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Resumen
Esta bien documentado que el yodo es un elemento esencial en mamiferos, sin

embargo su esencialidad ain no ha sido establecida para plantas, aunque muchos estudios
han demostrado que la aplicacion de yodo a vegetales influye en la capacidad antioxidante,
participando en el metabolismo oxidativo de la planta. Las especies reactivas de oxigeno
(EROS) son formadas de manera natural como subproducto del metabolismo del oxigeno y
tienen un importante papel en la sefializacion celular. Sin embargo, en épocas de estrés
ambiental sus niveles pueden aumentar de gran manera, lo cual puede resultar en dafios
significativos a las estructuras celulares. Esto lleva en una situacién conocida como estrées
oxidativo. Se puede reducir la accion de los EROS por medio de antioxidantes enzimaticos
tales como: catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD). Diversos trabajos de
investigacion indican que la presencia de yodo en los tejidos vegetales esta relacionada con
el balance redox, lo cual aporta un incremento en la tolerancia a algunos factores
ambientales que inducen estrés. En el presente trabajo de investigacion, se realizé la
aplicacién de yodo por aspersion foliar y directo al sustrato en forma de yoduro y yodato de
potasio, a una concentracién de 10 My 10 M, con frecuencias de aplicacién diaria y cada
quince dias, en plantulas de tomate var. Rio Grande. Se analiz6 la relacion entre los
diferentes tratamientos con yodo y el crecimiento de la plantula, obteniendo como resultado
un incremento en la altura, asi como en el peso seco. También se analizé la respuesta en el
balance redox por medio de la cuantificacion antioxidantes enzimaticos evidenciando que la
actividad superoxido dismutasa disminuyd mientras que en la actividad catalasa no se
observaron alteraciones. En antioxidantes no enzimaticos, los compuestos fendlicos totales

y las proteinas no se mostraron afectados por los tratamientos.

Palabras clave: tomate, yodo, antioxidante, catalasa, superoxido dismutasa, fenoles.



I. INTRODUCCION

El yodo es un micronutriente esencial para humanos (Delange, 1994). El
contenido de yodo en los alimentos depende del contenido de yodo en el suelo donde son
cultivados, puesto que el yodo esta distribuido irregularmente en la corteza terrestre, existen
variaciones en el contenido de yodo en alimentos en diferentes locaciones geogréaficas (Fuge
& Johnson, 1986; Koutras et al.,1985). Durante los Ultimos afios se ha buscado la
fortificacion con yodo en los cultivos horticolas a pesar de que no es un elemento esencial
para las plantas, pues no se tiene conocimiento de su participacion directa en el
metabolismo, sin embargo, esté relacionado con un incremento en la capacidad de tolerancia
de los organismos frente al estrés oxidativo esto se comprob6 mediante la relacion entre un
cambio en el metabolismo oxidativo con la captacién del yodo en algas, las cuales son los
seres vivos capaces de llevar a cabo la mayor acumulacién de yodo (Ventury & Ventury,
2007). Varios trabajos (Blasco, et al., 2010, Dai et al., 2009, Zhu et al.) han determinado al
yodo como el primer antioxidante inorganico en los sistemas bioldgicos, pero en plantas
terrestres no se sabe de qué manera acumulan el yodo, en donde lo almacenan y basados en
las evidencias ya establecidas del metabolismo oxidativo del yodo en algas se buscara
probar que una reaccion analoga suceda en plantulas de tomate. No se conoce una funcién
metabolica del yodo en plantas (Benton-Jones, 1998) pero el proceso de biofortificacion de
yodo en vegetales ha demostrado influencia en la capacidad antioxidante en plantas de
lechuga, sugiriendo que el metabolismo oxidativo de la planta esta siendo afectado (Blasco,
et al., 2010). Se ha demostrado que la respuesta oxidativa al estrés es variable dependiendo
de la forma de yodo aplicada; las aplicaciones de yodo en plantas de lechuga producen una
reduccién en la actividad de superdxido dismutasa (SOD) y un incremento en la catalasa
(CAT). (Blasco, et al., 2010). Esta faceta del uso del yodo no ha sido investigada ni aplicada

en la practica agricola.



1.1 Justificacion
A pesar de que el yodo no es un elemento esencial para las plantas, se tiene evidencia

de su efecto benéfico elevando la capacidad de tolerancia de las plantas frente al estrés
oxidativo, promoviendo un incremento en la capacidad antioxidante, tanto enzimatica como
no enzimatica. En el presente trabajo de investigacion se busca incrementar el contenido de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos en plantulas de Solanum lycopersicum L. a

través de la aplicacion de yodo en forma de yoduro y yodato.

1.2 Objetivo general
1. Determinar el efecto de la aplicacion de yodo en la concentracion de

antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos en hojas de plantulas de Solanum

lycopersicum L.

1.3 Objetivos especificos
1. Evaluar la relacién entre la aplicacion de tratamientos con yodo y actividad de

antioxidantes enzimaticos en hojas de plantulas de Solanum lycopersicum L.

2. Evaluar la relacién entre la aplicacion de tratamientos con yodo y antioxidantes

no enzimaticos en hojas de plantulas de Solanum lycopersicum L.

3. Evaluar la relacion entre la aplicacion de tratamientos con yodo y el peso seco y

la altura de plantula.

1. 4 Hipotesis
La aplicacion de yodo a las plantulas en el sustrato y via foliar incrementa la

capacidad antioxidante, tanto la enzimatica como no enzimatica, confiriéndole una mayor

resistencia al estrés oxidativo.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 El Cultivo del Tomate

2.1.1 Descripcion botanica.
Es una hortaliza perteneciente a la familia de las Solanaceas, constituida por un tallo

principal largo con ramificaciones. Posee hojas alternas de 15 a 45 cm de longitud. Los
tallos y las hojas son de color verde y asperas al tacto, expelen un olor caracteristico. Las
flores son de color amarillo y se agrupan en racimos de tres a siete de ellas, en cimas
insertadas en el tallo principal. Se propaga por semillas. Por tener un tallo poco rigido, se
tiene que sembrar como enredadera con un tutor. La densidad promedio es de 15000 plantas
a 20000 plantas por hectarea. La cosecha se inicia entre 90 y 120 dias después de la siembra.
Crece en lugares calientes y frescos (20°C y 23°C) y una intensidad luminosa alta. Se
siembra preferiblemente en suelos profundos con buen drenaje y ligeramente acidos. El fruto
es una baya de pulpa tierna predominantemente alcalina debido a su contenido mineral. Es
de color rojo, rosado, amarillo o verde (rojo mas comun) y de forma redonda, achatada o

alargada. Presenta varios tamafios dependiendo de su variedad (Galvis & Herrera, 1995).

2.1.2 Origen.

Es un cultivo originario de la América del Sur, de la region andina, particularmente
de Per0, Ecuador, Bolivia y Chile. Sin embargo, su domesticacion fue llevada a cabo en

México (SAGARPA, 2010).

2.1.3 Importancia econémica.

En la Republica Mexicana, se produce tomate durante todo el afio. En el analisis

temporal, durante los primeros meses del afio, es cuando se genera el tope de produccién



nacional, en el estado de Sinaloa, que abastece al mercado nacional y la mitad del
norteamericano. Por otro lado, durante el verano, la produccion de los estados del centro y
de Baja California, es la que abastecen la demanda interna y de exportacion. Finalmente, en
los meses de agosto a diciembre, son otras entidades las que cubren la produccion (Benitez,

2008).

Aunque es un cultivo que se produce todo el afio, es en los primeros meses del
mismo en que se concentra su produccion, principalmente en los meses de enero, febrero y
marzo. Por otro lado, su minimo nivel lo tiene durante el verano, en los meses de junio y

julio, presentando un ligero incremento hacia finales del afio (Del Busto, 2005).

Participacion de la
producciéon nacional
> 10%
6-10%

1-35%

O<1%

Figura 1. Produccion de tomate en México.



2.1.4 Requerimientos edafoclimaticos

Temperatura. La temperatura 6ptima de desarrollo oscila entre 20 y 30°C durante el
dia y entre 1 y 17°C durante la noche; temperaturas superiores a los 30-35°C afectan la
fructificacion, por mal desarrollo de évulos y al desarrollo de la planta en general y del
sistema radicular en particular. Temperaturas inferiores a 12-15°C también originan
problemas en el desarrollo de la planta. A temperaturas superiores a 25°C e inferiores a 12°C
la fecundacion es defectuosa o nula. La maduracion del fruto estda muy influida por la
temperatura en lo referente tanto a la precocidad como a la coloracion, de forma que valores
cercanos a los 10°C asi como superiores a los 30°C originan tonalidades amarillentas. No
obstante, los valores de temperatura descritos son meramente indicativos, debiendo tener en
cuenta las interacciones de la temperatura con el resto de los pardmetros climaticos (Benitez,

2008).

Humedad. La humedad relativa 6ptima oscila entre un 60% y un 80%. Humedades
relativas muy elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas y el agrietamiento del
fruto y dificultan la fecundacion, debido a que el polen se compacta, abortando parte de las
flores. El rajado del fruto igualmente puede tener su origen en un exceso de humedad
edéafica o riego abundante tras un periodo de estrés hidrico. También una humedad relativa

baja dificulta la fijacion del polen al estigma de la flor (Del Busto, 2005).

Luminosidad. Niveles de radiacion diaria alrededor de 0.85 megajoules por metro

cuadrado, son los minimos para la floracion y cuajado (Benitez, 2008).

Suelo. La planta de tomate no es muy exigente en cuanto a suelos, excepto en lo que
se refiere al drenaje, aunque prefiere suelos sueltos de textura siliceo-arcillosa y ricos en

materia organica. No obstante se desarrolla perfectamente en suelos arcillosos enarenados.



En cuanto al pH, los suelos pueden ser desde ligeramente acidos hasta ligeramente
alcalinos cuando estan enarenados. Es la especie cultivada en invernadero que mejor tolera

las condiciones de salinidad tanto del suelo como del agua de riego (SAGARPA, 2010).

2.1.5 Plagas y enfermedades

Las plagas mas comunes son:

e Mosca blanca. Transmite el virus del rizado amarillo del tomate conocido como
“virus de la cuchara”.

e Trips. Transmite el virus del bronceado del tomate.

e Pulgon. Forman colonias y se distribuyen mediante las hembras aladas,
principalmente en primavera y otofio.

e Minadores de hoja. Sus larvas se desarrollan dentro de la hoja, ocasionando las
galerias 0 minas.

e Polilla del tomate. Ataca a los brotes y los frutos.

e Arafia Roja. Son acaros que producen manchas amarillentas en las hojas.
Las més comunes enfermedades:

e Oidiopsis. Son manchas amarillas que secan la hoja y la desprenden.

e Podedumbre gris. Produce lesiones pardas en hojas y flores. Los frutos se ponen
blandos y grises.

e Mildiu. Aparecen machas irregulares y aceitosas en las hojas, en el tallo son manchas
pardas que lo circundan. También ataca los frutos inmaduros.

e Fusarium oxysporum. Comienza con la caida de las hojas superiores. Las inferiores
amarillean y terminan por morirse. En un corte transversal del tallo, se observa un

oscurecimiento de los vasos (Del Busto, 2005).



2.1.6 Valor nutritivo

La amplia aceptacion y preferencia del tomate se debe a sus cualidades gustativas, a
la posibilidad de su amplio uso en estado fresco, elaborado en multiples formas y su relativo

aporte de vitaminas y minerales (Ocegueda, 2004).

Cuadro 1. Valor nutritivo del tomate por 100 g.

Compuesto Cantidad

Agua 94.3 ml

Grasas 01g

Fibra 08¢

Sodio 9 mg

Fosforo 19mg

Vitamina A 1100 U.I.

Riboflavina 0.02 mg

Acido ascorbico 20 mg




2.2 Estrés oxidativo y antioxidantes en el cultivo de tomate

En organismos que poseen un metabolismo energético basado en reacciones de
oxidacion-reduccién, la formacion de EROS es un proceso normal, inevitable y constante
puesto que son producto de muchas reacciones quimicas imprescindibles para la vida celular
(Mano, 2002). A pesar de esto, son especies quimicas altamente reactivas con poder
oxidante que pueden dafar diversos componentes celulares como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (Sies, 1993, Halliwell, 1999). Las EROS, pueden dar lugar a reacciones de
oxidacion indeseadas, contra las cuales los organismos han tenido que desarrollar defensas
antioxidantes (Halliwell, 1999), por lo tanto, cuando se produce un desequilibrio entre el
balance EROS y las defensas antioxidantes es cuando tiene lugar el dafio a los tejidos y

estrés oxidativo (Sies, 1993).

Esta alteracion bioquimica se manifiesta como un incremento en la tasa de
produccion de EROS que puede conducir a la destruccion de los sistemas celulares. Por lo
tanto, el incremento en la capacidad de eliminacién de éstas EROS por parte de la planta se
considera como sintoma de tolerancia, mientras que la ausencia de respuesta 0 una
disminucion respecto de los valores de control se considera sintoma de sensibilidad
(Hernandez et al., 2000). ElI mantenimiento de EROS a un nivel compatible con el
funcionamiento normal se lleva a cabo por diversas actividades enzimaticas en combinacién
con otras moléculas de caracter no proteico con capacidad antioxidante. Asimismo, frente a
situaciones de estrés oxidativo, las células dirigen su funcionamiento hacia la detencion de

su crecimiento, la apoptosis o necrosis (Sies, 1993).

Los antioxidantes son compuestos capaces de inhibir o retardar la oxidacion,
mediante la “captacion” de radicales libres; también estabilizan hidroperdxidos o inactivan

el oxigeno singlete. Los frutos de tomate han sido considerados una fuente importante de



nutricionales (vitaminas A, C y E) y fitoquimicos no nutritivos (licopeno, flavonoides,
flavonas y compuestos fendlicos totales), cuyo consumo esté relacionado con su potencial

antimutagenico y propiedades anticancerigenas (Luna & Delgado, 2014).

Las condiciones ambientales durante el cultivo como: intensidad de luz, pH del
suelo, frecuencia de riego, tipo de fertilizacion, pueden afectar la composicion quimica del
fruto. Asimismo, durante la maduracion del tomate, se inducen varios cambios metabdlicos
relacionados con la biosintesis de compuestos, incluyendo el licopeno y otros carotenoides.
También se ha demostrado que ciertas operaciones de manejo post cosecha y procesamiento
del tomate (cortado, empacado y almacenado) pueden alterar la concentracién de
micronutrientes (vitaminas y minerales) y de compuestos antioxidantes (Luna & Delgado,

2014).

2.2.1 Compuestos fenolicos totales

Los antioxidantes abarcan un vasto numero de sustancias con estructuras quimicas y
mecanismos de accion muy variados, los cuales pueden inhibir o retardar la oxidacion de
dos formas: captando radicales libres, en cuyo caso se denominan antioxidantes primarios, o
por mecanismos que no estén relacionados con la captacion de radicales libres, en cuyo caso
se conocen como antioxidantes secundarios. Los antioxidantes primarios incluyen

compuestos fenolicos, y se destruyen durante el periodo de induccion (Shindo et al, 1994).

W,

HOH,C
Figura 2 .Estructura quimica de la flavona.
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Los compuestos fendlicos y polifendlicos, entre los que se destacan los
bioflavonoides, son considerados antioxidantes no nutrientes. Tienen como estructura
fundamental la flavona. Estos reducen la fragilidad y/o permeabilidad capilar, manteniendo
la integridad vascular. Ademas pueden quelar iones metéalicos evitando que estos actien

como catalizadores en las reacciones de formacion de radicales libres (Gordon, 2001).

2.2.2 Catalasa

La catalasa es una enzima con actividad peroxidasa presente en casi todas las células
aerdbicas, se encarga de detoxificar el H,O, convirtiéndolo en agua y oxigeno, sin utilizar
ningun co-factor como fuente de electrones. Esta ventaja energética frente a otras
peroxidasas es contrarrestada por la baja afinidad de la enzima por el H,O, (Perl-Treves &

Perl, 2002).

La enzima catalasa solo es activa a altas concentraciones de H,0,, situacion que se
da en los peroxisomas y glioxisomas, donde existen distintas isoformas de la enzima (Kuk et
al., 2003). Es especialmente abundante en los peroxisomas, donde tiene lugar la
fotorrespiracion (Engel et al., 2006). La funcion de la catalasa seria eliminar todo el exceso
de H,O, antes de que se difunda hacia el citoplasma y pueda reaccionar con otras
biomoléculas. Se han encontrado isoformas de esta encima en el citosol y en las
mitocondrias, pero su presencia no ha podido ser constatada en los cloroplastos (Perl-Treves

& Perl, 2002).

2.2.3 Superoxido dismutasa

La superdxido dismutasa representa la primera linea de defensa de las células frente
al estrés oxidativo. Cataliza la conversion de los radicales anion superoxido en peroxido de

hidrogeno y oxigeno.
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La actividad SOD ha sido detectada en una amplia variedad de seres vivos, desde
bacterias a humanos, implicada como defensa esencial frente a la toxicidad potencial del
oxigeno. Cualquier célula que utilice el oxigeno tiene el potencial de producir
anionsuperoxido y, por tanto, debe contener alguna forma de superéxido dismutasa
(Fridovich, 1974). Las superoxido dismutasas constituyen una familia de metaloenzimas que
se clasifican en cuatro grupos segun el metal que actle de cofactor: FeSOD, MnSOD,

CuznSOD y NiSOD (Lynch & Kuramitsu, 2000).

2.3 Generalidades del yodo

El yodo es un elemento de nimero atdmico 53 y peso atdmico de 126.90, es un
halégeno y estd ampliamente distribuido en la biésfera (Edmonds & Morita, 1998). La
concentracion de yodo disponible en el suelo esta en funcion del material madre del suelo
(Aston & Brazier et al., 2003) y la distancia al mar. Tanto en los lechos ocednicos como en
el suelo el yodo es volatilizado por microorganismos (Amachi et al., 2001) y plantas. La
relacion entre la geoquimica del yodo en roca, suelo, agua, mar y atmdsfera esté relacionado
con la incidencia de déficit de yodo en suelos cultivados (Hong, et al., 2008). EI viento
también es un factor involucrado al movilizar aerosoles marinos hacia las zonas terrestres,
pero su efecto es limitado por la topografia. Las zonas montafiosas, los valles y las planicies
del interior de los continentes muestran bajas concentraciones de yodo que histéricamente se
asocian con deficiencias de yodo en humanos (Aston & Brazier, 1979). Segun las
caracteristicas del suelo, la disponibilidad y absorcion del yodo del suelo esta en funcion de
la materia organica: a mayor cantidad de materia organica en el suelo ocurre mayor
absorcion del yodo por las plantas, sobre todo cuando este se encuentra en forma de yodato
(103") (Seki et al., 1984). Existe una relacion negativa entre el contenido de arcillas del
suelo y la absorcion de yodo por las plantas y que el pH del suelo no parece ejercer efecto

alguno en el intervalo de 5.4 a 7.6 (Shinonaga et al., 2001). Diversos esfuerzos se llevan a
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cabo para afiadir yodo en plantas terrestres (sobre todo en plantas medicinales y hortalizas)
para darles mayor valor terapéutico o alimenticio (Cui et al., 2003). La aplicacion de yodo
como yodato de potasio en el agua de riego (10-80 pg L™ por cuatro semanas) fue efectiva
durante cuatro afios para elevar la concentracion de yodo en suelos y plantas en regiones de

China con severa deficiencia de yodo (Jiang et al., 1998).

2.4 Presencia del yodo en los tejidos vegetales

Las plantas producen bajos niveles de especies reactivas al oxigeno (EROS) las
cuales forman parte del metabolismo celular; sin embargo, diferentes tipos de estrés pueden
producir una sobreexpresion de EROS los cuales pueden dafiar las macromoléculas

esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta (Mittler, 2002).

No se conoce una funcion metabdlica del yodo en plantas (Benton-Jones, 1998) pero
el proceso de biofortificacion de yodo en vegetales ha demostrado influencia en la
capacidad antioxidante en plantas de lechuga, sugiriendo que el metabolismo oxidativo de la
planta esté siendo afectado. Se ha demostrado que la respuesta oxidativa al estrés es variable
dependiendo de la forma de yodo aplicada. Las aplicaciones de yodo en plantas de lechuga
producen una reduccion en la actividad de superdxido dismutasa (SOD) y un incremento en

la catalasa (CAT) (Blasco, et al., 2010).

Algunos resultados previos han mostrado que incrementando las aplicaciones de
yodo al suelo se puede realzar la acumulacién de yodo en 6rganos comestibles (Yuita,
1992). Sin embargo, el yodo de forma excesiva en el suelo puede ser tdxico para las plantas.
La toxicidad del yodo para la planta puede ser causada por la oxidacion intracelular de I- a
I,, teniendo como resultado la inhibicién del proceso fotosintético (Borst & Pauwels, 1961).
Ademas, la acumulacion de yodo por las plantas esta controlada por muchos factores (i.e.
diferencias genéticas y factores ambientales) y depende las cantidades y formas de yodo
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presentes en la superficie de la raiz (Mackowiak & Grossl, 1999). Ambas formas de yodo,
yodato (I03) y yoduro (I") pueden coexistir en el suelo (Nestel et al., 2006), asi, es
importante que los estudios de disponibilidad consideren ambas formas del yodo en suelos.
Algunos estudios han demostrado que las plantas pueden tolerar més a los niveles de yodato
que de yoduro y que muy bajas concentraciones de yodo (0.02-0.2 mg kg-1) sin importar la
forma, es benéfico para varias plantas de cultivo, sobretodo de hal6fitas (White & Broadley,

2009).

Aparentemente, para elevar la concentracion de yodo en el suelo y asi enriquecer los
cultivos comestibles usando fertilizantes, es una estrategia atractiva para el suplemento de
este elemento, aumentando la capacidad antioxidante del cultivo (Dai et al., 2009). Sin
embargo, el campo de investigacion no ha sido muy explorado y los procesos de absorcion y

acumulacién de yodo exdgeno es practicamente desconocido (Hong et al., 2009).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento

El experimento se ubico en la ciudad de Saltillo, Coahuila, en una latitud de 25,21°
Norte y una longitud de 101,02° Oeste. Segun el sistema de clasificacion de climas de
Koppen, modificado por Enriqueta Garcia, en la zona de estudio se presentan un clima BSh,
semiseco templado con lluvias escasas todo el afio hacia la zona sur, donde el porcentaje de

precipitacion invernal es mayor del 18%.

3.2 Preparacion de contenedores y siembra

Para establecer el experimento se realiz6 la siembra de semillas de Solanum
lycopersicum var. Rio Grande. Se utiliz6 sustrato peat moss con 20% de perlita previamente
hidratado a capacidad de campo, en contenedores individuales de poliestireno expandido
(EPS) de 355 ml, para facilitar la aplicacion de los diferentes tratamientos. Se colocé la

semilla a una profundidad de 0.5 cm.

3.3 Riego y fertilizacion
El riego se llevo a cabo de forma manual dirigido al sustrato. Se aplic6 como
fertilizacion la solucion nutritiva de Steiner (Steiner, 1964) comprendiendo las

concentraciones indicadas en el Cuadro 2, a su vez diluida al 20%.

Cuadro 2. Detalle de las concentraciones de la solucién nutritiva de Steiner.

Macronutrientes Miliequivalentes/L
KH2PO4 1
MgSOa4.7H20 4
Ca(NO3)2.4H20 9
KNOs3 12
K2SO4 7

Micronutrientes
HBO; 0.5
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MnSO, 0.7

ZnSQO, 0.09

CuSO, 0.02

NaMoO, 0.04
Fe quelado 3

3.4 Tratamientos

Se aplico el yodo en forma de yoduro (KI) y yodato de potasio (KIO3) con
aspersiones foliares mediante el uso de atomizador y al sustrato en la solucion nutritiva
mediante el riego a una concentracién de 10 M y 10° M (Cuadro 3) y se acomodaron las

unidades experimentales como se ilustra en la Figura 3.

Cuadro 3. Descripcion de los tratamientos.

Modo de Concentracion molar mg L™ de yodo Frecuencia de
aplicacion de yodo aplicacion

Foliar 1x10™ 12.69 Diario
Al sustrato 1x10™ 12.69 Diario
Foliar 1x10™ 12.69 Cada 15 dias
Al sustrato 1x10™ 12.69 Cada 15 dias
Foliar 1x10°® 0.1269 Diario
Al sustrato 1x10°® 0.1269 Diario
Foliar 1x10°® 0.1269 Cada 15 dias
Al sustrato 1x107 0.1269 Cada 15 dias
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Distribucion de las unidades experimentales dentro del invernadero.

Aplicacién cada 15 dias Aplicacion diaria

Al sustrato @@@@@@@@@ ) " Al sustrato @@@@@@@@@ I- 1x10+
iy DO OOOO®O® @ Fdat N rIololololololelnlo

pasze HOO DO OOOO @ , |Tew0000@0OO0Q | i
iy OO OEOOOOG G el pir HEOO QOO

P T 10101 01601010101016) - Alsustrate @@ PO OO @ @ —
pis HOO® OO D i pir DOOOOOOOOQ

Mo § OO OO O OO O @ e @000000000 | .m0
e Yololololeololelole, N ini s pir HOOQOOOOOQ

@@@ @@ @@ @@@@ @ Testigo sustrato
DRVVEOEROEOOBOOD @  Testieo foliar

Figura 3. Distribucion experimental en el invernadero.

3.5 Muestreo

Bajo un muestreo completamente al azar se tomaron 3 plantulas a los 30 DDS, por
cada forma de aplicacion del yoduro y del yodato y por cada concentracion para el analisis
de las variables bioquimicas, asi como también se analizaron 5 plantulas de 30 DDS por

cada forma de aplicacion de riego a las plantas testigo, para las variables agronémicas.

3.6 Variables a evaluar
Se evaluaron las variables de peso seco, altura de plantula, compuestos fenolicos

totales, proteinas totales, actividad catalasa (CAT) y actividad superoxido dismutasa (SOD).

3.6.1 Peso seco
Se realiz6 un muestreo unico destructivo a los 30 DDS, en el cual se destinaron 5
plantulas de cada tratamiento y testigos para el analisis de acumulacion de peso seco.
Las plantulas fueron divididas por 6rganos; tallo, raiz y hojas, se pesaron utilizando

una balanza digital marca OHAUS® y se registrd el peso fresco. Posteriormente se
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colocaron en un horno de secado por 24 horas a una temperatura de 80°C, una vez
que perdieron toda la humedad se volvieron a pesar para registrar el peso seco. El

peso seco de la plantula se obtuvo de la sumatoria del peso seco de cada érgano.

3.6.2 Fenoles totales

Para la extraccion de compuestos fendlicos totales se tomaron 200 mg de muestra
liofilizada y macerada y se le agregé 1 ml de solucion agua-acetona 1:1, se centrifugd a
10000 rpm a 4°C durante 10 min y se extrajo el sobrenadante para iniciar la reaccion;
utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu (Rivero et al., 2001) se coloc6 en un tubo de ensayo
50 pL del extracto, 200 pL del reactivo Folin-Ciocalteu 1 M, 500 pL de Na,CO3 al 20%
(P/V) y 5 ml de agua destilada, como se resume en el cuadro 4. Posteriormente se dejo
incubar a 45°C durante 30 minutos. Las muestras fueron leidas con el espectrofotometro a
una longitud de onda de 750 nm y se registraron los resultados, los cuales fueron

extrapolados con una curva de calibracién de acido galico realizada previamente.

Cuadro 4. Detalle de muestra y blanco para anélisis de compuestos fendlicos totales

Blanco Muestra
Extracto 50 pL
Folin-Ciocalteu 1 M 200 pL 200 uL
Na,COj3 al 20% 500 pL 500 pL
Agua-acetona 1:1 1mL
Agua destilada 5mL 5mL
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3.7 Extracto proteico

Para realizar la extraccion del extracto proteico, se realizé el muestreo dividiendo las
plantulas por drganos (tallos, hojas, raiz) y se colocaron en un congelador a -20°C durante
48 horas; una vez congeladas por completo, las muestras fueron liofilizadas y maceradas.
Para realizar la extraccion se tomaron de 100 a 200 mg de muestra pulverizada, se colocaron
en un tubo Eppendorf® y se les agreg6 en 10% de su peso de polivinilpirrolidona (PVP). Se
les aplicé 1.5 ml de buffer de fosfatos con un pH de 7 — 7.2, se homogeneizaron en vortex
por 20 segundos cada muestra y se centrifugaron a 10000 rpm a 4°C durante 10 minutos. A
partir del extracto obtenido se cuantificaron las proteinas totales, actividad catalasa (CAT), y

actividad superoxido dismutasa (SOD).

3.7.1 Proteinas totales

Se utiliz6 la técnica colorimétrica de Bradford (Bradford, 1976) para la
cuantificacién de proteinas. Se extrajeron 100 pL del sobrenadante y se colocaron en un
tubo de ensayo; se le agregaron 5 ml de azul brillante de Coomassie G-250 de Sigma
Aldrich® solucién previamente preparada con 100 mg del reactivo diluidos en 50 ml de
etanol, agregando 100 ml de &cido sulfurico al 85% (P/V) y aforando ésta solucion a 1 L.
Las muestras fueron analizadas dentro de 5 minutos después de realizar la reaccién con un
espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm; se registraron los resultados y se
extrapolaron con una curva de calibracion con albumina sérica bovina obteniendo los

resultados en mg L™

3.7.2 Catalasa (CAT)

La actividad enzimatica de la catalasa se cuantific6 por el método
espectrofotométrico. Se hizo una mezcla con 100 pL de extracto proteico y 1 mL de H,0;
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100 mM preparado con buffer de fosfatos de pH 7 — 7.2 y 400 pL de H,SO,4 al 5% para
desnaturalizar la enzima y asi detener la reaccion, todo esto se llevd a cabo en agitacion a
una temperatura de 24°C, ésta mezcla se analiz6 por espectrofotometria a una longitud de
onda de 270 nm vy se registr6 como el tiempo cero de la reaccion (TO). Posteriormente, se
hizo la mezcla del extracto proteico y el H,O, con buffer, se dejo en agitacion a temperatura
de 24°C durante 1 min y se agregé el H,SO,4 al 5% para detener la actividad, se leyo en el
espectrofotometro a 270 nm y se registr6 como el tiempo uno (T1). Para éste andlisis se
realiz6 un blanco distinto para cada muestra, constituido por 100 uL del extracto proteico, 1

mL de buffer de fosfatos y 400 puL de H,SO, como se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Detalle de los componentes de muestras y blanco para el analisis de
actividad enzimatica de catalasa.

Componente Blanco Muestra
Extracto proteico 100 pL 100 pL
H.0O; 1mL
H,SO, al 5% 400 pL 400 pL
Buffer de fosfatos 1mL

Los resultados fueron extrapolados con una curva patron de H,O, obteniendo la
concentracion en mM, se calcul6 el H202 consumido y se convirtié a ppm para dividir entre

las proteinas totales, resultando en la actividad enzimatica.

3.7.3 Superoxido dismutasa (SOD)
La actividad enzimatica de SOD se cuantificd utilizando un kit colorimétrico de
Sigma Aldrich®; se diluyé 1 mL de la solucion de trabajo WST con 19 mL del buffer de

solucion incluido en el kit, se diluyeron 15 uL de la solucién de trabajo enzimética con 2.5
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mL de buffer de dilucion (incluido). En una placa de 96 orificios, se prepararon tres blancos

y las muestras con los componentes del kit como se describe a continuacion en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Detalle de cada solucion para cuantificacion de actividad enzimatica SOD,

Muestra Blanco 1 Blanco 2 Blanco 3

Extracto 20 pL 20 pL

enzimatico

H20 DD 20 pL 20 uL
Solucion de 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
trabajo WST

Solucion de 20 pL 20 pL

trabajo

enzimatica

Buffer de 20 pL 20 pL

dilucién

Se coloco la placa en un lector de microplacas, se dej6 incubar a 37°C por 20 minutos
y se leyd con una longitud de onda de 450 nm. Se calculd la actividad enzimatica en

porcentaje utilizando la ecuacion determinada por el fabricante del kit.

3.8 Andlisis de datos
Los datos fueron analizados con el software SAS 9.1 en un disefio completamente al
azar mediante un analisis de varianza ANOVA y se realiz6 una comparacion de medias de

Tukey, con un nivel de significancia 0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1 Determinacion de peso seco (PS)
El andlisis de varianza del ensayo de peso seco muestra una diferencia altamente

significativa entre tratamientos (P < 0.0002) con un nivel de significancia de a = 0.05

(Cuadro 7).

Cuadro 7. ANOVA para la variable de PS.

FVv* GL SC CM F value Pr>F
Tratamientos 17 12.72 0.748 3.30 0.0002
Error 12 16.34 0.227
CV.% 35.24%

Media 1.35

¥ Fuentes de variacion, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = cuadrados medios, C.V. =
coeficiente de variacion. Nivel de significancia o. = 0.05.
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Figura 4. Comportamiento de la variable peso seco en los diferentes tratamientos. En la figura, medias con
letras iguales no difieren estadisticamente.
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De acuerdo a la comparacion de medias de Tukey (o = 0.05) ningun tratamiento
presentd reduccion de peso seco con respecto a los testigos, ademas, los tratamientos de
yodato de potasio foliar diario (105 F 10 (D)) y yoduro de potasio foliar diario (I F 107
(D)) 10 M fueron superiores al testigo sustrato, pero no respecto al testigo foliar como se

observa en la figura 7.
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4.2 Determinacion de altura de plantula (ALT).

En la variable de altura de plantula, el anélisis de varianza (Cuadro 8) muestra

diferencia altamente significativa entre tratamientos (P < 0.0001) con un nivel de

significancia de a = 0.05.

Cuadro 8. ANOVA para la variable de ALT.

FV* GL SC CM F value Pr>F
Tratamientos 17 827.16 48.65 412 <.0001
Error 72 850.92 11.81
CV.% 16.14%
Media 21.29
¥ Fuentes de variacion, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = cuadrados medios, C.V. = coeficiente
de variacion.
35

Figura 5. Detalle de las medias de la variable altura de plantula. Medias con letras iguales no difieren

estadisticamente.

24



Con base en los resultados de la prueba de comparacién de medias de Tukey, el
tratamiento de yodato de potasio al sustrato a una concentracién de 10° M (103 S 10°° (D))
fue superior a ambos testigos, a su vez los tratamientos consistentes en yoduro de potasio
foliar diario (I F 10 (D)), yodato de potasio foliar (103 10° (D)) y yoduro de potasio foliar

de aplicacion diaria (1 F 10° (D)) fueron superiores al testigo sustrato.

25



4.4 Determinacién de compuestos fenolicos totales (FEN)

En la variable compuestos fendlicos totales, el analisis de varianza muestra diferencia

significativa entre tratamientos (P < 0.048, Cuadro 9) con un nivel de significancia de o =

0.05.

Cuadro 9. ANOVA para la variable de FEN.

FVv¥ GL SC CM F value Pr>F
Tratamientos 17 85.43 5.084 1.93 0.048
Error 36 95.82 2.64

CV.% 21.84%

Media 7.43

¥ Fuentes de variacion, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = cuadrados medios, C.V. = coeficiente
de variacion.

12

Figura 6. Detalle de las medias de la variable compuestos fenolicos totales en hojas. Medias con letras
iguales no son estadisticamente diferentes.
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Como se observa en la figura 10, tratamiento de yodato de potasio 10* M al sustrato
de aplicacion quincenal (103 S 10-4 (15)) se colocd como superior relativo al tratamiento de
yodato de potasio 10™ foliar de aplicacién diaria (103 F 10-4 (D)) segin la prueba de
comparacion de medias de Tukey (a = 0.05), sin embargo ninglin tratamiento mostro

diferencia con respecto a los testigo.
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4.5 Determinacion de proteinas totales (PROT)

El analisis de varianza con un nivel de significancia de 0.05 para la variable de

proteinas totales demostro que existe diferencia altamente significativa entre los tratamientos

(Cuadro 10).

Cuadro 10. ANOVA para la variable de PROT.

FVv* GL SC CM F value Pr>F
Tratamientos 17 4.47 0.263 3.98 0.0002
Error 36 2.38 0.066
CV.% 3.74
Media 6.87

¥ Fuentes de variacion, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = cuadrados medios, C.V. =
coeficiente de variacion.

Figura 7. Valores de medias de los diferentes tratamientos en la variable de contenido de proteinas totales
en hojas. En la figura, medias con letras iguales no difieren estadisticamente.
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Como se observa en la figura 11, en el contenido de proteinas, de acuerdo con la
prueba de comparacion de medias de Tukey, ningln tratamiento fue superior en concentracion
proteica a los testigos, sin embargo, el tratamiento yoduro de potasio 10 de aplicacién diaria
al sustrato (I S 10® (D)), evidencié un decremento en la concentracion respecto al testigo

foliar.
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4.6 Determinacidon de actividad enzimatica de catalasa (CAT)
El andlisis de varianza con un nivel de significancia de 0.05 (Cuadro 11) para la
variable de actividad enzimatica de catalasa, mostr6 que no existe diferencia significativa

entre tratamientos.

Cuadro 11. ANOVA para la variable de CAT.

FV¥ GL SC CM F value Pr>F
Tratamientos 17 7.92 0.466 0.70 0.77
Error 36 23.88 0.66
C.V.% 5.92%

Media 13.75

¥ Fuentes de variacion, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = cuadrados medios, C.V. = coeficiente de
variacion.
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Figura 8. Media de la actividad enzimatica de catalasa (CAT) para cada tratamiento en hojas. Medias con
letras iguales no difieren estadisticamente.
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En cuanto a la actividad enzimatica de catalasa (CAT), a través de una comparacion

de medias de Tukey (a = 0.05) ningln tratamiento mostrd diferencia significativa.
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4.7 Determinacion de superéxido dismutasa (SOD)
El andlisis de varianza del ensayo de superdxido dismutasa muestra una diferencia
altamente significativa entre tratamientos con un nivel de significancia de a = 0.05 (Cuadro

12).

Cuadro 12. ANOVA para la variable de SOD

FV¥ GL SC CM F value Pr>F
Tratamientos 17 12025.2 706.77 10.21 <0.0001
Error 36 2492.7 69.24
C.V.% 24.91%

Media 33.39%

¥ Fuentes de variacion, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = cuadrados medios, C.V. = coeficiente de
variacion.
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Figura 9. Promedio de la concentracion de superoxido dismutasa (SOD) en los diferentes tratamientos en
hojas. En la figura, medias con letras iguales no difieren estadisticamente.
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Con relacion a la prueba de comparacion de medias de Tukey en la figura 13, los
tratamientos 1 S 10-4 D, | F 10-6 D, | F 10-4 15y I S 10-4 15, mostraron un decremento en

la actividad de SOD con respecto a ambos testigos.
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Cuadro 13. Comparacién de medias de los tratamientos evaluados para cada variable.

Tratamientos ALT" PS FEN PROT CAT SOD
(CM) ©) (H9.9) (mg.L™h) (%)
10;(F) 10°D 2258 abed” 0.862 b 4.407 b 6.7403 bc 13.5954 a 51.997 ab
105(S) 10”"D 17.32 cd 0.826 b 9.146 ab 6.8873 abc 14.0904 a 57.62a
I” (F) 10" D 25 24 ab 1.68 ab 9.341 ab 6.8654 abc 13.93a 21.027 def
I" (S) 10" D 20.7 abcd 1.584 ab 7.053 ab 6.7534 bc 14.246 a 18.989 ef
105 (F) 10°D 24.1 abc 1.978 a 6.848 ab 6.4696 bc 13.4794 a 20.864 def
105(S) 10°D 28 a 1.826 ab 7.228 ab 6.7371 bc 13.3586 a 24.531 def
I (F)10°D 21.3 abcd 1.362 ab 8.612 ab 6.7125 bc 13.7854 a 19.397 ef
I" (S)10°D 24.3 abc 2a 6.171 ab 6.1866 c 12.9701 a 41.809 abcde
105 (F) 1015 18.5 bed 1.382 ab 8.376 ab 6.7322 bc 13.898 a 25.672 cdef
105(S) 1015 18.9 bed 1.142 ab 9.617 a 7.1312 ab 12.8524 a 40.913 abced
I" (F) 10 15 23.6 abcd 1.48 ab 7.423 ab 7.1739 ab 14.2923 a 6.357 f
I” (S) 10" 15 23 abcd 1.608 ab 6.130 ab 7.5428 a 13.9072 a 17.767 ef
105 (F) 10°15 20.1 bed 1.036 ab 7.279 ab 6.8798 abc 13.8518 a 28.362 bcdef
105(S) 10°15 23 abcd 1.606 ab 7.310 ab 7.1662 ab 14.0602 a 30.97 bedef
I” (F) 10° 15 20.1 bed 1.014 ab 7.525 ab 7.0527 ab 14.0427 a 41.565 abcde
I" (S) 10° 15 15.9d 1.07 ab 8.161 ab 6.9985 ab 13.8469 a 50.122 abc
Test (F) 17.6 bed lab 6.202 ab 6.7538 ab 13.791 a 45.452 abcd
Test (S) 15.9d 0.882b 7.084 ab 6.9633 abc 13.5552 a 57.783 a
Media 21.29 1.35 7.43 6.87 13.75 33.39
Tukey 7.8674 1.09 5.30 5.30 5.30 5.33

¥ ALT= altura de plantula, PS = peso seco acumulado, FEN = compuestos fenélicos totales, PROT = proteinas totales,
CAT = actividad enzimatica de catalasa, SOD = actividad enzimatica de superdxido dismutasa. pGrupo de comparacion de
medias, valores con la misma letra son estadisticamente iguales, *Tukey o = 0.05.

En el cuadro 14 se observa a detalle la comparacién de medias de cada tratamiento y

variable, resaltando los tratamientos que fueron superiores en cada una.
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V. DISCUSION

Los resultados observados, no demuestran una disminucion de peso seco en ningun
tratamiento con respecto al testigo, esto indica que las concentraciones utilizadas en el
experimento, 10* M (12.69 ppm) y 10° M (0.1269 ppm) no producen toxicidad al ser
aplicadas de forma foliar y al sustrato, Weng et al, 2008b encontraron que en dosis mayores
a 25 ppm de yodo (I-, 103) en la solucién nutritiva disminuye el contenido de peso seco,
sugiriendo toxicidad en tales dosis. Nuestros resultados se asemejan a los de Voogt et al.,
2010 quienes realizando aplicaciones de yoduro (I") y yodato (I03) en concentraciones de 13
WL (0.013 ppm) hasta 129 pg/L (0.129 ppm), siendo las mayores semejantes a varios de
nuestros tratamientos, en un cultivo hidropoénico de lechuga, no produjeron un efecto sobre el
peso seco, sin embargo, Blasco et al., 2010 observaron una disminucién de peso seco en
aplicaciones de 1" a 40 uM (5.07 ppm) en plantas de lechuga hidropdnica, por su parte
Mackowiak & Grossl, 1999, también observaron una disminucién en peso seco foliar en
plantas de arroz con aplicaciones de I" a concentraciones >10 puM (1.27 ppm) en un cultivo
hidroponico. Por su parte, Umaly & Poel, 1970 detectaron efectos estimulantes en el
crecimiento de plantas de cebada con aplicaciones de yoduro de potasio a 0.5y 1 ppm, a su
vez en plantas de tomate encontraron un aumento de peso seco con una dosis de 1 ppm de
yoduro de potasio, en ambos cultivos no detectaron cambios al aumentar la dosis a 5 ppm;
observaron una disminucién de peso seco en plantas de chicharo a una concentracion de 1
ppm, siendo menos téxico el yodato que el yoduro de potasio. Zhu et al., Weng et al.,
2008a, concluyeron que bajos niveles de yodo (0 - 1 ppm) en la solucién nutritiva estimula el
Peso Seco en espinaca, en un experimento hidropénico aplicando el yodo en forma de yoduro
(I, yodato (103) y &cido yodo acético (CH,ICOQ"), al igual que Borst, 1961, quien observo
una respuesta positiva en el crecimiento de espinaca en dosis de 0.01 ppm a 0.1 ppm para

yoduro de potasio (KI) y de 0.01 ppm a 1 ppm para yodato de potasio (KIO3). La mayoria de
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éstos autores llegaron al punto de toxicidad en concentraciones de yodo en sus diferentes
formas, a concentraciones mucho mas bajas de las que se utilizaron en el presente trabajo,
esto puede deberse a que, todos estos experimentos fueron llevados a cabo en cultivos

hidroponicos, por esto se hace evidente la influencia del sistema de cultivo utilizado.

A pesar de que Voogt et al., 2010, afirman que fisiolégicamente, no hay evidencias
de que el yodo afecta el crecimiento y desarrollo vegetal, asi como no existen funciones
metabdlicas en plantas superiores, sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en
altura de pléantula, las aplicaciones diarias de ambas formas del yodo en concentraciones de
10" M (12.69 ppm) y 10° M (0.1269 ppm) manifestaron un incremento comparable a los
resultados de Mackowiak & Grossl, 1999, donde sus observaciones incluyeron un aumento
del crecimiento de planta de arroz cuando se aplicaba el yodo en forma de |I" aunque sus
tratamientos de 103 mostraron poco efecto sobre el crecimiento. Segun los resultados de
Weng et al., 2008b, un nivel bajo de yoduro (I-) en la solucién nutritiva propicia el
crecimiento en espinaca; cuando las concentraciones oscilaron entre 0.05 y 0.1 ppm, las
plantas crecieron mas, si se aumentaba a >0.1 ppm el crecimiento se reducia, y niveles
superiores de I" (>5 ppm) pueden resultar perjudiciales para el cultivo hidroponico. Umaly &
Poel, 1969, observaron una influencia estimulatoria del yodo en altura de plantas de cebada
tratadas con 1 ppm de yodo, presentando mejores resultados aplicando yodo en forma de
acido yodoacético (CH,ICOQ") seguido por yoduro (1), mas no encontraron diferencia
significativa en comparacion con los testigos al aplicar yodato (103), y en plantas de tomate,
una dosis de 1 ppm de yodo en forma de yoduro de potasio (KI") produjo mayor incremento
en el crecimiento relejado en la altura de la planta, reduciendo la dosis a 0.5 ppm también
produjo efectos benéficos. En ambos cultivos, aumentando la dosis a 5 ppm de yodo en
cualquier forma, no presentaron diferencias distinguibles respecto a los controles. En un

experimento posterior en plantas de chicharo, Umaly & Poel, 1970, se presentd una
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disminucion de crecimiento vegetativo en general, a una concentracion de 1 ppm, siendo

menos toxico el yodato que el yoduro de potasio.

Ninguno de los tratamientos de la presente investigacion mostraron diferencia
significativa con respecto a los testigos en contenido de compuestos fendlicos, esto puede
deberse a que segun estudios previos (Bovy et al., 2007) la mayoria de los compuestos
fendlicos se encuentran en el fruto de tomate, puesto que nuestro experimento fue llevado a

cabo en plantulas, no fue llevado mas alla de la etapa vegetativa.

Si bien, ningun tratamiento mostré una actividad enzimatica de SOD superior a los
testigos, se presentd un decremento en varios tratamientos con ambas formas de yodo, I y
105 tanto en aplicaciones foliares como al sustrato y en frecuencia diaria y quincenal, Blasco
et al., 2010 observaron que en algunos de sus tratamientos también ocurrioé una disminucion
de la actividad SOD pero solo bajo la forma de I'y que para compensar esta situacion,
reacciona incrementando su capacidad antioxidante a través de un aumento en la actividad
enzimatica de CAT, sin embargo en nuestros resultados obtenidos no muestran diferencia
entre tratamientos de la actividad CAT, aunqgue si se observo la tendencia de los tratamientos

con I los cuales mostraron valores mas altos a diferencia de los de aplicaciones de 10s.
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VI. CONCLUSIONES

La aplicacion de yodo en forma de yoduro (KI) y yodato (KIO3) tiene un efecto
estimulante sobre el crecimiento de plantulas de tomate evidenciado en un aumento
en el peso seco, asi como un incremento altamente significativo en la altura de la
plantula.

La aplicacion de los diferentes tratamientos con yodo no ejercié un efecto de
incremento en la actividad de la enzima catalasa.

La aplicacién de algunos tratamientos de yodo disminuyd la actividad superéxido
dismutasa.

La aplicacion de los tratamientos con yodo no ejercié un efecto estadisticamente

significativo sobre los antioxidantes no enzimaticos.
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