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RESUMEN

El selenio es un elemento que no aparece en los listados de elementos
esenciales para las plantas y no se considera en los analisis de suelos, aguas y
tejidos vegetales. Diferentes reportes indican que el Se parece asociarse con
cambios en el estado redox celular. El objetivo de este estudio fue realizar
aplicaciones de selenio en plantas de lechuga y verificar el efecto sobre el
crecimiento, composiciébn y metabolismo antioxidante de las plantulas. El
experimento consistio en la aplicacion de selenio en forma foliar en
concentraciones de 0, 5y 10 mg L a los 15, 30 y 45 dias después del trasplante.
En las plantas se determiné el potencial de o6xido-reduccion, la biomasa, la
concentracion de minerales y la actividad catalasa foliar. La aplicacion de selenio
fue efectiva para modificar el potencial de 6xido-reduccion y elevar la actividad

catalasa sin causar modificaciones en el contenido de minerales y la biomasa.

Palabras clave: catalasa, lechuga, minerales, selenito de sodio.



INTRODUCCION

El selenio (Se) es un elemento esencial para los humanos pero calificado
como no esencial para las plantas. Sin embargo, en presencia de Se en el
sustrato o aplicado por aspersion foliar las plantas lo acumulan en sus tejidos,
sirviendo como fuente primaria de este elemento en la alimentacién (Broadley et
al., 2006). En la mayoria de los suelos del mundo la concentracion de Se es baja,
de 0.01 a 2.0 mg kg con una media de 0.4 mg kg, aunque pueden encontrarse
en suelos denominados seleniferos concentraciones de hasta 1200 mg kgt de Se
(Fordyce, 2005). Se considera que el Se es esencial en los humanos por su papel
como cofactor de enzimas relacionadas con el metabolismo antioxidante
(Rayman, 2008). En las plantas, el Se también ejerce un efecto positivo en la
capacidad antioxidante, actuando mas efectivamente este elemento en forma de
selenito que en forma de selenato (Cartes et al., 2005). En México los estudios
acerca de la relacion entre el Se y la calidad nutricional de los alimentos en
términos de su capacidad antioxidante son pocos y por ello el objetivo de este
trabajo fue documentar el efecto de las aplicaciones de selenio en plantas de
lechuga, verificando el crecimiento de las plantas, la composicion mineral de las
hojas y la capacidad antioxidante de los extractos celulares foliares. Lo anterior
bajo la hipétesis de que la aplicacion de este elemento modificard el balance

redox celular, aumentando la capacidad antioxidante de los tejidos de la planta.



OBJETIVOS

¢ Objetivo General

Documentar el efecto del Se sobre el crecimiento, composicion y

metabolismo antioxidante de la lechuga.

¢ Objetivos Especificos

-Verificar la magnitud del enriquecimiento aplicando selenito de sodio

(Na2SeO:s) por aspersion foliar.

-Estudiar las respuestas de las plantas a las variables de crecimiento,
acumulacion de biomasa, potencial redox del extracto celular del peciolo (ECP) y

actividad enzimatica antioxidante (catalasa).

Hipotesis
La aplicaciéon de Se modificara el balance redox celular, aumentando la

capacidad antioxidante de los tejidos de lechuga.



REVISION DE LITERATURA

Selenio
Actualmente al Se se le considera un elemento traza esencial para los

animales tanto por su valor nutricional como clinico, ya que actiia como un potente
antioxidante, es eficaz en la inhibicion de la expresion de virus, es decir el virus
esta presente pero no se expresa, juega un papel importante en el sistema
inmunolégico. El Se se encuentra en la naturaleza y en sistemas biolégicos como
selenato (Se®*), selenito (Se*"), selenio elemental (Se®) y seleniuro (Se?)
(Broadley et al., 2006). Debido a las formas presentes de selenio en la naturaleza
y las diferencias bioquimicas entre ellas, se pueden ocasionar modificaciones en
la isomeria al interactuar con la flora microbiana y causar oxidacion o reduccién, o
bien formaciéon de compuestos organicos (Valdiviezo, 2012). El Se existe de
manera natural en la corteza terrestre.

El Se de estas fuentes naturales: Se organico y Se elemental es altamente
disponible y movil en zonas aridas con suelos alcalinos, pero por las actividades
antropogénicas el Se es movilizado y llega a ser disponible para plantas y
animales, el cual se bioacumula y es incorporado a la cadena alimenticia

(Valdiviezo, 2012).

Selenio en suelos

La concentracion total de Se en la mayoria de los suelos se estima

alrededor de 0.4 ppm, y los suelos con cantidades mayores son clasificados como



suelos seleniferos y generalmente tienden a presentar una textura pesada o
arcillosa (Rosenfeld y Beath, 1964).

La cantidad de Se en el suelo puede ser clasificada con base en los niveles
del mismo encontrados en plantas que no lo acumulan, pero que crecen en dicho

suelo, o bien de acuerdo al nivel de selenio en el propio suelo (Davis et al., 2002).

Selenio en agua

El agua es generalmente de poca importancia en el suministro del mismo.
Entre los diferentes alimentos, los pescados y mariscos asi como los huevos son
buenas fuentes de selenio, aunque muchos alimentos vegetales provenientes de
zonas seleniferas tienen cantidades considerables de este elemento (Werner,
1992).

Sugimura et al., (1976) determinaron la concentracion de Se en diferentes

partes del Océano Pacifico norte occidental, encontrando que el selenio total en
las aguas superficiales vario de 0.06 a 0.12 ug L'l, mientras que en aguas mas

profundas el contenido es mayor a 0.20 ug L™ Sobre la abundancia de las formas

guimicas en el agua de mar se encontré hasta un 60% del selenio en forma de

4+ . 6+ e s
Se , mientas que el Se  contabilizo el restante 40%.
En el agua el selenio proviene de fuentes antropogénicas, en forma de
gases y particulas liberadas por erupciones volcanicas. Su concentracion es

similar al encontrado en el suelo teniendo cantidades de <lmg de Se L, siendo
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que las formas mas comunes encontradas en el agua son selenito (Se*') y

selenato (Se®*) (Cruz et al., 2011).

Mecanismos de absorcion, asimilacion y acumulacion del selenio

El Se es metabolizado en las plantas por la via de asimilacién del azufre y
su distribucion y acumulacion dependera de la especie quimica y la concentracion
del elemento suministrado a las raices y por via foliar, asi como de la naturaleza y
la concentracion de otras sustancias en la solucién (Terry et al., 2000). Respecto a
su forma quimica, en el corto plazo la mayor parte de Se tomado como selenato
se mantiene en forma inorganica, mientras que cuando se aplica como selenito se
acumula en su forma organica (Cartes et al., 2006).

Las plantas absorben e incorporan Se en su biomasa, aunque existen
diferencias sustanciales en la concentracion de Se de los tejidos vegetales segun
las distintas especies y también en cuanto a su tolerancia (Brown y Shrift, 1982).
Las plantas acumuladoras de Se (e.g. Astragalus, Machaeranthera, Haplopappus,
y Stanleya) pueden llegar a tener concentraciones de varios miles de mg kg en
sus tejidos, mientras que las no acumuladoras, entre ellas la mayoria de plantas
de cultivo, raramente alcanzan valores superiores a 50 mg kg?! de Se, aun
creciendo en suelos con elevados contenidos en Se (Wu, 1994).

El Se puede ser absorbido como selenato (Se®*), selenito (Se**) y selenio
organico. Tanto el selenato (Se®*), el selenito (Se*") y el selenio organico se
encuentran activos metabdlicamente; las formas organicas del Se son mas

disponibles para las plantas que las formas inorganicas (Cruz et al., 2011).
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Selenio en plantas

En plantas acumuladoras el Se es incorporado por la via del sulfato debido
a que es similar quimicamente y actla analogamente en muchas reacciones
bioquimicas (Bafiuelos y Mayland, 2000).

El fluo de Se de las hojas y tallos a los frutos ocurre por el floema,
posteriormente a la asimilacion del selenio en compuestos organicos (Arvy, 1982),
situacién que se suma a la compleja distribucidon no diferencial que se presenta
entre laraiz, los tallos y hojas (Arvy, 1982, 1993; Grattan, et al., 1987; Zayed et al.,
1998; Pezzarossa et al., 1999; Simijoki et al., 2003).

Morris y Levander (1970) encontraron que la mayor parte de los frutos
y vegetales creciendo en suelos no seleniferos mostraron concentraciones de
selenio menores a 0.01 ug g*. El contenido bajo de selenio en frutos y vegetales
parece ser la situacion normal en muchos lugares (Eurola et al., 1989; Combs,

2001; Fordyce et al., 2005; Broadley et al., 2006; Rayman, 2002, 2008).

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) tienen en las plantas papeles
importantes en el crecimiento, desarrollo e interacciones con el medio ambiente, y
por tanto, se producen en cantidades significativas durante la fotosintesis y la
respiracion. Sin embargo, se mantiene la homeostasis redox mediante
mecanismos que controlan su sintesis y depuracion. El desbalance entre la
produccion y la eliminacion de las especies reactivas en los organismos conducen

a lo que se conoce como estrés oxidativo (Miranda y Castro, 2019).
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Se define estrés oxidativo como aquel tipo especial de estado bioquimico
de una célula o tejido, que puede ocurrir en plazos cortos o largos, en donde la
generacion de especies quimicas oxidantes rebasa la capacidad de produccién o
la actividad de especies antioxidantes. Dependiendo del nivel de estrés oxidativo
alcanzado las plantas ven modificadas sus actividades metabdlicas en mayor o
menor medida. Esto ocurre porque el balance oxidacién-reduccion, ademas de
cambiar la eficiencia de funcionamiento de muchas enzimas, también es capaz de
modificar el perfil de genes expresados por la planta, generando entonces
fenotipos que pudiéramos llamar “orientados a la condicion de estrés” (Benavides,
2002).

Las células poseen antioxidantes para protegerse de las ROS (especies
reactivas de oxigeno y de otros radicales. Los antioxidantes son agentes reductores
gue pueden reaccionar facilmente con las sustancias oxidantes y por eso protegen de
la oxidacion a las moléculas mas importantes. Entre los antioxidantes bioldgicos
figuran la vitamina C y E, la coenzima Q y algunos carotenoides. La bilirrubina
formada por la degradacion del hemo, también protege contra la degradacion. De
especial importancia es el glutation, un tripéptido que existe en altas concentraciones
en casi todas las células, el glutation tiene un enlace peptidico atipico entre Glu y Cis.
El grupo tiolico del residuo de cisteina tiene actividad redox y cuando se oxidan dos
moléculas de la forma reducida (GSH) se enlazan y forman el disulfuro (GSSG)
(Koolman y Rohn, 2004).

Los radicales libres se forman cuando una molécula con un par de
electrones no apareados en la érbita externa recibe o pierde un electron. El radical

libre mas comun en la atmésfera es la molécula de oxigeno, la cual tiene dos
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electrones no apareados en la ultima 6érbita, por lo que forma una molécula
birradical. El radical superéxido también reacciona reduciendo quinonas y
complejos de metales de transicion Fe-Cu, afectando la actividad de las enzimas

gue contienen estos metales (Camarena, 2005).

Selenio como inductor de antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que permiten la vida celular en un
ambiente oxidante, y son los responsables de la eliminacion de los radicales libres
los cuales se producen de manera natural, en los sitios de actividad energética
celular. La funcion quimica de los antioxidantes es ceder potencial reductor a los
compuestos oxidantes capaces de dafar a los componentes celulares (Benavides
et al., 2009).

Los organismos poseen numerosos sistemas de defensa antioxidantes
regulables, enzimaticos (superoxido dismutasa, la catalasa, la GSH-peroxidasa,
las quinonas reductasas y hemoxigenasa) y no enzimaticos (Se, Zn, vitaminas C y
E, y carotenoides) que son las encargados de evitar estos factores (Murillo, 2007).
Estas defensas de respuestas se desencadenan por factores bioticos tales como
patdgenos, plagas y simbiontes, o por factores abiéticos como alta o baja
temperatura, radiacion, salinidad, entre otros, y no necesariamente en condiciones
gue originan estrés (Benavides et al., 2009).

La induccion de antioxidantes ocurre por el efecto prooxidante del selenio
gue, cuando se encuentra en baja concentracién, induce la expresion del
metabolismo redox que regula la eliminacion de los radicales libres celulares

(Hasanuzzaman et al., 2010), sobre todo en el ambito de la peroxidacion de
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membranas y proteinas integrales (Xue y Hartikainen, 2000; Djanaguiraman et al.,
2005; Cartes et al., 2005).

El papel de Se como un antioxidante en pastos sugiere que la adicién al
suelo puede mejorar la calidad del forraje, por la disminucién de la senescencia y
persistencia de la pastura (Cartes et al., 2005). A bajas concentraciones, actla
como un antioxidante y puede estimular el crecimiento de las plantas, mientras
gue a mayores concentraciones, actia como un pro-oxidante lo que contribuye a
la reduccion del rendimiento.

Numerosos estudios han demostrado que a bajas concentraciones el Se
puede ejercer funciones benéficas en las plantas, tales como la mejora de
crecimiento, el retraso de la senescencia y la mejora del sistema antioxidante bajo

irradiacion UV, alta temperatura y desecacion de semillas (Cartes et al., 2005).
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevo a cabo en la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro, en Saltillo, Coahuila, México, en condiciones de invernadero, en los
meses de agosto-diciembre del 2014, teniendo una temperatura y humedad
relativa promedio de 17.8 °C y 68 % respectivamente. Se utilizaron semillas de
lechuga (Lactuca sativa) de la variedad Great Lakes, estas se colocaron en
charolas germinadoras de 200 cavidades utilizando como sustrato peatmoss y
perlita para germinacion proporcion 70:30 v:v. Transcurridos 40 dias después de la
siembra las plantulas se trasplantaron a macetas de polietileno de 20 L usando
como sustrato una mezcla de peatmoss y perlita con una proporcién de 70:30
(v:v). Los tratamientos consistieron en aplicaciones foliares de Se en
concentracion de 0, 5y 10 mg L a los 15, 30 y 45 dias después del trasplante.
Como fuente de selenio se utilizd selenito de sodio (Na>SeO3, Sigma Aldrich, USA)
sin mezclarlo con coadyuvantes.

Se colectaron las hojas con madurez fisiologica de tres plantas por cada
tratamiento a los 20 y 35 dias después del trasplante (ddt), estas fueron molidas y
se obtuvo el extracto fresco foliar en donde se determind el potencial de Oxido-
reduccion (ORP, mV), usando un potenciometro HI98185-01 (HANNA, Inc., USA),
usando la técnica descrita por Benavides-Mendoza et al., (2002).

La actividad catalasa (EC 1.11.1.6) se cuantifico igualmente en las hojas
con madurez fisiologica a los 35 dias después del trasplante (ddt) siguiendo la

técnica de Ramos et al. (2010). Se utilizé un espectrofotometro UV-Vis Biomate 5
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(ThermoElectron, USA) en 590 nm y los resultados se expresaron en mM de
consumo de H202 min™! proteinas totales™ (mg g*).

Para la determinacidén de sdlidos solubles totales (°Brix) se colectaron las
hojas con madurez fisiologica de tres plantas por cada tratamiento a los 20 y 35
dias después del trasplante (ddt), estas fueron molidas y se obtuvo el extracto
fresco foliar en donde se determiné esta variable mediante un refractometro Marca
J&G Scientific.

El peso fresco de las partes aéreas y de la raiz se determiné a los 50 dias
ddt tomando tres plantas completas por cada tratamiento. Estas se lavaron
cuidadosamente y se separo la raiz del tallo y hojas a la altura de la corona. Los
pesos fueron medidos con una balanza Adventurer Pro (OHAUS, Inc., USA).
Posteriormente las mismas muestras fueron colocadas en una estufa deshi-
dratadora marca Robertshawa a 60 °C durante 72 h para luego ser pesadas en
una balanza analitica Pionner (OHAUS, Inc., USA) y obtener la biomasa seca.
Sobre las muestras secas se determing la concentracion de minerales en las
hojas. Para el nitrégeno total se uso la técnica de micro Kjelhdal (AOAC, 1980a),
mientras que para el fosforo se utilizO un método espectrofotométrico (AOAC,
1980b), el K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Cu y Zn fueron medidos por medio de un
espectrofotometro de absorcidén atdmica de la marca Varian AA-1275 siguiendo la
técnica de Fick et al. (1976). Para la determinacién del Se se hizo primero la
digestion de 0.5 g de muestra seca en acido nitrico concentrado hasta que se
eliminé toda la parte organica usando un espectrofotometro de emisién atémica

por plasma IRIS ADVANTAGE (THERMO JARRELL, USA).
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El disefio estadistico fue bloques completos al azar, considerando tres
repeticiones por tratamiento. El analisis de los datos consistio en analisis de
varianza y pruebas de medias de Tukey (a=0.05) y se llevdé a cabo con el

programa SAS version 6.0 (SAS Institute, 2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La aplicacion de Se foliar presentd un efecto sustancial sobre el potencial de
oxido-reduccion (Figura 1). Los valores de ORP indican la capacidad antioxidante,
es decir, la capacidad del sistema bajo andlisis de ceder electrones en
comparacién con un electrodo de hidrégeno (Benavides et al., 2002). Mientras
mas bajo sea el valor de ORP mayor capacidad de ceder electrones y funcionar

como antioxidante.
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Figura 1. Promedio del potencial de 6xido reduccién (ORP en mV) en el extracto
fresco de plantulas de lechuga a las cuales se les aplico selenio en forma de
selenito de sodio. Las barras con la misma literal indican ausencia de diferencia
segun Tukey (a< 0.05).

Este resultado se relaciona posiblemente con una mayor actividad

enzimatica antioxidante, la cual se sabe aumenta en presencia de ciertas
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concentraciones de Se (Freeman et al., 2010). Lo anterior parece confirmarse por
los resultados obtenidos con la actividad catalasa foliar (Figura 2) que mostré una
tendencia positiva y significativa al aplicarse Se a las plantas. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Lingan et al., (2005) que también reportaron un

efecto positivo del Se sobre la actividad catalasa.
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Figura 2. Promedio de la actividad catalasa en plantulas de lechuga a las cuales se
les aplic6 selenio en forma de selenito de sodio. Las barras con la misma literal
indican ausencia de diferencia segun Tukey (a< 0.05).
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En los resultados obtenidos de la concentracién de solidos solubles totales

no se encontraron diferencias al aplicar Se.
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Figura 2. Promedio de la concentracion de Sélidos Solubles Totales en plantulas de

lechuga a las cuales se les aplicé selenio en forma de selenito de sodio. Las barras
con la misma literal indican ausencia de diferencia segun Tukey (a< 0.05).

Es probable que el efecto del Se sobre el potencial antioxidante no se
asocie con una mayor actividad fotosintética y tal vez ello explique la ausencia de
diferencias en el peso fresco y seco de la raiz y las hojas de las plantas de
lechuga en este estudio (Cuadro 1). Becvort et al., (2012) obtuvieron resultados
analogos aplicando Se en tomate, obteniendo un aumento significativo en el
estado antioxidante pero sin observar diferencias en los pesos frescos y secos de

frutos y raiz entre los distintos tratamientos.
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Cuadro 1. Efecto de la aplicacién foliar de selenio sobre los pesos frescos y

secos de plantas de lechuga.

Tratamiento Peso Fresco Peso Freso Peso Seco Peso Seco Raiz
Hojas Raiz Hojas
mg L™ g g g g

0 62.700 a
865.0 a* 24.690 a 6.257 a

5 52.770 a
737.3a 23.780 a 5.453 a

10 45,110 a
686.7 a 26.270 a 6.620 a

*Promedios seguidos de la misma literal son estadisticamente iguales segun Tukey (o < 0.05).

En cuanto al contenido de minerales en las plantas de lechuga (Cuadro 2)
Unicamente se encontraron diferencias en el contenido de nitrégeno y fésforo al
aplicar Se. Nowak et al., (2002) también encontraron un incremento en el
contenido de nitrégeno con la aplicacion de selenito a plantas de trigo, por lo que
hay un efecto sinérgico entre Se y N-P. Los datos obtenidos en cuanto al P
coinciden con Wu y Huang (2004), quienes encontraron un incremento de este
elemento en plantas de trébol cuando se aplicaron cantidades bajas de selenito

aplicando al sustrato 0, 10, 20 y 30 mg kg™.

Respecto a la concentracion del Se, se encontré en mayor cantidad en el
tratamiento de 10 mg kg, Kapolna et al., (2009) incrementaron la concentracion
radical de Se de 0.045 a 2.0 yg g en peso seco al aplicar 100 mg L* de Se por
aspersion foliar. Estos datos coinciden con los de Smrkolj et al., (2006) quienes
indican la necesidad de llevar a cabo aspersiones repetidas si el objetivo es la

acumulacién de Se.

22



Cuadro 2. Efecto de la aplicacion foliar de selenio sobre la concentracion de

minerales en hojas de lechuga.

TRT N P K Ca Mg Na Fe Zn Mn Cu Se
mg L™ % % % % % % mgkg' mgkg mgkg' mg mg
1 kg-l kg-l

0 3.03b 048b 1.30a 096a 0.28a 0.73a 196.7a 3.30a 64.3a 3.0a 0.0b
5 362a 053ab 127a 1.10a 0.27a 0.72a 188.7a 7.00a 21.0a 20a 1L8b
10 3.64a 058a 108a 0.67a 0.25a 0.84a 163.7a 3.33a 12.6a 1.3a 32.6a

TRT=Tratamiento. Promedios seguidos de la misma literal son estadisticamente iguales segin Tukey

(P<0.05).
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CONCLUSIONES

La aplicacion de Se en forma foliar indujo un mayor estatus antioxidante en

las plantas de lechuga.

La aplicacion de Se aumentd la concentracion de N y P foliar pero sin

modificar la concentracion de otros elementos ni la biomasa.

La aplicacion foliar de Se puede usarse como una herramienta para elevar

la calidad nutricional de la lechuga en términos de antioxidantes.
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