en la disolucion anterior por
fotometria de llama (Lachica et al.,, 1973). Las lecturas obtenidas se
interpolaron frente a sus curvas patron correspondientes leidas bajo las

mismas condiciones.

Los micronutrientes Cu, Fe, Mn y Zn en su forma total, fueron determinados por

espectrofotometria de absorcion atbmica (Hocking y Pate, 1977).

El B total se determiné por el método colorimétrico de azometina-H (Wolf,
1974). Para ello, se tom6 1 ml del mineralizado, al que se le afiadieron 2 ml de
solucion enmascarante, se agitdo y a continuacion se afadié azometina-H 0.9
%, preparada en el momento de la determinacion y que lleva un 2 % de &cido
ascorbico. Se vuelve agitar y se deja reposar 2 horas a 20 °C para desarrollo
de color. Pasado este tiempo y tras agitacion se determina en absorbancia a

410 nm frente a curva patron de B.

La extraccion del S organico se realiz6 mediante una mineralizacion por via
nitrico/perclorico como fue descrita en el capitulo 3 (véase material y métodos,
capitulo 3). Para ello, una cantidad de 0.2 g de tomate cherry molido y seco fue
sometida a una digestion con una mezcla de HNO3/HCIO4 (v/v) y H20, al 30%.
La determinacién de S organico se efectud sobre una alicuota del mineralizado
utilizando BaSO,4 en suspension por medio de un agente tensoactivo como es
la goma arabiga, todo ello frente a una curva patron de K,SO, y realizando la

lectura turbidimétrica a 435 nm (Novozamsky y Vaneck, 1977).

La determinacién de Cl, NOs y SO.* se llevé a cabo a partir de una
extraccidn acuosa, segun el método propuesto por Cataldo et al. (1975) con
ligeras modificaciones. Para la determinacién de ClI, 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., seguidamente se filtraron con Whatman n° 4. El
contenido de Cl realiz6 siguiendo el método de Diatloff y Rengel (2001), basado
en el desplazamiento del biocianato por el idn cloruro, que en presencia de
Fe®" forma el complejo tiocianato férrico altamente coloreado. Para ello se

realizé una mezcla de reaccion que contenia 0,25 ml de extracto, 2 ml de 50
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mM de Fe(NOs)3-9H,O y finalmente 0,25 ml de una solucién saturada de
tiocianato de mercurio Il [Hg(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 patrén de KCl de 0,1 a 10 mM.

La determinacion de NO3™ se basa en una reaccion colorimétrica formada por la
unién de los con el &cido salicilico en un medio basico como fue descrita en el

capitulo 5.

Para la determinacion de SO, seguimos el método propuesto por
Novozamsky y Vaneck (1977). Para ello, se realizé una mezcla de reaccion que
contenia 1 ml de extracto, 4 ml de de BaCl,-2H,0 al 8% y 1 ml de goma de
acacia al 25 %. Posteriormente, se procedi6 a la lectura de la transmitancia a
430 nm frente a una curva patron de K,SO,. El S total corresponde a la suma

de las concentraciones de S organico y SO,

6.3. Resultados y Discusion

El estado nutricional es muy importante para el correcto funcionamiento
metabdlico de las células vegetales, y por consiguiente para un crecimiento y
desarrollo 6ptimo de las plantas. Por lo tanto el éxito de un programa de
biofortificacion de Se tendra como requisito mantener o mejorar el estado

nutricional de la planta para no alterar la produccion del cultivo.

Los fertilizantes por lo general mas utilizados en la agricultura son los que
contienen N, P y K, dada la importancia que tienen estos tres elementos en el
desarrollo de las plantas. La concentracion de N esta representado en la Tabla
6.1, y como observamos, se muestra que la aplicacion de Se en cualquiera de sus
formas hizo decrecer el contenido en N en las plantas tratadas respecto a las
control (Tabla 6.1), obteniéndose los valores minimos en la dosis de 120 uM, y
siendo los valores siempre superiores cuando se afadié selenato. En cuanto a la

concentracion de P los datos obtenidos nos muestran que el Se reduce la
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concentracion de este elemento a partir de la dosis de 10 yM para ambas formas
de selenio con respecto al de las plantas control, observando el valor mas bajo en
la concentracion de 120 pM siendo la forma en selenito quién redujo mas la
concentracion. Los datos obtenidos coinciden con a los obtenidos por Wu y Huang
(1992), quiénes encontraron un incremento del P en plantas de trébol cuando se
aplicaron dosis bajas de selenato. En definitiva nuestros datos muestran una
relacion antagonica entre la aplicacion de Se y la concentracion de P, al igual que

indican los trabajos de Hooper y Parker (1999) y Liu et al. (2004).

Tabla 6.1 Concentracién en N, P y K en plantas de lechuga bajo la influencia de Se aplicado de

diferentes formas y dosis. Los datos son medias + error estandar (n=9).

N P K
Tratamientos SeO; SeO, SeO; SeO, SeO; SeO,
Se (UM)
0 126,84 126,84 10,22 10,26 41,22 41,22
5 123,39 127,51 10,58 12,25 41,96 42,15
10 114,37 124,07 10,48 10,97 40,73 41,2
20 103,82 113,49 9,3 9,7 40,11 44,9
40 102,7 107,25 8,4 10,1 41,40 39,2
60 89,37 107,84 8,53 9,7 40,73 43,6
80 92,27 102,77 7,81 9,25 39 40,7
120 82,05 100,66 8,1 8,8 39 43,5
P-valor ok ok ok ok n.s. n.s.
LSD 8,74 6,74 0,60 0,86 3,22 8,45
Andlisis de la Varianza
Formas de Se (F) *rk ok n.s.
Dosis de Se (D) *rk ok n.s.
FxD o * n.s.
LSD 1,71 0,51 6,25

Concentracion de N expresado como: mg N g™p.s., concentracién de P expresado como: mg P g

1p.s., concentracion de K expresado: como mg K g'lp.s. Los niveles de significacion estan

representados por: [1P<0.05, [11P<0.01, [1TT1P<0.001, y n.s, no significativo.
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Finalmente, la concentracion foliar de K total no sufrié variaciones entre las plantas
tratadas y no tratadas (Tabla 6.1), no mostrandose diferencias significativas entre
las distintas formas de Se aplicadas ni entre las diferentes concentraciones. Estos
datos coinciden con los de Wu y Huang (1999) quienes tampoco observaron
diferencias respecto a este nutriente cuando aplicaron Se en forma de selenato.
Los datos, nos sugieren que el Se y el K no presentan ningun tipo de relacién en

nuestro estudio.

En la Tabla 6.2, se muestran los resultados obtenidos, para los macronutrientes
Ca, Mg y S, tras la aplicacién de diferentes dosis y formas de dicho elemento.
Observamos una disminucion en la concentracion de Ca cuando se aplico Se a la
solucion nutritiva respecto al encontrado en las plantas control (Tabla 6.2), siendo
mayor la reduccién de este elemento cuando la forma afadida fue selenato
(Tabla 6.2). Igualmente los datos mostraron una disminucién en el contenido de
Mg, encontrandose diferencias significativas tanto entre las dosis como entre las
formas de Se afadidas, observando concentracion minima en la dosis aplicada de
120 pM de selenito y 60 M de selenato (Tabla 6.2). Sin embargo, y al contrario de
lo que observdbamos con la concentracion de Ca, la forma de Se que indujo un
menor contenido en Mg fue el selenito (Tabla 6.2). Estos resultados son diferentes
a los encontrados por Wun y Huang (1992) quiénes no observaron variacion en el
contenido de ambos nutrientes en plantas de trébol cuando se le aplicé Se a bajas
dosis en forma de selenato, o que nos sugiere que a bajas concentraciones el Se

no repercute en la absorcion de estos elementos.
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Tabla 6.2 Concentracién en Ca, Mg y S en plantas de lechuga sometidas a distintas dosis y formas

de Se. Los datos son medias + error estandar (n=9).

Ca Mg S
Tratamientos SeO; SeO, SeO; SeO, SeO; SeO,
Se (UM)
0 31,60 31,60 3,28 3,28 1,60 1,60
5 31,08 29,43 3,65 2,84 1,73 1,83
10 28,76 25,82 2,6 3 1,35 1,74
20 28,69 27,58 1,37 2,03 1,48 1,89
40 31,37 28,61 1,21 2,8 1,72 3,87
60 32,6 24,5 1,78 1,15 1,55 2,96
80 33,65 28,06 1,34 2,5 1,84 3,21
120 30,81 28,15 1,03 1,25 1,50 2,51
P-valor *k ok —_ *kk n.s o—_—
LSD 2,19 1,27 0,46 0,56 0,60 0,03
Analisis de la Varianza
Formas de Se (F) ok ok ok
Dosis de Se (D) ok ok ok
ExD — —_— —_—
LSD 1,23 0,32 0,04

Concentracion de Ca expresado como: mg Ca g~p.s., concentraciéon de Mg expresado como: mg
Mg g™'p.s., concentracién de S expresado: como mg S g'p.s. Los niveles de significacion estan

representados por: [1P<0.05, [T1P<0.01, [TT1P<0.001, y n.s, no significativo.

Por otro lado la concentracion en S total, no sufrié variacion significativa cuando la
forma aplicada de Se fue selenito con respecto a la de las plantas no tratadas
(Tabla 6.2). Sin embargo cuando afadimos selenato encontramos diferencias
significativas entre las dosis, observando un incremento en el contenido de S por
encima del de las plantas control para todas las concentraciones aplicadas (Tabla
6.2), siendo en la dosis de 40 uM donde se observo el valor mas elevado,
produciéndose un descenso a partir de esta concentracion. Los resultados
obtenidos concuerdan con Hopper y Parker (1999) quiénes indicaron que el
selenito no afectaba a la absorcion de S. No obstante, son contrarios a estos
autores ya que ellos indicaron que el selenato disminuia el contenido en S, no

correspondiéndose estos datos con los obtenidos en nuestros resultados, y
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pudiendo observar un comportamiento sinérgico de ambos elementos a nuestras

concentraciones.

A continuacion, en las Tablas 6.3 y 6.4, mostraremos como influy6 el Se sobre en
contenido en micronutrientes. Asi, en cuanto la concentracion en Fe (Tabla 6.3)
nuestros datos indicaron un incremento en la concentracion de este elemento a
medida que aumentamos las dosis de Se aplicadas, tanto para el selenito como el
selenato, obteniéndose la maxima concentracion en la dosis de 80 uM de selenito
y 20 uM de selenato. Estos resultados son contrarios a los obtenidos por Wu y
Huang (1992), quienes observaron un descenso en el contenido de Fe cuando se

aplico Se.

Asimismo en la Tabla 6.3, podemos observar los datos obtenidos para la
concentraciéon en Mn encontrando diferencias significativas entre las dosis de Se
aplicadas. Los valores nos indican que el selenito disminuye los valores de Mn con
respecto a los observados en las plantas control (Tabla 6.3). Sin embargo cuando
la forma de Se afadida fue selenato, los datos nos muestran que dicha forma,
tiende a incrementar el contenido en este elemento (Tabla 6.3), lo que nos sugiere
que la forma de Se presente en el medio influye de forma diferente sobre la

concentracion foliar de Mn total.
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Tabla 6.3 Concentraciéon en Fe, Mn, Cu y Zn en plantas de lechuga sometidas a distintas formas y

dosis de Se. Los datos son medias * error estandar (n=9).

Fe Mn Cu Zn

Tratamientos SeO; SeO, SeO; SeO, SeO; SeO, SeO; SeO,

Se (UM)

171 171 196 196 7 22 22

175 139 165 182 6 25 22
10 152 227 155 227 5 5 20 21
20 205 274 187 212 10 7 25 19
40 220 184 207 209 17 6 24 22
60 183 213 193 213 18 5 22 23
80 267 171 181 204 13 5,8 20 17
120 223 225 155 182 10 4,6 19 18
P-valor — — — — — * n.s. n.s
LSD 92 82,3 12,7 0,86 1,53 18 8,72 6,7
Analisis de la Varianza
Formas de Se (F) e rkk * n.s
Dosis de Se (D) *hk rkk * n.s
FxD rrk * * n.s
LSD 1,71 0,51 4,25 13,27

Concentracion en Fe expresado como: ug Fe g™p.s., concentracién en Mn expresado como: ug Mn
g’'p.s., concentracién de Cu expresado: como pg Cu g'p.s., concentracion de Zn expresado: como
Mg Zn g'lp.s. Los niveles de significacion estan representados por: O P<0.05, [1TJ P<0.01, (I

P<0.001, y n.s, no significativo.

Por otro lado, la influencia de Se en sus dos formas respecto a la concentracion de
Cu fue contraria a la observada con el Mn. Como podemos comprobar el selenito
incremento el contenido de este elemento respecto al de las plantas no tratadas,
encontrandose el valor mas elevado en la dosis de 60 uM. Sin embargo el
selenato disminuyo el contenido en Cu respecto al de las plantas control,
observandose el minimo valor en la dosis de 120 yM. Los datos obtenidos para el
selenato son distintos a los obtenidos por Wu y Huang (1992), quienes no
encontraron variacion en la concentracion de este micronutriente cuando aplicaron

Se en forma de selenato. En definitiva nuestros datos nos sugieren que el selenito
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y el selenato tienen efectos contrarios sobre la absorcion acumulacion del Cu en

las plantas.

Tabla 6.4 Influencia de diferentes formas y dosis de Se sobre la concentracion de Cl y B. Los datos

son medias * error estandar (n=9).

Cl B
Tratamientos SeOg SeOQ, SeO; SeOQ,
Se (UM)
0 14 14 73 73
5 12 14 63 68
10 15 12 56 59
20 13 15 54 54
40 11 15 50 53
60 13 11 52 50
80 13 14 50 48
120 14 13 48 42
P-valor n.s n.s ok i
LSD 4,6 18 21,7
Andlisis de la Varianza
Formas de Se (F) n.s n.s
Dosis de Se (D) n.s n.s
FxD n.s n.s
LSD 1,2 16,9

Concentracion de Cl expresado como: mg Cl g'p.s., concentracién de B expresado como: ug B g
'n.s. Los niveles de significacion estan representados por: OP<0.05, [[1P<0.01, (TJP<0.001, y n.s,

no significativo.

Finalmente, en la Tabla 6.3 podemos observar la concentracion foliar de Zn total.
Los datos nos muestran que ni el selenito ni el selenato produjeron diferencias
significativas entre las distintas dosis aplicadas y las plantas control. Los
resultados obtenidos nos indican que el Se no influye sobre la absorcion de este

micronutriente.
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Por ultimo, en la Tabla 6.4 se representan los resultados obtenidos para el Cl y el
B. Respecto al Cl nuestros datos no mostraron diferencias significativas ni entre
las dosis ni entre las formas de Se aplicadas. En cuanto al B, los resultados
obtenidos indican que se produjo un descenso en la concentracion de este
elemento en las plantas tratadas (Tabla 6.4), encontrandose la menor
concentracion en este elemento en la dosis de 120 uM para ambas formas de Se.

6.4. Conclusion

En conclusion y segun nuestros resultados podemos indicar que el Se aplicado
en la solucion nutritiva tiene afectd al estado nutricional de la planta, dependiendo
este efecto en gran medida de la forma de Se aplicada al medio de cultivo.

Asi, la aplicacion de selenito afecta de forma mas importante el estado nutricional
de la planta, ya que el aporte de dicha forma produjo un descenso en la
concentracién de elementos tales como N, P,Mg, S, Zn y B a medida que se
aumentaba la dosis aplicada, lo que provocaria un desequilibrio nutricional y por
tanto una alteracion en el crecimiento y desarrollo de la planta como se puede

comprobar al observar los datos de biomasa para estos tratamientos.

Sin embargo, si la forma de Se aplicada a la solucion nutritiva es selenato, solo se
produce una interaccion negativa mas importante a la del selenito con los
nutrientes Ca y Cu. Ademas, el selenato muestra un efecto sinérgico con el S
hasta la concentracion de 40 uM, lo que podria conllevar a un mejor crecimiento

de las plantas.

Finalmente, indicar que para desarrollar un programa de biofortificacion con Se, y
segun los datos obtenidos, la forma mas recomendada de aplicacion seria el
selenato, ya que ésta alter6 de forma menos importante el estado nutricional de
las plantas lo que permitiria un mejor crecimiento de las plantas respecto a la

aplicacion de selenito.
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CONCLUSIONES

1. La aplicacion de Se mas beneficiosa para la realizacion de un
programan de biofortificacion con dicho elemento es la forma en
selenato, ya que produce una mayor produccién e incremento de Se en
la hoja de lechuga mas especificamente la dosis de 40 uM de selenato
seria la mas adecuada de utilizar en un cultivo hidroponico ya que dicha
concentracion las hojas contendrian el Se suficiente para satisfacer las
necesidades fisiolégicas humanas sin producir una pérdida en la
produccion agricola.

2. El Se aplicado en cualquiera de sus dos formas selenito o selenato en el
medio de cultivo incrementa el contenido en compuestos antioxidantes
de las plantas, siendo la forma selenato quien produce un mayor
incremento de estos compuestos y por lo tanto de la calidad nutricional

del cultivo de lechuga.

3. La formay el rango de aplicacion del Se al medio de cultivo afecta a la
asimilacion del S por parte de la planta, y fundamentalmente a sus
productos finales, repercutiendo en el crecimiento de la misma. Asi,
cuando la forma afadida es selenito se produce una mayor asimilacién
de S incrementandose la posibilidad de generacion de Se-cisteina lo que
explicaria porque esta forma de Se es mas fitotoxica. Por otro lado,
cuando la forma aplicada es selenato, los productos finales del
metabolismo se desvian hacia la formacibn de compuestos
organosulfurados como el glutation lo que podria reducir el efecto tdxico

del Se bajo esa forma.

4. El efecto del Se sobre la formacion y detoxificaciéon de H,O, depende de
la forma de aplicacion del elemento al medio de cultivo. Mientras el
selenito provoca una disminucion de la actividad de las enzimas
encargadas de la detoxificacion de H,O,, el selenato induce la respuesta

antioxidante, pudiéndose considerar a bajas dosis un tratamiento
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inductor de este sistema que mejoraria las respuestas de resistencia de

las plantas frente a un estrés.

El Se incrementa el metabolismo del N en cualquiera de sus formas
afiadidas, siendo la forma selenito la que provoca una mayor
estimulacion de las enzimas que intervienen la via de asimilacion del N.
La mayor asimilacion del S tras la aplicacion de Se podria explicar el
incremento en la asimilacién de N puesto que las plantas mantienen un
equilibrio entre compuestos organicos nitrogenados y compuestos
organicos azufrados. Ademas la aplicacion de Se afecto al NUE de la
lechuga, siendo la forma de selenato la que redujo de forma mas
importante la concentracion foliar de NOs y provocé un mejor uso del N,
lo que se relejo en un incremento de la biomasa superior en todas las

dosis de selenato respecto al selenito.

El Se aplicado en la solucion nutritiva afecta el estado nutricional de las
planta dependiendo en gran medida de la forma de Se aplicada. Asi, si la
forma aplicada es selenito el estado nutricional de la planta se ve mas
afectado, ya que dicha forma produce un descenso en el contenido de
elementos tales como Mg, S, N, P, Mn, Zn y B, alterandose el desarrollo de
la planta. Por el contrario la aplicaciébn de selenato sélo produce una
interaccion negativa con los elementos Ca y Cu y ademas muestra un

efecto sinérgico con el S hasta la concentracion de 40 uM de selenato.
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