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RESUMEN

La deficiencia de selenio en el mundo es un problema actual de salud pablica, por lo que
la estrategia de biofortificacion de cultivos es una herramienta util para dar solucion a
tan grave situacion. Actualmente, se han realizado investigaciones en diferentes cultivos
para conocer el efecto del selenio (Se) en diferentes aspectos, sin embargo, poco es lo
que se ha investigado en el cultivo del frijol. El presente trabajo de investigacion esta

dividido en seis capitulos:

Capitulo 1) Variacién del ionome en plantas de frijol crecidas bajo diferentes formas y
dosis de aplicacion de Se. En este apartado se encontrd un antagonismo de los nutrientes
esenciales con el Se en sus dos formas y diferentes dosis de aplicacion en el cultivo de
frijol, ya que tanto el selenato como el selenito disminuyeron la concentracion de estos
nutrientes en las hojas de frijol. Sin embargo, ninguno de estos nutrientes se redujo por
debajo del rango de suficiencia para este cultivo. Con respecto a los macronutrientes
esenciales, el Se favorecio solo las concentraciones de Ca, sin llegar a valores tdxicos
para la planta. Por esta razon, podemos afirmar que la fertilizacion con Se para el cultivo
del frijol es adecuada, ya que no causé disminucion en el rendimiento en las dosis
apropiadas. Finalmente, para aumentar la concentracion de Se en frijol bajo programas
de biofortificacion es una estrategia promisoria en los sistemas de cultivo, con el fin de
aumentar la ingesta de Se en la poblacién general y proporcionar los beneficios que

ofrece este nutriente en la salud humana.

Capitulo 2) Biofortificacion y patron de distribucion del Se en frijol: respuesta a
selenato y selenito. La aplicacion de Se en forma de selenito a 40 uM fue la mejor dosis

para biofortificar la planta de frijol, ya que favorecido el crecimiento de la planta
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(biomasa) y el aumento de la concentracion biodisponible de Se en la semilla. Respecto
al selenato, la mejor dosis fue la de 20 uM. Ademas, las dosis altas de selenito causaron
fitotoxicidad en frijol, provocando una drastica disminucion en la biomasa. Finalmente,
se concluye que es viable implementar un programa de biofortificacion de frijol con Se,

ya que dicho nutriente se concentrd principalmente en la semilla.

Capitulo 3) Metabolismo nitrogenado, biomasa y rendimiento de frijol en respuesta a la
fertilizacion con Se. En este apartado se encontré que la aplicacion de Se en forma de
selenato, tuvo un efecto positivo sobre el metabolismo nitrogenado y el aumento de
biomasa, por lo tanto, el Se puede ser incorporado en un programa de biofortificacion
con micronutrientes. El selenato fue menos tdxico que el selenito. Las dosis de 20 uM
de selenato y 40 uM de selenito fueron las mas adecuadas para biofortificar el frijol. Los
resultados encontrados indican que, la mayor produccién de biomasa se presento en la
dosis de 160 uM de selenato, de la misma forma la mayor concentracion de nitrogeno se
presento al aplicar la forma quimica de selenato, debido a que el selenito fue mas toxico
para la planta, ya que redujo la biomasa en un 63%. Sin embargo, la mayor actividad de
la enzima nitrato reductasa (NR) se observo en la dosis de 160 uM de selenito. Respecto

a la mayor concentracion de proteinas solubles, ésta se presentd al aplicar selenito.

Capitulo 4) Impacto de la fertilizacion con Se en la actividad de enzimas
detoxificadoras de H,O, en plantas de frijol. Los resultados obtenidos indicaron que la
actividad de las enzimas detoxificadoras de H,O, en plantas de frijol cv. Strike es
dependiente de la forma quimica de aplicacion de Se. El selenito, desde la dosis de 20
MM disminuyo la biomasa y el rendimiento, ademéas incrementd la actividad de la

superoxido dismutasa. Ademas, estas dosis incrementaron la actividad de la catalasa, sin
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embargo parece que no es eficiente en la detoxificacion de H,O, en presencia de Se,
dado el aumento también en la produccion de H,O,. Por otro lado, el selenato disminuyo
el rendimiento hasta la dosis de 160 pumol e increment6 la actividad de la enzima
glutation peroxidasa llegando a su maxima actividad en 160 pmol, por lo que resulté

menos toxico que el selenito.

Capitulo 5) Biofortificacion con Se y su efecto en la capacidad antioxidante del frijol.
Los resultados encontrados indicaron que para el cultivo del frijol es favorable la
fertilizacion con Se ya que incremento el rendimiento en las dosis de 40 uM de selenito
y 20 uM de selenato. Ademas, el mayor incremento en el contenido de compuestos
fenolicos fue en la dosis de 160 uM de selenito, en un 33% en relacion al control, con lo
gue también aumentd la capacidad antioxidante de las semillas de frijol, dado que en
esta dosis se tuvo el mayor incremento del poder reductor y por consecuencia el

aumento de la capacidad antioxidante.

Capitulo 6) Biofortificacion agrondmica con Se y su efecto en la calidad nutricional del
frijol. En este apartado se encontr6 un efecto favorable de la biofortificacion con Se en
el cultivo de frijol para el aumento en rendimiento. Las mejores dosis fueron 40 uM de
selenito y 20 uM de selenato, ya que incrementaron el contenido de Fe, Zny Se en la
semilla, por lo que aumentaron el valor nutritivo del cultivo. Potencialmente, el consumo
de 100 gramos del frijol biofortificado con 40 uM de selenito aportaria 6.74 mg de Fe,
2,2. mg de Zn, 2,020 mg de K y 13.8 mg de Se. Por otro lado, el consumo de 100
gramos de frijol biofortificado con 20 uM de selenato aportaria 8.47 mg de Fe, 2.4 mg
de Zn, 1,210 mg de K y 5.1 mg de Se. Respecto a esto, el consumo de 100 gramos de la

muestra control aportaria menos nutrientes: 6.64 mg de Fe, 2.07 mg de Zn, 1,110 mg de
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K, sin aporte de Se. Por lo tanto, el frijol es un cultivo viable para incorporar el Se a la
dieta de poblaciones humanas que presenten deficiencias de dicho elemento, por su gran
capacidad de acumular este elemento en la parte comestible de la planta (semilla). En
base a los resultados obtenidos en la presente investigacion es viable implementar un
programa de biofortificacion con Se en frijol, ya que este micronutriente se concentrd
mas en las semillas (parte comestible de la planta), permitiendo mejorar su calidad

nutricional y capacidad antioxidante.



INTRODUCCION

La biofortificacion de cultivos agricolas con micronutrientes es el proceso
mediante el cual se incrementa el contenido de elementos esenciales en la parte
comestible de la planta mediante la fertilizacion tradicional o con técnicas de
biotecnologia, para el beneficio del ser humano. La técnica utilizada mas eficiente y
con mejores resultados es la fertilizacion tradicional, ya que a un bajo costo se han
obtenido excelentes resultados y se ha beneficiado a importantes sectores de la
poblacién. Uno de los organismos que ha trabajado bajo este concepto de
biofortificacion de cultivos es Harvest Plus, y mencionan que esta técnica es factible
y ademas puede tener un impacto bioldgico, sin comprometer las caracteristicas
agrondmicas del cultivo. Sin embargo, el reto es lograr que los consumidores acepten
cultivos biofortificados, pero con el desarrollo de mercados y la creacion de

demanda, esto puede convertirse en una realidad.

Entre los nutrientes que se han utilizado recientemente en programas de
biofortificacion destaca el selenio (Se), debido a su importancia para la salud
humana. Estudios recientes indican que bajo una adecuada ingesta de este nutriente
se puede prevenir diferentes tipos de cancer, ademas tiene influencia sobre el buen
funcionamiento del sistema inmunoldgico. Sin embargo, actualmente existe una
deficiencia del consumo de Se afectando a gran parte de la poblacién mundial, esto
es debido a que los suelos contienen poca cantidad del elemento o que no esta
disponible para las plantas y debido a que la fuente principal de este nutriente es
mediante el consumo de vegetales el problema esta latente. EI contenido de Se en las
plantas depende de la forma quimica aplicada y ademas de la capacidad que tenga la

planta para tolerarlo en sus tejidos sin llegar a presentar sintomas de toxicidad, ya
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que el Se en grandes cantidades puede actuar como prooxidante. En base al
contenido de Se que toleran las plantas sin presentar sintomas de toxicidad se

clasifican en hiperacumuladoras, acumuladoras y no acumuladoras.

Las plantas pueden absorber el Se del suelo principalmente como selenato o
selenito, no obstante, pocos trabajos son los que han evaluado las dos fuentes de Se y
sus efectos en un mismo cultivo. Ademas, se debe tener en cuenta también el patron
de distribucion del Se en cada cultivo ya que bajo el concepto de biofortificacion el
propdsito es que el nutriente se concentre en la parte comestible. Por lo tanto, es
necesario detallar lo méas posible el efecto de dicho nutriente en todas las funciones
del cultivo en particular, ya que el Se aiin no es considerado esencial para las plantas.
El presente trabajo de tesis describe la biofortificacion con Se (selenato y selenito) y

su influencia en la capacidad antioxidante y calidad nutricional del fruto de frijol.

BIOFORTIFICACION CON MICRONUTRIENTES DE CULTIVOS

AGRICOLAS

La deficiencia de micronutrientes como hierro (Fe), zinc (Zn), selenio (Se) y
el iodo (I) es un problema de salud publica, que afecta a mas de un tercio de la
poblacién mundial (Who, 2002). El nimero de personas que tienen deficiencia en la
ingesta de Se se estima entre 0.5 y 1 millén de personas en todo el mundo (Combs,
2001). Deficiencias en calcio (Ca), magnesio (Mg) y cobre (Cu) se presentan en un
tercio de la poblacion, principalmente en los paises en vias de desarrollo (White y
Broadley, 2005; Who, 2006). La malnutricion por deficiencia de micronutrientes
tiene grandes consecuencias socio-econdmicas, lo que resulta en el aumento de la

mortalidad, el poco crecimiento, poco desarrollo y baja capacidad de aprendizaje en
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los bebés y nifios, ademas de pérdida de la capacidad para trabajar de los adultos, lo
cual a su vez debilita el crecimiento econdmico e induce pobreza (Who, 2002). Lo
anterior ha sido ocasionado en parte por la agricultura moderna que impulsa
principalmente un mayor rendimiento a menor costo, pero sin darle importancia a la

calidad nutricional (Sands et al., 2009).

La biofortificacion con micronutrientes de los cultivos basicos se presenta
como una herramienta Gtil para combatir esta problematica. Esta alternativa busca
incrementar el contenido de nutrientes en los cultivos mediante técnicas de
fertilizacion, fitomejoramiento tradicional o fitomejoramiento asistido con
biotecnologia (Welch y Graham, 1999; Welch, 2002; Welch y Graham, 2004; Nestel

et al., 2006; Johns y Eyzaguirre, 2007).

La biofortificacidn tiene multiples ventajas, como la inversion una sola vez
para desarrollar semillas fortificadas, los costos recurrentes son bajos y el
germoplasma puede ser compartido. Ademas, el sistema de cultivos biofortificados
es un medio viable para hacer llegar alimentos fortificados a las personas con acceso
limitado a ellos, especialmente la gente desnutrida de zonas rurales relativamente
remotas (Nestel et al., 2006). Sin embargo, requiere que la investigacién agricola
tenga vinculos directos con los sectores de salud y nutricién humana (Bouis et al.,

2003).

Por lo anterior, tres puntos principales son los que se requieren para
implementar un programa de biofortificaciona con éxito: 1) que los cultivos
biofortificados deben ser de alto rendimiento y rentable para el agricultor; 2) los
cultivos biofortificados deben mostrar eficacia para disminuir la problematica de

malnutricion en los seres humanos; 3) el cultivo biofortificado debe ser aceptado por



los agricultores y los consumidores en la region de destino. La organizacion Harvest
Plus, que es no gubernamental y se enfoca en el desarrollo de cultivos biofortificados
con selenio ha abordado todos estos temas (Hotz et al., 2007). Un punto importante a
tomar en cuenta para la optimizacion de los programas de biofortificacion es el
procesamiento que se le da a los cultivos después de la cosecha, ya que cultivos
como el trigo se consumen después de un proceso de molienda (White y Broadley,
2005) lo que pudiera modificar las concentraciones biodisponibles de los nutrientes
en el cultivo. Ademas, las concentraciones de algunos nutrientes como el Se y el
azufre (S) se encuentran en mayor proporcion en el embridn de la semilla; otros
como el Fe, Cu y Zn se encuentran principalmente en el salvado (Gregorio et al.,

2000; Lyons et al., 2005).

Biofortificacién con selenio

El contenido de Se en los alimentos es generalmente determinado por la
cantidad biodisponible de Se en los suelos. La concentracion de Se en la mayoria de
los suelos del mundo es baja (0.01-2.0 mg Se kg™), con un promedio de 0.4 mg Se
kg™; sin embargo, existen suelos seleniferos con concentraciones mayores a 1,200

mg Se kg™ (Fordyce, 2005).

Para mejorar la problematica de la deficiencia de Se en la poblacion mundial,
lo necesario es biofortificar cultivos basicos en la dieta humana, como el trigo, maiz,
arroz, frijol y papa. Las concentraciones de Se en estos cultivos se puede aumentar a
través de la fertilizacion tradicional (Eurola et al., 1991; Gupta y Gupta 2002; Lyons
et al., 2004, 2005; Turakainen et al., 2004), teniendo beneficios como lo indican
Pennanen et al. (2002) y Hu et al. (2003), quienes encontraron que el Se incrementa

el crecimiento en el cultivo de la lechuga y el té verde, respectivamente. También se



ha encontrado que el Se incrementa el crecimiento y la calidad del tubérculo de papa
(Turakainen, 2007). En zacate ryegrass se ha demostrado que promueve el

crecimiento de las raices (Cartes et al., 2010).

La adicion de Se en plantas de fresa ayudd a disminuir el estrés ocasionado
por los rayos UV-B, ademas de que hubo un mayor crecimiento (Heijari et al., 2006).
En plantas hiperacumuladoras como la Brassica juncea, el Se las protege contra el

ataque de herviboros y de hongos (Hanson et al., 2003).

En lo referente a la adicion de Se al cultivo de frijol, son pocos los trabajos
que se han realizado. Arvy (1989) indica que después de la absorcién por tres horas
de Se en forma de selenito por la raiz de las plantas de frijol, este es eficientemente
traslocado a la parte aérea, encontrando ademdas que la captacion se incrementa
cuando las plantas se mantienen en obscuridad o cuando la solucion nutritiva se
suministré con glucosa, por lo que indica que la traslocacién del selenito es mediante

un transporte activo.

Posteriormente, Arvy (1993) aplic6 selenato y selenito reportando lo
siguiente: después de 3 horas de absorcion de selenato méas del 50% se trasloco a los
organos aéreos. Cuando las raices se sumergen en una solucion de hidroxilamina el
nivel de Se se redujo en un 80% en toda la planta, lo que sugiere que la absorcion de
selenato requiere energia. Respecto al selenito, una parte importante del Se se habia
acumulado en las raices, mientras que una pequefia fraccion se trasmite a los 6rganos
aéreos. Este porcentaje se redujo en 20% cuando las plantas se trasfirieron a una
solucion de hidroxilamina, lo que sugiere que parte del selenito entro a las raices en

forma pasiva.



Smrkolj et al. (2007) aplicaron selenato en plantas de frijol bajo dos métodos
diferentes (fertilizacion foliar y fertilizacién via hidropdnica) durante 10 dias,
encontrando que en las semillas obtenidas de la fertilizacion foliar se acumulé mas
Se (2 ug 97! p.s. contra 0.6 pug g™* p.s.). Ademas, encontraron SeMeSeCis y Semet y

dos especies desconocidas de Se.

En un estudio reciente en frijol, Aggarwal et al. (2011) aplicaron selenato
hasta los diez dias de edad de las plantulas. Encontraron que en bajas dosis (1 y 2
ppm) el selenato incrementd el crecimiento de los rebrotes y raices, mientras que en
dosis altas (4 y 6 ppm) el crecimiento se vié inhibido, lo que se relacion6 al dafio en
la membrana, baja respiracion celular, disminucion en el contenido de clorofila y
agua en las hojas. Ademas, indican que el efecto fitotoxico del Se podria ser debido a

la reduccion de los niveles endogenos de prolina y el aumento en el estrés oxidativo.

Estrategias de biofortificacion con selenio

La concentracion de Se en los tejidos vegetales puede ser aumentada
mediante la fertilizacién en el suelo o aplicaciones foliares. EI mejor ejemplo de la
eficacia de esta técnica para incrementar el contenido de Se en los cultivos es
Finlandia (en donde desde 1984 se ha incluido Se en los fertilizantes) y Nueva
Zelanda (Eurola et al., 1989, 1991, 2004; Lyons et al., 2003; Hartikainen, 2005), lo
anterior ha ayudado a incrementar la ingesta diaria de Se en la poblacion de ese pais

de 25 a 60 pg en 1974 a un promedio de 90 pg en 1992 (Reilly, 1998).

La aplicacion de Se via fertilizacion foliar en pasto y forrajes ha sido aplicada
con éxito, mostrando resultados favorables en el contenido de Se en la dieta de
animales y humanos (Gissel-Nielsen, 1998; Gupta y Gupta, 2002; Broadley et al.,

2006).



Respecto al mejoramiento genético para aumentar el contenido de Se, se
menciona que la variabilidad genética hereditaria no es lo suficientemente eficiente
para acumular Se en los cultivos (Graham et al., 2001; Rayman, 2002; Lyons et al.,

2003, 2005).

El uso de la biotecnologia mediante la manipulacion de genes puede ser otra
alternativa para incrementar el contenido de Se en las plantas. Bafiuelos et al. (2005)
mencionan que la sobreexpresion de la enzima ATP sulfurilasa y de genes
involucrados en la sintesis del glutation aumenta la acumulacion de Se en plantas
transgénicas de mostaza de indias (Brassica juncea L.). En plantas de Arabidopsis, la
sobreexpresion de la enzima selenocisteina-liasa incrementa la tolerancia al Se y

aumenta en un 50% su acumulacion (Hoewyk et al., 2005).
Quimica del selenio

El Se y el azufre (S) son nutrientes quimicamente similares, por lo que su
absorcion y asimilacion en las plantas es a través de vias comunes (Eapen y D’Souza,
2005). Las valencias mas comunes del Se son -2, 0, +2, +4, +6, que se presentan
como Se? (selenuro), Se° (selenio elemental), Se,05° (tioselenato), SeOs* (selenito)

y Se0,* (selenato) (Sors et al., 2005).

La acumulacion de Se y su via metabolica no solo depende de la especie de
planta, sino también de la forma quimica suministrada (Zayed et al., 1998; Ximenex-

Embun et al., 2004; Li et al., 2008).

El Se es muy movil en condiciones oxidantes, pero su movilidad disminuye
con la disminucion del pH (Terry et al., 2005; Broadley et al., 2006). Ademas, la

termodinamica y las condiciones redox pueden cambiar las distribuciones de



equilibrio entre las diferentes formas de Se (Figura 1), no obstante, en el medio
ambiente estas condiciones y sus cambios dependen de la cinética de las reacciones.
Similarmente, las formas organicas de Se también son abundantes en el medio
ambiente, son sensibles al pH y las condiciones redox de su entorno. Por otra parte,
la distribucion geoldgica, quimica y bioquimica del Se, tienden a ser andlogas al S
(Ralston et al., 2008). Un conocimiento a fondo de la estructura quimica del Se es de
vital importancia para un mayor beneficio en sistemas de produccién. Sin embargo,
la caracterizacion de las formas de Se mas comlUnmente usadas en la agricultura

(selenato y selenito de sodio) es escasa (Barraza et al., 2011).
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Figura 1. Estabilidad termodinamica de las formas de selenio en relacion al
potencial redox y pH (Drever, 1997).



Selenio en los suelos

El Se es uno de los elementos que se encuentran en mayor cantidad en la
corteza terrestre, en gran parte se encuentra asociado con el azufre (S). Se estima que
en la corteza terrestre hay entre 0.05 y 0.09 mg kg™ de Se. Sin embargo, la
distribucion geogréafica de este elemento en los suelos es muy variada (Wang y Gao,
2001). Igualmente, la proporciéon de Se soluble en agua y biodisponible para las
plantas no necesariamente se correlaciona con el nivel de Se total en el suelo (Zhao
et al.,, 1993). La concentracion y forma presente del Se en los suelos esta
determinada principalmente por su geoquimica (White et al., 2007; Rayman et al.,

2008).

Los factores que intervienen en la movilidad del Se en los suelos son el pH,
condiciones redox y el contenido de materia organica. Un aumento en el pH del suelo

aumenta la absorcién de Se por la planta (Johnsson, 1991).

Las formas mas comunmente aplicadas de Se son el selenito y el selenato, sin
embargo, estudios recientes indican que menos del 20% del Se aplicado en el suelo

en forma de selenato es absorbido por el cultivo (Keskinen et al., 2009).

En México, en la zona norte, existen suelos con concentraciones altas de este
elemento (Reilly, 2006). Sin embargo, el Altiplano mexicano es una zona deficiente
de Se (Ramirez-Bribiesca et al., 2001), donde se localiza el estado de Zacatecas, la
principal zona productora de frijol. Debido a que existe una insuficiencia de Se en los
suelos, probablemente exista una deficiencia en el consumo de Se en la dieta
mexicana. El aporte a través del consumo de frijol es de 180 pg kg 1, que resulta

insuficiente para cubrir el requerimiento diario (Wyatt et al., 1996).



Ruta de asimilacion del selenio en plantas

Las plantas pueden tomar el Se como selenato, selenito, 0 como compuestos
organicos de Se como selenocisteina (SeCis) y selenometionina (SeMet) (White et
al., 2004; White et al., 2007). El selenito y el selenato son las dos formas quimicas
mas comunes presentes en el ambiente. El selenito tiene mas afinidad de adsorcion y
el selenato es mas soluble en agua (Hamilton, 2003), ambas formas son facilmente

absorbidas por las plantas (Shardendu et al., 2003; Bafiuelos y Lin, 2005).

En la Figura 2 se esquematiza el proceso de asimilacion del Se. El Se puede
entrar como selenato en las células de la raiz a través de los transportadores de
sulfato en la membrana plasmatica (Terry et al., 2000; White et al., 2004) o como
selenito. La absorcion del selenito aun no esta claramente evidenciada, sin embargo,
se sugiere que la absorcidn de selenito es un proceso activo parcialmente mediado
por los transportadores de fosfato (Li et al., 2008). Después de que el selenato es
absorbido por las plantas es transportado a los plastidios o puede permanecer en el
citoplasma, donde es asimilado por la via de asimilacién del S. En esta ruta de
asimilacion el selenato es activado por la ATP sulfurilasa para formar Adenosin
5'fosfoselenato, que se reduce a selenito en la presencia de Adenosin 5'fosfosulfato
reductasa y posteriormente a seleniuro a través de una via no enzimatica en la
presencia de glutation. El seleniuro se asimila en SeCis y SeMet. Estos seleno
aminoacidos se incorporan a las proteinas de forma no especifica y pueden causar
toxicidad a la planta. Los selenoaminoacidos también pueden ser eliminados
mediante la volatilizacion al convertirse en dimetilseleniuro (DMSe) (Lu et al.,
1995; Ip et al., 2002; Ellis y Salt, 2003), siendo el principal producto de la

fitovolatilizacion (Dumont et al., 2006), mediante la enzima sulfato metil metionina
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hidrolasa que convierte la selenometilmetionina a DMSe (Berken et al., 2002;
Turakainen, 2007). En las plantas acumuladoras, la SeCis es metilada y se convierte

en dimetildiseleniuro para ser volatilizado (Terry et al., 2000).

Selenio externo Se(42- SeO32
| L

\7 N
Selenio interno Sep42' SqO}z'

SeQ Volatilizacion

ATPTY, ATP sulfurilasa

Adenosina 5 Fosfoselenato
(APSe)

\J/ APS reductasa
- Se0s*”

Sulfito reductasa \[/

SeO3?

Dimetildiselenuro

Metil-selenocisteina

9-
SeO3 Selenocisteina metiltranferasa

OAS“\[/( 'ys-sintasa

_ Selenocisteina Proteinas

\I/Cislal[nninﬂ y-sintasa

Selenocistationa

\l/ Cistationina B-liasa

Selenohomocisteina ’ Selenohomocisteina |
Metionina sin[asa\l/

p ‘L \ \ Selenometionina ‘

Selenometionina Metionina '
b | metiltransferasa

\L Se-metil nlletionina |

\ Plastidio Proteinas

Dimetilselenuro

Citosol

Volatilizacion

Figura 2. Esquema simplificado de la ruta de asimilacion y eliminacion del Se en
plantas (Terry et al., 2000; Sors et al., 2005).

La habilidad de las plantas para volatilizar el Se estd influenciada por la
concentracion de Se en el medio de cultivo, la especie de Se suministrada y la

concentracion de sulfato en comparacion al selenato (Terry et al., 2000). La tasa de
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volatilizacion de Se varia considerablemente entre las especies de plantas (Duckart et
al., 1992). Sin embargo, para algunas especies no existe diferencia entre la tasa de
volatilizacion de Se cuando se suministra selenito o selenato como es el caso de los
arboles de sauces (Salix atsudana Koidz x alba L. y Salix babylonica L.) (Yu y Gu,
2008). Mientras que en cultivos como el brocoli, mostaza de India, remolacha

azucarera y arroz, se volatiliza mas selenito que selenato (Zayed et al., 1998).

Respecto a la absorciéon, Yu y Gu (2008) reportaron que en los arboles de
sauces (Salix atsudana Koidz x alba L. y Salix babylonica L.) se absorbié mas
rapidamente el selenato que el selenito, sin embargo, indican que aungue el selenato
fue mas eficientemente absorbido por la planta, el selenito tuvo mayor movilidad en

su interior.

La respuesta de las plantas al Se puede variar dependiendo de la
concentracion del nutriente en el suelo y de su concentracion. En general, las plantas
se pueden dividir en tres grupos: no acumuladoras de Se, indicadoras de Se, y
acumuladoras de Se. Las plantas no acumuladoras rara vez contienen mas de 100 ug
Se ¢! de materia seca, las indicadoras pueden contener hasta 1,000 pg Se g de
materia seca, mientras que las acumuladoras pueden contener hasta 4,000 ug Se g™
de materia seca, cuando crecen en suelos ricos en Se, por ejemplo en areas del oeste
de Estados Unidos (Bell et al., 1992; Feist y Parker, 2001). Las especies de plantas
con capacidad para tolerar grandes cantidades de Se son usadas para fitorremediacion
en lugares contaminados con Se (Terry et al., 2000; Berken et al., 2002). Sin
embargo, la mayoria de las plantas cultivadas tienen una baja tolerancia a altas
concentraciones de Se. Generalmente, las plantas solo contienen bajos niveles como

25 umol Se g™ y son consideradas como no acumuladoras (Hasanuzzaman et al.,
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2010). En plantas acumuladoras de Se, la selenocisteina puede ser metilada y
convertida a dimetilseleniuro. La metilselenocisteina no es incorparada a las
proteinas y puede ser volatilizada como dimetilseleniuro, lo que es un paso

importante para evitar la toxicidad de Se (Sors et al., 2005).

Cuando se suministra selenato a las plantas no hiperacumuladoras, acumulan
Se principalmente como selenato, y s6lo una pequefia fraccion (aproximadamente
5%) como Se organico (C-Se-C) (De Souza et al., 1998) y los mas altos niveles de
Se se encuentran en los tejidos vasculares (Freeman et al., 2006). En plantas
hiperacumuladoras se acumula Se principalmente como metilSeCis en las hojas o en
las vacuolas de las células epidérmicas (Freeman et al., 2006). Por lo tanto, el
metabolismo y el patron de distribucion es diferente entre las plantas no
hiperacumuladoras y las acumuladoras. Se cree que el Se es distribuido dentro de la
planta como selenato y/o como compuestos organicos a través del floema (White et

al., 2007).

La toxicidad de Se es originada primeramente por la generacién de radicales
superdxido, la sustitucion del Se por el S en las proteinas (sustitucion de la cisteina y
metionina por selenoanalogos) y por la inhibicion de la metilacién, lo que significa
gue actla como prooxidante (Zayed et al., 1998; Terry et al., 2000; Spallholz y
Hoffman, 2002). La absorcion de altas concentraciones de Se por la raiz de las
plantas provoca sintomas de lesiones como retraso en el crecimiento, clorosis,
marchitez y secado de las hojas, disminucion de la sintesis de proteinas, lo que
origina estres oxidativo y lleva a la muerte prematura de la planta (Mengel y Kirkby,

1987).
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BIOFORTIFICACION CON SELENIO E INDUCCION DE LA CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes son sustancias organicas que cuando estan presentes en
bajas concentraciones en comparacién con las de un sustrato oxidable, retrasa
significativamente o previenen la oxidacion de ese sustrato (Halliwell y Gutteridge,
1999). Entre los compuestos con capacidad antioxidante destacan los compuestos

fendlicos, carotenoides, ascorbato, glutation y Se (Shao et al., 2008).
Compuestos fenolicos

El grupo de los compuestos fendlicos comprende aproximadamente 8,000
compuestos presentes en la naturaleza. Estos tienen una estructura comun: un anillo
fenol, que es un anillo aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo (Figura

3).

OH OH

O

Figura 3. Estructura basica de un fenol

Los compuestos fenolicos tienen efectos beneficos en la salud, principalmente
mediante la actividad antioxidante (Fan et al., 2002). Estos compuestos remueven los

radicales libres, ademas secuestran metales, activan enzimas antioxidantes y pueden
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inhibir oxidasas (Heim et al., 2002). Los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios en las plantas, derivados de la fenilalanina. Las plantas y los alimentos
contienen una gran variedad de derivados fenolicos, incluyendo fenoles simples,
fenilpropanoides, derivados del acido benzoico, flavonoides, estilbenos, taninos,
lignanos y ligninas, suberina y cutina. Los compuestos fendlicos son esenciales para
el crecimiento y reproduccion de las plantas, actdan como antipatdgenos,
contribuyen a la pigmentacion, y son atrayentes de polinizadores. Ademas, pueden
proteger a las plantas de la luz UV y son antioxidantes naturales. Estos compuestos
presentan actividad antimutagénica y anticancerigena, ademas tienen un papel muy
importante en la salud debido a que se han asociado con la reduccion de

enfermedades crénico-degenerativas (Rui, 2004).

Flavonoides

Los flavonoides son parte de los polifenoles y poseen al menos 2 subunidades
fenolicas (Figura 4). Los compuestos que tienen 3 0 mas subunidades fendlicas se

denominan taninos (Robbins, 2003).

5 B

Figura 4. Estructura bésica de los flavonoides
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Los flavonoides comprenden alrededor de 4,000 compuestos y son derivados
fenolicos. Estos poseen actividad antioxidante y capacidad para capturar radicales
libres (Vinson et al., 1995). La actividad antioxidante depende de la estructura
individual y del nimero de hidroxilos sustituyentes, asi como, del peso molecular. En
los flavonoides, esta caracteristica se asocia con la presencia en la molécula de

grupos orto dihidroxi en el anillo B, un doble enlace entre el C_y C, en conjunto con

la posicion 4-oxo en el anillo C, y grupos 3-5 hidroxi, y la funcion 4 — oxo en los

anillos Ay C (Velioglu et al., 1998).
Principales compuestos fendlicos de la semilla de frijol

La semilla de frijol contiene diferentes compuestos fendlicos, principalmente
se encuentran en la cascarilla y el color de ésta se encuentra determinado por la
presencia y concentracion de polifenoles tales como flavonoides glicosilados, taninos
condensados y antocianinas (Choung et al., 2003; Romani et al., 2004; Salinas et al.,

2005).

Los taninos son producto de la condensacion de fenoles simples y tienen una
variedad de estructuras moleculares. Ellos estdn generalmente divididos en
proantocianidinas hidrolizables y condensadas (polimeros de flavan-3-oles) (Haslam,
1989). Los taninos son compuestos biolégicamente activos y pueden tener efectos
nutricionales benéficos o adversos. Los taninos condensados, compuestos fenolicos
predominantes en semillas leguminosas, se encuentran ampliamente en lentejas,
granos de soya coloreados, Yy frijoles comunes (Takahata et al., 2001; Troszynska et
al., 2002; Beninger y Hosfield, 2003; Amarowicz et al., 2004). Estos compuestos son
los principales componentes de la cascarilla de frijol, han sido reportados en todos

los colores de semilla, desde el negro, rojo, café, amarillo, crema e inclusive en el
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blanco; sin embargo, no estd muy clara la relacién entre el contenido de taninos y la
actividad antioxidante del frijol. Inicialmente se asociaba una mayor actividad en los
frijoles negros y mas coloridos, contradictorio a lo reportado por Beninger y Hosfield

(2003) que encontraron la mayor actividad antioxidante en frijol blanco.
Glutation

El glutation (Figura 5) es un tripéptido (a-glutamyl, cisteina, glicina), que se
ha encontrado en sitios celulares como citosol, cloroplastos, reticulo endoplasmatico,
vacuolas y mitocondria. Este participa en el control de los niveles de H,0,, ya que el
cambio de glutation reducido (GSH) a glutation oxidado (GSSG) se da durante la
degradacion del H,O, en el ciclo ascorbato glutation, su funcién antioxidante es méas
evidente bajo condiciones de estrés (Foyer et al., 2001; Millar et al., 2003; Foyer y

Noctor, 2005).

HS
O

H
HOOC N.__COOH

1=

NH, O
Figura 5. Formula estructural del glutation (GSH)
Ademas, tiene otras funciones como: transporte y almacenamiento de S,
control del estado redox de la célula, proteccion de los grupos tiol de las proteinas,

participacion en el ciclo celular, induccion de expresion de genes de defensa ante

patogenos, percepcion y respuesta ante estrés abiotico actuando como sensor celular,
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produccién de fitoquelatinas, detoxificacion de metales pesados y xenobioticos

(Foyer y Noctor, 2005).

Ascorbato

Es un compuesto reductor hidrosoluble muy abundante en las plantas. En su
estado reducido actia como cofactor de enzimas antioxidantes que destruyen
diferentes tipos de especies reactivas de oxigeno dentro del ciclo ascorbato-glutation,
por lo que reduce el dafio oxidativo en una funcion sinérgica con otros antioxidantes
(Foyer y Noctor, 2005). Asi, tiene un papel muy importante en el crecimiento, el

desarrollo, y en la respuesta al estrés en las plantas (Debolt et al., 2007).

Figura 6. Formula estructural del ascorbato (AsA)

Selenio

Este elemento no ha sido clasificado como un nutriente esencial para las

plantas; no obstante, diversas investigaciones han demostrado que es favorable,
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debido a que actia como un promotor de la capacidad antioxidante que inhibe la
peroxidacion lipidica en zacate ryegrass (Lolium perenne) (Hartikainen et al., 2000).
Estudios recientes han demostrado que el Se tiene efectos positivos en la
acumulacién de carbohidratos en el cultivo de papa (Turakainen et al., 2004).
Ademas, estudios recientes han demostrado que el Se promueve el crecimiento y
desarrollo de las plantas e incluso puede incrementar su capacidad antioxidante
cuando se encuentran sujetas a varios tipos de estrées (Peng et al., 2002;
Djanaguiraman et al.,, 2005). EI Se actia como antioxidante al inhibir la
peroxidacién de lipidos, como lo mencionan Hartikainen et al. (2000) en un trabajo
realizado en zacate ryegrass a concentraciones de 0.1 a 1.0 mg Se Kg™. Otros
autores como Djanaguiraman et al. (2005) mencionan que mejora el crecimiento y la
capacidad antioxidante en el cultivo de soya, ayudando en el estrés oxidativo causado
por la radiacion UV. Ramos et al. (2010) indican que en el cultivo de la lechuga a

dosis bajas el Se actia como antioxidante y ademas mejora el crecimiento.

En otros reportes se sugiere que el aumento de la capacidad antioxidante al
aplicar Se a los diferentes cultivos es debido al incremento de compuestos como el
tocoferol y compuestos fendlicos (Hartikainen et al., 2000; Lee et al., 2001; Rios et

al., 2008).

Xu et al. (2003) mencionan que en plantas de té verde la adicion de Se
incrementa el contenido de &cido ascoérbico por lo que aumenta la capacidad
antioxidante. En el cultivo de arroz de igual forma la adicion de Se incrementa la

capacidad antioxidante (Xuy Hu, 2004).
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Biofortificacion con selenio y su influencia sobre el metabolismo oxidativo en

plantas

En condiciones fisiologicas, las principales especies quimicas de oxigeno
presentes en la célula son: oxigeno triplete (°0,), oxigeno singlete (*O,), superéxido
(0;7), peroxido de hidrégeno (H,O,), radical hidroxilo (OH-), agua (H.O) e
hidréxido (OH") (Foyer y Noctor, 2009). El O, es una molécula relativamente estable
capaz de generar especies mucho mas reactivas a traveés de reacciones de
transferencia de energia o de electrones. Las especies de oxigeno reactivo (ROS) son
moléculas con moderada (H.0,, O,") o elevada (OH-,*0,) reactividad quimica que
se generan durante el metabolismo celular y pueden dafar a distintas biomoléculas.
El radical OH- se origina por reduccién del H,0, por cantidades traza de Fe** y Cu*
(reacciones Fenton). Este radical OH- es extremadamente oxidante y reacciona
instantaneamente con moléculas proximas, ya que tiene capacidad para iniciar la
peroxidaciéon de lipidos. En cambio, el radical O,- 6 el H,O, no causan dafio
oxidativo por si mismos, pero si intervienen en la formacion de ROS y especies de
nitrégeno reactivo (RNS) con mayor capacidad oxidante (Halliwell y Gutteridge,
2007). ElI O, oxida a diferentes biomoléculas en funcién de su localizacion
intracelular, dafia las membranas e incluso interviene en la induccion de la muerte

celular (Ryter y Tyrrell, 1998) al provocar estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es un desequilibrio en el balance pro-oxidante-
antioxidante, donde la ventaja la tiene el primero, lo que puede originar un dafio
(Sies, 1991). Este desequilibrio puede dar como resultado una disminucion de los
niveles de antioxidantes, por ejemplo las mutaciones que afectan a la actividad de las

enzimas de defensa antioxidante como SODCuZn o GSH-Px, también puede ser por
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las toxinas que destruyen las defensas antioxidantes o el aumento de la produccion de

especies reactivas (Halliwell y Whiteman, 2004).

La produccion de especies reactivas en plantas se produce principalmente en
la fotosintesis, respiracion, metabolismo celular, respuesta a estrés y fijacion de No.
En los cloroplastos el fotosistema | reduce el O, a radical O, a través de la reaccion
de Mehler (fotorreduccion de O,) y el fotosistema Il genera radicales O,y OH-. En
el interior de los cloroplastos se puede producir O, cuando la clorofila transfiere la
energia de excitacion al O, (Halliwell y Gutteridge, 2007). Posteriormente, en las
mitocondrias durante la respiracion se reduce el O, a H,O a través de la cadena de
transporte de electrones. Esta reduccion puede tener lugar por un mecanismo
tetravalente (citocromo c¢ oxidasa, oxidasa alternativa) y del 1 al 2% del O,
consumido genera ROS. Esto ocurre principalmente en los complejos I (NADH
deshidrogenasa) y Il (ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa) de la membrana
interna mitocondrial. La superoxido dismutasa-Mn (SODMnN) mitocondrial actla
sobre el radical O, para transformarlo en H,O-, que se reduce por iones Fe** o Cu* a

radicales OH- en reacciones tipo Fenton (Navrot et al., 2007).

En los peroxisomas se produce H,O, durante la fotorrespiracion mediante la
glicolato oxidasa, la -oxidacion de los &cidos grasos, y la dismutacion del radical
O, por la SODMn y SODCuzn. El O, se origina en la matriz por accion de la
xantina oxidasa y en la membrana por un mecanismo dependiente de NADPH (Del
Rio et al., 2006). La capacidad de producir y regular la liberacion de ROS y RNS al
citosol, asi como la proliferacion de peroxisomas en respuesta a diversos estreses y

durante la senescencia, determinan que estos organulos desempefien un papel clave
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en la respuesta al estrés oxidativo en las plantas (Corpas et al., 2001; Del Rio et al.,

2002).

Ademas de los compuestos con capacidad antioxidante, las células vegetales
también cuentan con un sistema antioxidante enzimatico, donde participan
principalmente las enzimas del ciclo ascorbato-glutation, la superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px). En el ciclo ascorbato-
glutation se lleva a cabo en algunos organulos celulares como los cloroplastos,
plastidios, mitocondrias y peroxisomas (Figura 7) (Mittova et al., 2004). El objetivo
de este ciclo es eliminar el H,O, que utiliza como donador de electrones la
Nicotinamida Adenin Dinucle6tido fosfato reducido (NADPH). La primera enzima
que actua es la ascorbato peroxidasa (APX), la cual cataliza la reduccion de H,0; a
agua utilizando el ascorbato reducido (AsA). El producto de esta reaccion es el
monodehidroascorbato  (MDHA), el cual puede oxidarse espontdneamente a
dehidroascorbato (DHA). EI AsA puede ser regenerado a partir del MDHA por la
enzima monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) con oxidacion de la
Nicotinamida Adenina reducido (NADH) o a partir del DHA por la dehidroascorbato
reductasa (DHAR) utilizando el GSH como reductor, el GSH oxidado (GSSG) puede
regenerarse por la accion de la enzima glutation reductasa (GR) (Foyer y Noctor,

2009).
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H,0, 4Ascorbato

Figura 7. Ciclo ascorbato-glutation: participan enzimas como la ascorbato
peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR),
dehidroascorbato reductasa (DHAR), glutation reductasa (GR) (Foyer y Noctor
2009).

Superdxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1)

Las SODs (Figura 8) son metaloenzimas que catalizan la dismutacion del radical
o 20, + 2H" — H,0, + 0,

Es una metaloenzima encargada de la eliminacién de O, mediante una
reaccion de dismutacion. Se han encontrado tres tipos de SODs, ya que utilizan
diferente metal como cofactor: cobre y zinc (SODCuZn), manganeso (SODMn) o
hierro (SODFe), los tres tipos de enzimas son sintetizadas en el citoplasma. Las

SODCuZn se encuentran en los cloroplastos, peroxisomas y citosol, las SODMn en

mitocondrias y peroxisomas, y las SODFe en cloroplastos (Alscher et al., 2002).

23



Figura 8. Estructura de la enzima superoxido dismutasa (SOD). Tomada de
Protein Data Bank. http://www.rcsb.org/pdb/images/3pu7_bio_r 500.jpg. Entrada:
3pu7.

Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6)

La CAT (Figura 9) es una homoproteina tetramérica que elimina el H,O; sin
necesitar el aporte del poder reductor, sin embargo, tiene una baja afinidad por el
sustrato, lo que la hace poco eficiente en la eliminacion de H,O, cuando este se
encuentra presente en concentraciones bajas. En las plantas la mayoria de la CAT se
localiza en los peroxisomas, donde la concentracién de H,O, es muy alta (Feieraben,
2005). Esta enzima es una metaloproteina tetramérica, cuyo peso molecular se
encuentra en el rango de 210-280 kDa. Consta de 4 subunidades idénticas que se
mantienen unidas por interacciones no covalentes. Cada subunidad contiene un grupo

prostético de protoporfirina IX y el contenido protohémico y el de hierro representan
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un 1.1 % y 0.09 %, respectivamente, del peso molecular total de la enzima (Hadju et

al., 1977).

Figura 9. Estructura de la enzima catalasa (CAT). Tomada de Protein Data
Bank. http://www.cathdb.info/pdb/lade. Entrada: lade.

Glutation peroxidasa (GSH-Px, EC 1.11.1.9)

La enzima GSH-Px cataliza la reduccion de hidroperdxidos organicos y
perdxidos de lipidos, tales como los que se originan en las membranas en situacion de

estrés, utilizando GSH como donador de electrones (Hartikainen et al., 2000).

ROOH + GSH — ROH + GSSG
Esta enzima comunmente se encuentra en los cloroplastos de las celulas
vegetales. Su funcion es eliminar el H,O, y utiliza al GSH como donador de

electrones.

25



En plantas esta enzima se puede clasificar en tres tipos: las seleno-
dependientes, las cuales se componen de cuatro subunidades de 16 kDa y se han
identificado en Aloe vera (Sabeh et al., 1993), y las no seleno-dependientes
fosfolipido hidroperoxido glutation peroxidasa (PHGPXs) y la glutation transferasa
que muestra actividad de glutation peroxidasa (GST-GPOX) (Eshdat et al., 1997).
Sin embargo, esto difiere de lo que indican otros autores, por lo que no existen
pruebas suficientes para indicar que la enzima GSH-Px en plantas es seleno-

dependiente.

Figura 10. Estructura de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px). Tomada de
Protein Data Bank.http://www.rcsb.org/pdb/images/3kij_bio_r_500.jpg?bioNum=1.
Entrada: 3Kkij.

Rios et al. (2008) indican que el selenio como selenato y selenito de sodio a
diferentes dosis de aplicacion en plantas de lechuga fueron eficientes para la

detoxificacion de H,0,. Sin embargo, el selenato fue menos tdxico que el selenito.
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Ademas, las plantas tratadas con selenato indujeron una mayor actividad de enzimas
detoxificadoras como la ascorbato peroxidasa (APX) y glutation peroxidasa (GSH-
Px). De la misma forma, en zacate ryegrass el selenato fue mas eficiente que el
selenito como inductor de la enzima GSH-Px (Cartes et al., 2005). La influencia
positiva del Se sobre la actividad de la GSH-Px sugiere que, en plantas, esta enzima

es seleno-dependiente (Hartikainen et al., 2000).

Estudios realizados en plantas de trigo indican que el Se incrementd la
actividad de enzimas como la catalasa (CAT) y peroxidasa (POD) a dosis bajas (0.05
mM Kg™), sin embargo, al incrementar la dosis (0.15 mM kg™) la actividad se
redujo (Nowak et al., 2004). A bajas concentraciones puede también activar a la
enzima POD al mejorar el estrés oxidativo inducido por el aluminio, y participar en

la dismutacion espontanea del radical superoxido a H,O, (Cartes et al., 2010).

En plantas de colza y zacate ryegrass minimizo el efecto toxico y el estrés
oxidativo causado por los metales pesados (Filek et al., 2008; Cartes et al., 2010).
Hawrylak et al. (2010) menciona que la adicién de selenio en plantas de pepino,
provocd el aumento en la produccién de prolina y una disminucion en la
peroxidacion de lipidos, lo que ayudo en la resistencia a estrés por frio. ElI Se

incrementa la actividad de la SOD en las plantas de acerera (Kong et al., 2005).

El Se reduce el estrés oxidativo del aluminio en plantas de centeno mediante
la dismutacion espontanea de los radicales superdxido y la activacién de la enzima

peroxidasa (Cartes et al., 2010).
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SELENIO EN LA CALIDAD NUTRICIONAL DE LOS CULTIVOS

La interaccion de los nutrientes en relacion al Se es muy importante, ya que
determinan la calidad nutricional del cultivo. El Se y el fésforo (P) no pertenecen al
mismo grupo en la tabla periddica, sin embargo, ambos son absorbidos por la planta
en forma de aniones, por lo que ha sido muy estudiada dicha interaccion. Carter et al.
(1972) observaron que mediante la aplicacién de P al suelo se logréo aumentar la
concentracion de Se en un cultivo de alfalfa. Estudios mas recientes como el de Liu
et al. (2004) respaldan esta informacién al indicar que la adicion de P incrementd el
contenido de Se en plantas de arroz, lo que indica una beneficiosa interaccion entre
estos dos nutrientes. Al respecto, Hawrylak (2008) menciona que al adicionar Se en
forma de selenito en plantas de maiz el contendio de P y calcio (Ca) aumentd,

mientras que el contenido de potasio (K) disminuyo.

El efecto del Se al aplicar selenito a dosis bajas (5, 10 y 20 mg kg™) en
plantas acumuladoras como el helecho chino (Pteris vittata L.) suprime la absorcion
de magnesio (Mg), K, hierro (Fe), cobre (Cu) y zinc (Zn), mientras que con altas
dosis de selenito (40, 60, 80 y 100 mg kg™) incrementd el contenido de Ca, Mg y K.
Lo anterior sugiere que el Ca, Mg y K pudieran estar involucrados en el mecanismo
de tolerancia del Se. Sin embargo, el efecto del Se en el contenido nutrimental es

variable segun el cultivo de que se trate (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la aplicacion de Se en plantas de Phaseolus vulgaris L. cv.
Strike (Hermosillo et al., 2011).

INFLUENCIA DEL SELENIO SOBRE EL METABOLISMO

NITROGENADO DE LAS PLANTAS

El contenido de nitrogeno (N) en las plantas es determinante para el
crecimiento, y el rendimiento, es totalmente dependiente de un suministro adecuado
(Lawlor, 2002). El Se tiene una influencia sobre el contenido del nitrogeno en la
planta segun la forma quimica aplicada de este nutriente. Rios et al. (2010)
mencionan que la aplicacion de 20 uM de Se en forma de selenato y 5 uM en forma
de selenito incrementaron el contenido de N en plantas de lechuga, por lo que mejora
el uso eficiente del N y por lo tanto beneficia el rendimiento, ademas aumentd la

actividad de enzimas como NR, GS y GOGAT.

Jezek et al. (2011) mencionan que el metabolismo del Se esta estrechamente
ligado con el metabolismo nitrogenado de las plantas. Turakainen et al. (2006)
menciona que en tubérculos de papa la mayoria del contenido de Se es componente
de la fraccion de proteinas presente (49-65%), dado que las proteinas son uno de los
elementos resultantes del metabolismo nitrogenado en las plantas. Mientras que
Cuderman et al. (2008) indica que en este mismo cultivo el 30% del Se presente es

constituyente de proteinas.
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El metabolismo nitrogenado esta relacionado con el rendimiento en los
cultivos. En este respecto, Turakainen et al. (2004) sefiala que el Se tiene un efecto
positivo en el incremento del rendimiento. Ademas, otros estudios como el de
Pennanen et al. (2002) mencionan que el Se incrementa el crecimiento en el cultivo

de lechuga.

SELENIO EN LA NUTRICION Y LA SALUD HUMANA

El consumo de Se en una cantidad adecuada es esencial para la salud humana
ya que el Se es incorporado como un residuo selenocisteinil a las selenoproteinas que
son necesarias para las funciones bioldgicas (Schomburg et al., 2004; Lu y
Holmgren, 2009). El adecuado funcionamiento de la hormona tiroidea depende de la
disponibilidad de Se (Kohrle et al., 2005). Este micronutriente es necesario también
para el funcionamiento adecuado del sistema inmunolégico por su reconocida
funcion protectora contra infecciones virales (Manzanares, 2007). Ademas, es un
componente de las enzimas glutation peroxidasa, selenoproteina P y la
tetraiodotironina 5' deiodinasa. Ademas, actla como agente anticancerigeno bajo una

adecuada ingesta (Rayman, 2000).

La deficiencia de Se se relaciona con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, anemia y con el incremento en la incidencia de cancer (Thomson,
2004; Brenneisen et al., 2005). Duffield et al. (2002) indican que un consumo de 200
ng dia® de Se reduce la incidencia de cancer de pulmén y prostata. La
recomendacion del consumo diario es de 50-70 pg dia™ (USDA, 2003); no obstante,
un consumo mayor de 400 pg dia™ tiene un efecto dafiino en la salud (DRI, 2000).
La ingesta media en general esta en el rango de 20-300 ug dia (Patrick, 2004). La
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biodisponibilidad del Se varia entre los diferentes alimentos, la SeMet (originada en
plantas y animales) y SeCis (principalmente originada en animales) tienen alta
biodisponibilidad (méas del 90%), mientras que la biodisponibilidad del Se en formas

inorganicas como selenato y selenito es del 50% (Thomson, 2004) (Figura 13).

Las personas vegetarianas pueden tener baja ingesta de Se y estan en riesgo
de presentar deficiencias (Hardy y Hardy, 2004). EI género es también un factor que
influye debido al papel del Se en la expresion de las selenoproteinas (Hardy y Hardy,
2004; Galan et al., 2005; Riese et al., 2006). Algunos estudios han demostrado que el
selenio tiene un efecto anticancerigeno mayor en hombres gque en mujeres, sin
embargo, aun no se han identificado los mecanismos especificos del género (Waters
et al., 2004; Wolters et al., 2006; Hercberg et al., 2007). Los compuestos organicos
de Se como la MeSeCis, GGMeSeCis y SeMet son los que actian como agentes
quimioprotectores, en diferentes tipos como cancer de mama, higado y préstata (Ip y
Ganther 1992; Vadgama et al., 2000; Whanger, 2002; 2004). Por esta razén, se ha
incrementado el interés en aumentar el contenido de Se en las plantas (Ellis et al.,
2004). Los selenocompuestos mas comunes se presentan en la Figura 12 (Dumont et

al., 2006).

La diferencia entre la SeCis, que es la forma organica de Se mas sintetizada
en los tejidos humanos, y la SeMet, forma que es mas predominante en plantas es
muy importante, ya que al final de la degradacion en el metabolismo de los humanos,
el Se liberado de la SeMet esta disponible para la sintesis de novo de la SeCis en las

células (Figura 13) (Kohrle et al., 2005; Ralston et al., 2008).

31



o
| 0 \
se”” = SeH A Se
—_ Se —_ 0_ _OS =k \ - /\/\/
0 | \\ \ HO \
I| ' O- \NH: |
0 0] NH,
Selenito Selenato Se-cisteina (Se-Cis) Se-metionina (Se-Met)
| | Set ‘ ‘
o /\N \ HO /\/\Se /
NH, NH,
Se-MetilSeMetionina (Se-MeSeMet) Se-metilSeCisteina (Se-MeSeCis)

Figura 12. Selenocompuestos mas comunes y su féormula estructural.

La deficiencia de selenio se ha relacionado con el cancer de mama y el
riesgo de infecciones virales como el VIH/SIDA, influenza y hepatitis. Ademas,
enfermedades cardiovasculares, trastornos reproductivos, y enfermedades

neuroldgicas, como el Alzheimer y el Parkinson (Adams, 2008; Papp et al., 2007).

Cada cultivo metaboliza diferentes compuestos organicos de Se, por ejemplo,
Allium y Brassica acumulan SeMSeCis, que se pueden convertir en metil selenio (Ip
et al., 2002; Whanger, 2004). La SeMet es la forma dominante de selenio que se
encuentra en los cereales (Fairweather-Tait et al., 2010). Sin embargo, en algunos
paises se pueden encontrar alimentos elaborados con cultivos biofortificados con Se

y suplementos con selenoaminoéacidos (Garcia et al., 2011).
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HIPOTESIS

El cultivo del frijol tiene las caracteristicas ideales para un programa de
biofortificacion con selenio, y este mejorara la calidad nutricional e incrementara la

capacidad antioxidante de sus frutos.

OBJETIVO GENERAL

Biofortificar con selenio (selenato y selenito) los frutos de frijol con el fin de evaluar

su efecto en la capacidad antioxidante y calidad nutricional.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar el efecto del selenio en la biomasa total del frijol, asi como en la

concentracion de macro y micronutrientes en la semilla (calidad nutricional).

* Conocer la influencia del selenio sobre el metabolismo nitrogenado del

cultivo del frijol.

» Conocer el patron de distribucion de selenio en la planta de frijol.

« Evaluar la biofortificacion de selenio en frutos de frijol y la relacion entre su
concentracion y la capacidad antioxidante por efecto de la aplicacion de

diferentes dosis de selenato y selenito.
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Abstract
The study of the ionome in crops enables us to determine plant’s nutritional quality and the possible causes of its variations. Therefore, in this study,
6 rates of sodium selenite and sodium selenate (0, 10, 20, 40, 80 and 160 uM) were applied for 40 days to bean plants in order to ascertain how
selenium biofortification influenced the ionome of the crop. The biofortification of agricultural crops with micronutrients is the process of increasing
the bioavailable concentrations of essential elements in the edible parts of cropped plants. The total biomass of the plant, the selenium concentration
of the seed, the fruit yield, and the micro/macronutrient concentrations were determined in the leaf. The results indicated that selenate was less toxic
than selenite, as high rates of this element drastically diminished plant biomass. In general, the essential nutrients proved antagonistic towards
selenium in its forms and rates applied to the bean crop given that the two forms of selenium lowered the concentration of these nutrients in the leaf.
Nevertheless, none of these nutrients fell below the sufficiency range for this crop. Selenium favored only higher calcium concentrations without
reaching toxic values for the plant, and therefore we can state that fertilization with selenium improves bean yield. Finally, it is important to note that
the increase of the selenium content in bean under biofortification programs constitutes a promising strategy in cropping systems that could increase

the ingestion of this nutrient in the general population, fostering benefits that this element offers in human health.

Key words: Tonome, variation, selenium, Phaseolus vulgaris L., biofortification, application, rates, selenite, selenate.

Introduction

Plant mineral composition and its changes in response to
physiological stimuli, state of development, and genetic
modifications is defined as the ionome !. Thus, the ionome
indicates the nutritional quality of the plant and the possible
causes of any variation. Selenium (Se) is a trace element that has
gained importance in recent years for its benefits both in plants as
well as in humans, so that today it is studied for use in
biofortification programs in crops in order to benefit human
health % 3. Different studies indicate that Se, at appropriate
application rates, can be advantageous for some aspects of a
crop, e.g. improving its antioxidant functions, while high rates in
plants that accumulate Se bolster defenses against insect pests *
5. However, whether this element is essential for plants is still
under debate, but its importance in plant metabolism has been
associated with counteracting senescence . For some species,
such as the fern Pteris vittata L., a high rate of Se applied as
selenite in the culture medium suppresses the uptake of some
nutrients, such as magnesium (Mg), potassium (K), phosphorus
(P), iron (Fe), copper (Cu), and zinc (Zn) ’. However, studies on
corn (Zea mays L.) have reported that Se favors the accumulation
of P and Ca but reduces K accumulation 8.

Se uptake increases with the Ca*" concentrations, while SO >
inhibits Se uptake even more than it is favored by Ca?*°. Rios et

al. " mention that Se promotes N uptake in lettuce plants because
this element stimulates the activity of enzymes participating in its
reduction and improves the N level in the plant.

The Se content in plant foods depends directly on the level of
this element in the soil, and Se accumulation in an organism is
determined by the total content of Se or the chemical form retained
by that organism ''. Uptake of this element by plants is affected
by several factors, such as the Se concentration in the soil, soil
moisture, pH, salinity, sulfate concentration, plant species, soil
management practices and competition of other anions for binding
sites 12 13, Plants can take up Se in inorganic forms, such as selenate
and selenite, or organic forms, such as selenocystine or
selenomethionine !4, The organic forms of selenium provide the
most benefits for human health *. The chemical form of Se
determines its bioavailability, metabolic pathway and function in
biofortification of a crop '°. Sodium selenite or selenate are the
inorganic Se forms most commonly used in the research of
agricultural crops. Increasing the Se concentrations through the
application of Se fertilizers can be complemented by breeding
crops with an increased ability to acquire and accumulate
selenium'*. However, little information is available on the effect of
Se in the ionome of cultivated plants, whereas for some crops it is
suitable to increase the concentration of some nutrients 7, for
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others a strong antagonism may result ', Therefore, the aim of the
present work was to ascertain the influence of Se in the ionome of
bean plants biofortified with sodium selenite and selenate.

Materials and Methods

Crop design and plant sampling: Seeds of bean (Phaseolus

vulgaris L., cv. Strike) were germinated and grown in a substrate
mix (peat moss, vermiculite and perlite at a ratio 3:1:1) in an
experimental greenhouse in Delicias, Chihuahua, Mexico, at a mean
temperature of 25+4°C inside the greenhouse. Throughout the
growing cycle the bean plants received a nutrient solution with 6
mM NH,NO,, 1.6 mM KHPO,, 24 mM KSO, 4.0 mM
CaCl,2H,0, 1.4mM MgSO,, 5 uM Fe-EDDHA, 2 uM MnSO,'H,0,
1.0 uM ZnSO,7H,0, 0.25 pM CuSO,5H,0, 0.3 uM

(NH,) ,Mo.0,,-4H,0 and 0.5 uM H,BO, (pH 5.5-6.0) °.

The different Se treatments (Na,SeO, and Na,SeO,) at doses of
0, 10,20, 40, 80 and 160 pM were applied with the nutrient solution
for 40 days, beginning 20 days after sowing. A completely
randomized experimental design was used, respectively, with 6
treatments of selenite and selenate and 4 replicates per treatment.

The plants were sampled at 60 days after sowing, at full pod
development. All the leaf samples were taken in the mature state.
The material was rinsed three times in distilled water after
disinfection with a non-ionic detergent at 1% and blotted onto
filter paper '2. Then, samples were lyophilized to determine the dry
mass and selenium, and mineral nutrient concentrations. Biomass
dry weight was recorded and expressed as mg DW.

Yield was expressed as the mean seed weight per plant. Collected
beans were weighed on each plant at sampling. Commercial yield
(kg per plant) represents beans with acceptable color and caliber.

Determination of selenium: For the determination of the Se
concentration, 25 mg of sample were digested with 2.5 ml of
concentrated HNO, and 1 ml of H,O, in an analytical microware
oven. According to Pedrero et al. ?°, the resulting solution was
diluted to 25 ml with deionized water and the metal concentration
determined by ICP-MS. The Se concentration was expressed in
mg kg! of dry weight.

Determination of mineral nutrients: Following Wolf?', the N, P,
K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu and Ni were mineralized by wet
digestion. For this, 0.2 g of dry leaves were ground and mineralized
with 12N H,SO, and 30% H,0,, free P ata temperature of 275°C
to 300°C. From the resulting mineralization, and after the addition
of 20 mL of deionized H,O, the mineral nutrients were determined
as described above.

The total N concentration was determined by colorimetry based
on the Berthelot reaction with slight modifications ?2. The total P
concentration was determined using the colorimetric
nitrovanadomolybdate method 23, while the total K concentration
was analyzed by flame photometry 2*. The total Mg and Ca
concentrations were quantified by atomic absorption
spectrophotometry as well as the micronutrients Fe, Mn, Zn and
Ni®.

Statistical methods: A minimum of four replicates was analyzed.
Data were analyzed using the ANOVA 2°, When F tests were
significant, differences between treatment means were compared
using LSD at the 0.05 probability level. Levels of significance
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were represented by P<0.01. Results were shown mean values +
SE.

Results and Discussion

Selenium (Se) is a micronutrient essential for human, animals, and
some microorganisms. Although all plants are able to take up and
metabolize selenium, the assumption about its necessity for higher
plants has yet not been fully confirmed ’. This element has a
strong impact on the biomass of plants, depending on the
inorganic form applied (selenate or selenite) *?’. In our study, the
total biomass declined 45.7% at the highest application rate of
selenite (160 pmol) with respect to control (Fig. 1a). This was
attributed to a toxic effect of Se, which could appear because
some plants, such as beans, that do not hyperaccumulate Se do
not have a detoxifying system for Se, and when the plant is
subjected to high dosages, the element cannot be methylated and
volatilized to eliminate it 5.

The results presented here indicate that the selenate form is
less toxic than the selenite, because the high levels of selenate
increased shoot biomass. This finding is consistent with the
results of Rios et al. 4, who found that high doses of selenate
induced greater biomass accumulation in lettuce than the high
doses of selenite did. The toxic effect of Se at high application
rates in plants is presumably due to its pro-oxidant role, favoring
the production of lipidic-peroxide radicals (LOO-) %, causing DNA
breakdown and non-selective oxidation of organic molecules *.
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Figure 1. Total biomass, seed yield and concentration of Se in seeds of
bean plant cv. Strike in response to different application rates of
selenate and selenite. All data points for selenite and selenate are
significantly different from initial values at P<0.01 based on LSD at
the 0.05 probability level.

375



With respect to seed yield (Fig. 1b), the application rates that
most boosted yield were 40 uM of selenite and 20 pmol of selenate,
with an increase of 2.8% and 8.0%, respectively, in relation to
control. These results differ from those of Lee et al. **, in which
table vegetables (lettuce, broccoli, and parsley) receiving
20 mg L of sodium showed diminished productivity.

The translocation of Se from the root to the shoot of a plant
depends on the chemical form of Se supplied, with selenate being
transported in a much easier way than selenite 3. Our results
revealed significant differences in Se accumulation in the seed
(Fig. 1¢), as selenite promoted the accumulation of Se in comparison
with selenate, perhaps because moderate salinity levels, by the
effect of sulfate application, can inhibit selenate uptake enough
to reverse Se availability 2 2. The higher concentration of Se in
the fruit by the effect of the selenite application could be an
advantage for the greater Se accumulation in the organic form in
the crop, as selenite is more rapidly assimilated to organic forms
than the selenate is *.

The growth and good development of plants depend on the
equilibrium in essential elements under adequate supply, and
therefore it is necessary to study the ionome of the crop !. In the
present study, the highest N concentration was found in plants
treated with 20 uM selenite and 80 uM selenate (Fig. 2), this
coinciding with the maximum foliar biomass at low application

40

rates of selenite and high rates of selenate. The total N, the result
of the sum of the total reduced N and the NOs-, is considered to
be a critical parameter to determine the nutritional state of plants
and productivity *.

With respect to the P concentration, our results show a decline
with both Se forms applied (Fig. 2), this being more pronounced
with selenate. These results run counter to trends found in corn,
in which selenite augmented P accumulation ', On the other hand,
Khattab observed that selenate diminished P accumulation in
rocket Eruca sativa *°.

In our work, the K concentrations did not significantly differ
with the Se forms or application rates applied (Fig.2). This coincides
with Sagen and Hoesh ¥, who have indicated that selenate
application did not alter the concentration of essential nutrients
in cereals. Meanwhile, Lee et al. > reported a negative correlation
between the selenate applied and K in different vegetables
(broccoli, lettuce, celery and parsley).

On the other hand, the magnesium (Mg) concentration remained
unaffected by the application rate of Se in the form of selenate,
the greatest decrease being registered at 160 pmol (Fig. 2). These
results contrast with those of Rios et al. '°, who noted that high
application rates of selenite (120 pmol) and low rates of selenate
(60 pmol) lowered the Mg concentration in lettuce plants.

In relation to the Ca concentration, we found significant
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Figure 2. N, P, Ca, Mg and Na contents in the leaves of beans grown in nutrient solution with different doses of selenite
and selenate of sodium. All data points for selenite and selenate are significantly different from initial values at P<0.01

based on LSD at the 0.05 probability level.
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differences (Fig. 2). The accumulation of this element rose with
the rate of selenite and selenate applied, as opposed to the findings
of Lee et al. 3, studying table vegetables (broccoli, lettuce, celery
and parsley), in which the sodium selenate application lowered
the Ca concentration. In our study, the concentrations of sodium
did not significantly differ on applying the different Se forms and
rates.

Trace elements are also important for the proper development
of the plant and are normally required in small quantities 3. In our
study, we found significant differences in zinc (Zn), manganese
(Mn), iron (Fe) and copper (Cu), given that the increased rate of
Se inhibited the uptake of these nutrients (Fig. 3), particularly ata
rate of 160 umol, apparently indicating an antagonism of Se with
these elements, as proposed by FargaSova et al. 3°, who reported
that the uptake of elements such as Zn and Cu is blocked by Se in
mustard plants.

Studies with Ni in lettuce plants showed synergism between
this element and selenium, since Se as sodium selenite promoted
greater uptake of Ni in these plants, this contention coinciding
with our findings, as only the selenite form at the highest application
rate (160 pmol) raised the Ni concentration in bean plants

(Fig. 3)*.

The capacity of the plants to accumulate Se differs according
to the crop, application rate and chemical form applied *°. In our
study, we found significant differences in the Se concentration in
the leaves (Fig. 3), presenting the highest levels at 160 pmol of
selenite and 40 umol of selenate, although, as mentioned above,
the high concentrations of selenite caused plant toxicity in bean,
reducing the biomass, whereas the application of high rates of
selenate did not drastically reduce biomass, but resulted in lower
seed yield, and thus the most appropriate application rate to raise
the Se concentrations without affecting yield would be 40 pmol of
selenite and 20 umol of selenate in bean.

Conclusions
Our results show an antagonism of essential micronutrients with
Se in its two forms and different application rates in the bean crop,
given that both selenite as well as selenate lowered the
concentration of these nutrients in the bean leaf, although none
of these nutrients fell below the range of sufficiency for this crop.
With respect to the essential macronutrients, selenium favored
only the increase in Ca concentrations, without reaching values
that would be toxic for the plant. Consequently, we can state that
fertilization with Se for the bean crop is suitable without causing
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damage to the yield under the appropriate doses. Finally, to raise
the Se concentration in bean under biofortification programs is a
promising strategy in cropping systems in order to increase the
ingestion of selenium in the general population and provide the
benefits that this element offers in human health.

Acknowledgements
This work was financed by the project of Ciencia Bésica of
CONACYT, No. 081055. Also, we thank CONACYT for the grant
awarded to Martha Aracely Hermosillo Cereceres for doctoral
studies in the postgraduate programme CIAD.

References

'Salt, D. E., Baxter, I. and Lahner, B. 2008. Ionomics and the study of the
plant ionome. Plant. Biol. 59:709-733.

2Terry, N., Zayed, A. M., De Souza, M. P. and Tarun, A. S. 2000.
Selenium in higher plants. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol
51:401-32.

‘Broadley, M. R., White, P. J., Bryson, R. J., Meacham, M. C., Bowen,
H. C., Johnson, S. E., Hawkesford, M. J., McGrath, J. P., Fang-Jie, Z.,
Breward, N., Harriman, M. and Tucker, M. 2006. Biofortification of
UK food crops with selenium. P. Nutr. Soc. 65:169-181.

“Rios, J. J., Rosales, M. A., Blasco, B., Cervilla, L. M., Romero, L. and
Ruiz, J. M. 2008. Biofortification of Se and induction of the antioxidant
capacity in lettuce plants. Sci Hortic. 116:248-255.

SFreeman, J. L., Lindblom, S. D., Quinn, C. F., Fakra, S., Marcus, M. A.
and Pilon-Smits E. A. H. 2007. Selenium accumulation protects plants
from herbivory by orthoptera due to toxicity and deterrence. New
Phytol. 175:490-500.

®Germ, M. and Stibilj, V. 2007. Selenium and plants. Acta Agric. Slov.
89:65-71.

"Feng, R., Wei, C., Tu, Z. and Wu, F. 2009. Effects of Se on the uptake of
essential elements in Preris vittata L. Plant Soil 325:123-132.

SHawrylak, B., Matraszek, R. and Szymanska, M. 2007. Response of
lettuce (Lactuca sativa L.) to selenium in nutrient solution contaminated
with nickel. Veg. Crop Res. 67:63-70.

*Hyun, S., Burns, P. E., Murarka, I. and Lee, L. S. 2006. Selenium (IV)
and (VI) sorption by soils surrounding fly ash management facilities.
Vadose Zone J. 5:1110-1118.

Rios, J. J., Blasco, B., Rosales, M. A., Sanchez-Rodriguez, E., Leyva,
R., Cervilla, L. M., Romero, L. and Ruiz, J. M. 2010. Response of
nitrogen metabolism in lettuce plants subjected to different doses and
forms of selenium. J. Sci. Food Agric. 90:1914-1919.

"Lin, Z. Q. 2005. Bioaccumulation. In Lehr, J. H. and Keeley, J. (eds).
Water Encyclopedia: Surface and Agricultural Water. John Wiley &
Sons, Inc. Hoboken, NJ, pp. 34-36.

2Wu, L. 2004. Review of 15 years of research on ecotoxicology and
remediation of land contaminated by agricultural drainage sediment
rich in selenium. Ecotoxicol. Environ. Saf. 57:257-269.

BEich-Greatorex, S., Krogstad, T. and Sogn, T. A. 2010. Effect of
phosphorus status of the soil on selenium availability. J. Plant Nutr.
Soil Sci. 173:337-344.

“White, P. J., Broadley, M. R., Bowen, H. C. and Johnson, S. E. 2007.
Selenium and its relationship with sulfur. In Hawkesford, M. J. and
Kok, L. J. (eds). Sulfur in Plants — An Ecological Perspective. Springer,
London, UK, pp. 225-252.

SManzanares-Castro, W. 2007. Revision selenio en los pacientes criticos
con respuesta inflamatoria sistémica. Nutr. Hosp. 22:295-306.

1"Whanger, P. D. 2002. Review selenocompounds in plants and animals
and their biological significance. J. Am. Coll. Nutr. 21:223-232.

"He, P. P, Lv, X. Z. and Wang, G. Y. 2004. Effects of Se and Zn
supplementation on the antagonism against Pb and Cd in vegetables.
Environ. Int. 30:167-172.

SHawrylak, N. B. 2008. Effect of selenium on selected micronutrients in

maize plants. J. Elementol. 13:513-519.

YSanchez, E., Rivero, R. M., Ruiz, J. M. and Romero, L. 2004. Changes
in biomass, eenzymatic activity and protein concentration in roots
and leaves of green bean plants (Phaseolus vulgaris L. cv. Strike)
under high NH,NO, application rates. Sci Hortic. 99:237-248.

XPedrero, Z., Madrid, Y. and Camara, C. 2006. Selenium species
bioaccesibility in enriched radish (Raphanus sativus): A potential
dietary source of selenium. J. Agr. Food Chem. 54:2412-2417.

2'Wolf, B. 1982. A comprehensive systems of leaf analysis and its use for
diagnosing crop nutrients status. Commun. Soil Sci. Plant Anal. 13:1035-
1059.

2Krom, M. D. 1980. Spectrophotometric determination of ammonia:
Study of a modified Berthelot reaction using salicylate and
dichloroisocyanurate. Analyst 105:305-316.

ZHogue, E., Wilcox, G. E. and Cantliffe, D. J. 1970. Effect of soil P on
phosphate fraction in tomato leaves. J. Am. Soc. Hort. Sci. 95:174-
176.

2*Lachica, M., Aguilar, A. and Yanez, J. 1973. Analisis foliar. Métodos
utilizados en la estacion experimental del zaidin. Ann. Edaf. Agrobiol.
32:1033-1047.

BHocking, P. J. and Pate, J. S. 1977. Mobilization of minerals to developing
seeds of legumes. Annals Botany 41:1259-1278.

26SAS 1987. SAS/STAT Guide for Personal Computers. Version 6;
Statistical Analysis System Institute, Inc., Cary, NC, pp. 1028-1056.

Y’Djanaguiraman, M., Durga-Devi, D., Shanker, A. K., Sheeba, J. A. and
Bangrusamy, U. 2005. Selenium an antioxidative protectant in soybean
during senescence. Plant Soil 272:77-86.

2Ellis, D. R. and Salt, D. E. 2003. Plants, selenium and human health.
Curr. Opin. Plant. Biol. 6:273-9.

Hartikainen, H., Xue, T. and Piironen, V. 2000. Selenium as an antioxidant
and pro-oxidant in ryegrass. Plant Soil 225:193-200.

¥Hernandez-Saavedra, D. and McCord, J. M. 2007. Evolucion y radicales
libres. Importancia del estrés oxidativo en la patologia humana. Rev
Med. Inst. Mex. Seguro Soc. 45:477-484.

31Zayed, A., Lytle, C. M. and Terry, N. 1998. Accumulation and
volatilization of different chemical species of selenium by plants. Planta
206:248-92.

32Hopper, J. L. and Parker, D. R. 1999. Plant availability of selenite and
selenate as influenced by the competing ions phosphate and sulphate.
Plant Soil 210:199-207.

3Li, H. F., McGrath, S. P. and Zhao, F. J. 2008. Selenium uptake,
translocation and speciation in wheat supplied with selenate or selenite.
New Phytol. 178:92-102.

3Lee, S.J.,Kang, H. M. and Kim, I. S. 2008. Effect of sodium selenate
supplied condition by fertigation on the growth and content of minerals,
ascorbic acid, nitrate, and selenium of some western vegetables. J. Bio-
Environ. Control 17:43-50. Available at http://agris.fao.org/agris-search/
search/display.do?f=2010/KR/KR1002.xml;KR2009002931

$Ruiz, J. M. and Romero, L. 1999. Cucumber yield and nitrogen
metabolism in response to nitrogen supply. Sci. Hortic. 82:309-316.

3Khattab, H. 2004. Metabolic and oxidative responses associated with
exposure of Eruca sativa (Rocket) plants to different levels of
selenium. Int. J. Agri. Biol. 6:1101-1106.

37Sager, M. and Hoesch, J. 2006. Selenium uptake in cereals grown in
lower Austria. J. Cent. Eur. Agric. 7:71-78.

3Giehl, R. F., Meda, A. R. and Wiren, N. 2009. Moving up, down, and
everywhere: Signaling of micronutrients in plants. Curr. Opin. Plant
Biol. 2:320-327.

PFargasova, A., Pastierova, J. and Svetkova, K. 2006. Effect of Se-metal
pair combinations (Cd, Zn, Cu, Pb) on photosynthetic pigments
production and metal accumulation in Sinapis alba L. seedlings. Plant
Soil Environ. 52:8-15.

“Ahmen, H. Kh. 2010. Differences between some plants in selenium
accumulation from supplementation soils with Selenium. Agr. Biol. J.
N. Am. 1:1050-1056.

378 Journal of Food, Agriculture & Environment, Vol.9 (3&4), July-October 2011



CAPITULO I

BIOFORTIFICATION AND DISTRIBUTION PATTERN OF SELENIUM IN
BEAN: RESPONSE TO SELENATE AND SELENITE

Martha A. Hermosillo-Cereceres'; Esteban Sanchez-Chavez'”; René R.
Balandran-Quintanaz; Ana M. Mendoza-Wilsonz; Alexandro Guevara-Aguilar’;
Ezequiel Mufioz-Marquez'; Monica L. Garcia-Bafiuelos®

“esteban@ciad.mx (corresponding author), mhermosillo@estudiantes.ciad.mx,
rbalandran@ciad.mx, mwilson@ciad.mx, aguevara@ciad.mx, emunoz@ciad.mx,
garciabm@ciad.mx

Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. Coordinacién Delicias.
Av. 4* Sur 3820. Fraccionamiento Vencedores del Desierto. Cd. Delicias,
Chihuahua, C. P. 33089. México.

2Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. Coordinaciéon de
Tecnologia de Alimentos de Origen Vegetal Hermosillo. Km. 0.6 Carretera a la
Victoria. Cd. Hermosillo, Sonora, México. C.P. 83000. Tel. (662) 280 01 46.

Articulo enviado a: Journal of Food, Agriculture & Environment

56



Abstract

The micronutrient biofortification of agricultural crops is a process of increasing
the bioavailable concentrations of essential elements in the edible portions of
cultivated plants. Today fertilization is considered a promising strategy to integrate
selenium (Se) into crops, as this is efficiently transferred through the soil-plant-
animal-human chain. The objective of the present work was to assess the distribution
pattern of Se in bean plants according to the different application rates of sodium
selenate and selenite in order to biofortify the bean plants with this element and to
increase their nutritional value. Six application rates of both nutrients were tested (0,
10, 20, 40, 80, and 160 uM) for 40 d. The results for the conditions studied indicate
that the application of Se in the form of selenite at a rate of 40 uM was the most
suitable rate to incorporate Se into the bean plant, as it favored growth (biomass) and
boosted the bioavailable concentration of Se in the bean fruit. On the other hand, the
best application rate for selenate was 20 uM. In addition, the high rates of selenite
caused phytotoxicity in the bean crop, provoking a drastic reduction in biomass. It
was thus concluded that it is feasible to implement a fertilization program with Se in
order to improve the nutritional quality of the bean crop, as the most Se concentrates

in the seeds.

Key words: Phaseolus vulgaris L., biofortification, selenate, selenite.
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1. Introduction

Se is considered an essential micronutrient for human health, ** because its
deficiency can cause cancer® and thus, with proper ingestion, this element acts as an
anti-carcinogenic agent.* In this sense, ° indicated that 200 pg dia™ de Se reduces the
incidence of lung and prostate cancer. On the other hand, a consumption of 400 ug

dia™ can have a harmful effect on health.®

Se is necessary for the correct functioning of the immunological system, as it has
recognized protective power against viral infections,’ given that it is a component of
selenoproteins, which play a key role in antioxidant defense,® the daily requirement
being 50-70 pg dia™.° Se deficiency in humans results from the low quantity of this
element in most soils of the world, which is problematic, as the main source of Se in

1
.10

any food-production system is the soil.™ On this basis, the effect of Se in plants has

been studied in different crops under biofortification programs.

Biofortification is defined as the process of increasing the bioavailable
concentrations of essential elements in the edible portions of cultivated plants
through agricultural management (fertilization) or genetic improvement.* Some of
the most recently studied crops in biofortification programs with Se are: green tea,*?
onion,*® lettuce,** and wheat,">*® for which the results demonstrate that fertilization

with Se increases the bioavailable content of this nutrient in plants.

However, despite the demonstrated effectiveness of these programs, few studies
have compared the two forms of inorganic Se (selenate and selenite), related with the
nutritional improvement of crops. Currently it is known that selenite is more toxic
for the plant than selenate, due possibly to the rapid conversion of selenite to seleno-
amino acids, which are incorporated into the plants, replacing sulfur (S) and causing
a toxic effect to the plant." A recent work by Rios et al.** analyzing this aspect in
lettuce has demonstrated differences in the plant response depending both on the

application rate as well as on the chemical species of Se supplied.
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Due to the importance of Se in human health, and that bean is a fundamental food
crop worldwide, the aim of the present work is to examine the distribution pattern of
total Sein bean plants according to the different application rates of sodium selenate
and selenite as a means of biofortifying bean plants with this mineral and increasing

their nutritional value.

2. Materials and methods

Crop management and experimental design: Plants of bean (Phaseolus vulgaris
L., cv. Strike) were germinated and grown in a mixture of substrate (peat,
vermiculate, and perlite at a proportion of 3:1:1) in pots of 30 cm in diameter, in an
experimental greenhouse located in Delicias, Chihuahua (Mexico), at an average
temperature of 25 + 4°C inside the greenhouse. Throughout the crop cycle, the plants
received a nutrient solution composed of 6 MM of NH;NO3, 1.6 mM de K,;HPQ,, 2.4
mM de K;SQOy4, 4.0 mM de CaCl,-2H,0, 1.4 mM de MgSOy, 5 uM de Fe-EDDHA, 2
MM de MnSO4-H,0, 1.0 uM de ZnSO4-7H,0, 0.25 puM of CuSO,4-5H,0, 0.3 uM of
(NH4)sM07024-4H,0, and 0.5 pM of H3BO; prepared with distilled water.” The pH

of the solution ranged from 5.5 to 6.0 and the electrical conductivity was 2.7.

The sources of Se used were Na,SeO; and Na,SeQ,, at concentrations de 0, 10,
20, 40, 80, and 160 pM, which were added for to a nutrient solution for 40 days
beginning 20 d after sowing. The experimental design was complete random with six

treatments of selenite and six of selenate with four replicates per treatment.

Plant sampling: The plants were sampled 60 d after germination, when they were in
the phenological stage of full development and fruit ripeness. The different plant
organs were separated (into leaf, root, stem, petiole, seed, and pod) and washed three
times with tap water and once with deionized water. Afterwards, the samples were
dried with filter paper and left 24 h to lose moisture and then were placed in an oven
at 48 h at 50°C until the material was completely dry.

Determination of selenium: For the determination of the Se concentration, 25 mg of

the sample were digested with 2.5 mL of concentrated HNO3 and 1 mL of H,0, in a
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microwave oven. The resulting solution was diluted in 25 mL of deionized water and
the Se concentration was determined by ICP-MS (inductive coupling plasma mass

spectrometry) as in Pedrero et al.*®

All the data were submitted to an analysis of variance. For the difference between
the means of the treatments, the LSD test was used at 95%. "

3. Results and discussion

Under adverse conditions, one of the most reliable indicators of stress in plants is
biomass production.?’ In this sense, Se wields a strong impact on the biomass of
plants according to the inorganic form applied (selenate or selenite), which can
decrease or increase the content of this nutrient.”>** The results found significantly
differ in the total-biomass accumulation with the different application rates and Se
forms (selenate and selenite), showing greater biomass reduction in the treatment
with the high selenite concentration (160 uM; Fig. 1), where a total-biomass decline
of 45.7% was found with respect to control. This is attributed to a toxic effect of Se,
possibly because the plants such as bean are not hyperaccumulators of Se and thus
could lack a detoxification system for this element, which thus cannot be eliminated
by methylation and volatilization.?? The most effective application rate was 20 UM,
resulting in an increase of 5% over control. In the case of selenite, the best treatment
was 10 pM, as it did not lower total biomass production with respect to control.

In terms of biomass accumulation in the different plant organs studied, significant
differences were found (P < 0.05, Fig. 2) with respect to the different application
rates and Se source applied (selenite and selenate). The petiole was the only organ
that registered a decline in biomass for all the rates and sources of Se with respect to
control. In response to selenite, the only rate that prompted increases in pod, stem,
leaf, and root biomass was 10 UM, whereas with respect to seed production, the rate
that most promoted biomass growth was 40 uM, with a 20.2% increase in relation to

control.

With the selenate application (Fig. 2), the highest application rate (160 uM)

favored biomass production in three plant organs (stem, leaf, and root) with the
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greatest increase in leaf (55.9 %) with respect to control. However, for fruit
production (seed and pod), the greatest increase was recorded at the rate of 20 pM.

The results indicate that selenate was a less toxic form than selenite, since the
high application rates of the former prompted biomass increases in some of the
organs studied. This coincides with the results of Rios et al.** who found that high
selenate rates resulted in greater biomass accumulation in lettuce crops in
comparison with high rates of selenite. However, Sharma et al.* found that selenite
boosted total biomass production more than did selenate in rapeseed (Brassica
napus) indicating that the influence of Se on biomass in crops is related to the
capacity of the plant to tolerate different quantities and sources of Se without

suffering phytotoxicity.

The toxic effect of Se in plants appears to be the result of the fact that at high
application rates, this nutrient acts as a pro-oxidant, encouraging the production of
lipid peroxyl radicals (LOO-),** which causes breaks in the DNA chains and

indiscriminately oxidizes any organic molecule,? causing cell death in plant tissues.

The translocation of Se from the root to the upper part of the plant depends on the
way in which this nutrient is supplied, selenate being far more easily transported than
is selenite.”® A biofortification program using this element is limited by the plant’s
capacity for Se accumulation. Our results show significant differences in Se
accumulation (P < 0.05, Figure 3), since selenate favors greater accumulation of Se
compared with selenite in five of the six organs analyzed (leaf, stem, petiole, pod,
root), presumably because selenite follows the pathway of phosphate transporters in
the roots, and therefore is a dependent metabolically active process and also has low
mobility through the xylem.™ In the seeds, a greater Se concentration was found on
applying selenite. Therefore, the best rates to biofortify the bean crop with Se were:
40 uM of selenite and 20 uM of selenate, as these rates favored plant growth (greater

biomass accumulation) and augmented the Se concentration in the fruit.

As mentioned above, Se is absorbed by plants more efficiently when it is applied

as selenate in comparison to selenite,?’ as reflected by our results, where the highest
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increase was 96.8% in the root at the rate of 80 UM of selenate in relation to 10 pM.
The rate of 160 uM of selenate was favorable for greater Se accumulation only in the
stem and petiole, while the rate of 80 uM encouraged more accumulation in the pod
and root. In the leaves and seeds, the best rate was that of 40 uM. However, in
general, the petiole was the organ that presented the lowest Se accumulation.
Pickering et al.?® studied the effect of selenate application in Astragalus bisulcatus, a
plant that hyperaccumulates Se, and found that the petiole presented the least Se
accumulation, probably because the petiole has a function of water and nutrient

conduction.

The distribution pattern of Se shows that at all the application rates studied and in
both forms applied (selenate and selenite), the highest Se concentration occurred in
seeds (Fig. 4), in agreement with Li et al.*> who found that 90% of the Se applied
was transported to the fruit in a wheat crop. This is important in a biofortification

program, given the role of Se in human health.’

4. Conclusions

The results of the present study indicate that Se application in the form of selenite at
40 UM was the best rate to biofortify the bean plant, as it favored plant growth
(biomass) and increased the bioavailable concentration of Se in the seed.
Meanwhile, the best rate for selenate proved to be 20 uM. In addition, the high
selenite rates caused phytotoxicity in bean, provoking a drastic reduction in biomass.
Finally, we conclude that it is feasible to implement a biofortification program with
Se to improve the nutritional quality of the bean crop, as Se concentrates mostly in
the seeds.
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leaf (E), and root (F) in response to different application rates of selenate and selenite.

The data are + standard error (n=4).
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ABSTRACT

The objective of this research was to study the nitrogen metabolism, biomass
accumulation and yield of bean plants as a function of the application of different doses
and forms of selenium. Six doses of sodium selenate and selenite were tested (0, 10, 20,
40, 80 and 160 uM) during 40 days. The results indicate that the application of Se in the
form of selenate had a positive effect on the nitrogen metabolism, biomass accumulation
and yield increase; therefore, Se could be incorporated in a program of micronutrient
biofortification in bean. Selenate was less toxic than selenite. Doses of 40 uM selenite

and 20 uM selenate were the concentrations most adequate to biofortify bean plants.

ADDITIONAL KEY WORDS: Phaseolus vulgaris L., selenium, nitrogen assimilation.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el metabolismo nitrogenado, biomasa y el
rendimiento en plantas de frijol en funcion de la aplicacion de diferentes dosis y formas
de selenio. Seis dosis de selenato y selenito de sodio fueron probadas (0, 10, 20, 40, 80 y
160 puM) durante 40 dias. Los resultados de este estudio indican, que la aplicacion de Se
en forma de selenato tuvo un efecto positivo sobre el metabolismo nitrogenado,
acumulacion de biomasa e incremento del rendimiento, por lo que se puede incorporar al
Se en un programa de biofortificacion de micronutrientes en frijol. El selenato fue
menos toxico que el selenito. La dosis de 40 uM de selenito y 20 uM de selenato fueron

las mas adecuadas para biofortificar a la planta de frijol.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Phaseolus vulgaris L., selenium, nitrogen

assimilation.
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INTRODUCTION

Beans are grown and consumed in nearly all the World. In many developing
countries, 20% of the available protein is provided by beans. Beans also represent an
integral part of dietary protein for 50 % of the world’s population (Deshpande et al.,
1984) Beans are produced in large quantities in the American Continent and East Africa

(Singh, 1999).

Plant growth is dependent on an adequate nitrogen (N) supply in order to form
amino acids, proteins, nucleic acids and other cellular constituents. For most plants,
inorganic N is obtained from the soil in the form of nitrate (NO3’). It has long been
recognised that the rate-limiting step for N assimilation, the reduction of NOjs™ to nitrite
(NO,-) catalysed by nitrate reductase (NR), is highly regulated (Sivasankar and Oaks,
1996). Nitrate availability, growth regulators, light, products of NO3™ assimilation and
other physiological and environmental parameters are all factors in regulation of NO3

assimilation (Ruiz and Romero, 1999).

The availability, absorption, and distribution of nutrientes in plants are the most
determinant factors in the formation and distribution of biomass, in turn affecting the
survival and competitiveness of plants as well as yield in crops. Plant biomass formation
results primarily from the processes of assimilation of N and carbon (C), from the
distribution of products resulting from these processes, and from the loss of these

elements through respiration, exudation, and cell death (Lopez-Lefebre et al., 2002).

To date, Selenium (Se) has not been described as an essential element for plants

(Rios et al., 2008), although in recent years the relationship of this element to plant
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growth and metabolism has been studied, raising the possibility of the essential nature

of Se (Liu et al., 2004).

However, despite this importance, research in this regard is scant. The most notable
studies refer primarily to the antagonistic relationship between Se and Sulphur (S)

(Barak and Goldman, 1997; Kopsell, 1997; Rios et al., 2008).

Given its essential nature in humans together with the marked development in
biofortification programmes that use Se (Rios et al., 2008), it is indispensable to study
the relationships between this trace element and different essential nutrientes with the
aim of designing effective biofortification programmes in different crops. Therefore, the
aim of the present work was to evaluate the influence that Se application at different

rates and forms exerts on the nitrogen metabolism, biomass and yield of bean plants.

MATERIALS AND METHODS

Crop design and plant sampling

Seeds of Phaseolus vulgaris L., cv. Strike were germinated and grown in a substrate
mix (peat moss, vermiculite and perlite at a ratio 3:1:1) in 30-cm in a research
greenhouse in Delicias, Chihuahua, México, at a mean temperature of 25 + 4 °C inside
the greenhouse. During all the growing cycle the bean plants received a nutrient solution
with 6 mM NH4NO3, 1.6 mM K;HPQ4, 2.4 mM K,SOy4, 4.0 mM CaCl,-2H,0, 1.4 mM
MgSOs, 5 UM Fe-EDDHA, 2 pM MnSO4-H,0, 1.0 UM ZnSO4-7H,0, 0.25 UM
CuSQO4-5H,0, 0.3 uM (NH4)6M07024-4H,0 and 0.5 uM H3BO3 (pH 5.5-6.0) (Sanchez et

al., 2004).
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The different Se treatments (Na,SeO3; and Na,Se0Q,) at doses of 0, 10, 20, 40, 80 and
160 uM were applied in the nutrient solution, beginning 20 days after sowing and during
40 days henceforth. A completely randomized experimental design was used, with six

treatments of selenite and selenate, respectively, and four replications per treatment.

The plants were sampled at 60 days after sowing, at full pod development. All the
leaf samples were taken in the mature state. The material was rinsed three times in
distilled water after disinfection with a non-ionic detergent at 1 % (Wolf, 1982), then
blotted on filter paper. At each sampling, fresh leaf matter were used for the analysis of
Nitrate Reductase activity (NR) and soluble proteins. A leaf subsample was dried in a
forced-air oven at 70 °C for 24 h, ground in a Wiley mill and then placed in plastic bags

until analysis for total N. All determinations were performed in triplicate.
Plant analysis
Determination of in vivo Nitrate Reductase activity

The basic method was an adaptation of the in vivo Nitrate Reductase (NR) assay of
Jaworsky (1971) and Maurifio et al. (1986). Leaves were cut into 7 mm sections and the
sample (0.5 g) was placed in 10 ml of incubation buffer (100 mM potassium phosphate
buffer, pH 7.5), 25 mM KNO3 and 1 % (v/v) propanol. The sample was infiltrated and
the intracellular spaces of the tissues were flushed with buffer under a vacuum (0.8 bar).
After 10 min the vacuum was released and the samples were re-evacuated. The samples
were incubated at 30°C in darkness for 1 h and placed in a boiling water bath to stop the
NR activity. The resulting NO3~ was measured by the method of Ruiz and Romero

and the act|V|tywas expressed as pimo 3 g' res Welgt -
(1999) and the NR activi d | NOs™ g™* fresh weight (FW) h™
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Soluble protein determination

Fresh leaf samples (0.5 g) wee crushed with 5 ml of cold phosphate buffer (50 mM
KH,POy4, pH 7) and centrifuged at 3000 g for 10 min. The resulting supernatant was
used for the determination of soluble proteins using Bradford G-250 reagent (Bradford,

1976) and expressed as mg bovine serum albumin g FW.
Total N determination

A 0.1 g dry weight subsample was digested with 12 M H,SO,4 and H,0, (Wolf,
1982). After dilution with deionised water a 1 ml aliquot of the digest was added tothe
reaction medium containing buffer (5% potassium sodium tartrate, 100 uM sodium
phosphate and 5.4% (w/v) sodium hydroxide), 15%/0.03% (w/v) sodium
salicylate/sodium nitroprusside and 5.35% (v/v) sodium hypochlorite. Samples were
incubated at 37°C for 15 min and total N was measured by spectrophotometry accoding

to Baethgen and Alley (1989). The results were expressed as % DW.
Biomass

Dry weight (DW) was recorded and expressed as mg DW per root or per leaf.
Yield

Yield was expressed as the mean fruit weight per plant. Collected beans were
weighed on each plant at sampling. Commercial yield (kg per plant) represents fruit with

acceptable colour and calibre.
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Statistical analysis

Data were analyzed using ANOVA (SAS, 1987). When F tests were significant,
differences between treatment means were compared using LSD at the 0.05 probability
level. Also, correlation analyses were made between the different variables. Levels of
significance were represented by * at p < 0.05, ** at p < 0.01, *** at p < 0.001, and NS:

not significant. Data shown are mean values + SE.

RESULTS AND DISCUSSION

Selenium (Se) is a micronutrient essential for people, animals and some
microorganisms. Although all plants are able to take up and metabolize selenium, the
asumption about its necessity for higher plants has not been fully confirmed yet (Feng et
al., 2009). In our study, the 80 and 160 uM selenate treatments showed the largest
production of foliar biomass, being 8.9 % and 50 % higher, respectively, when
compared to the control (P < 0.05; Figure 1); meanwhile, the dose of 160 uM selenite,
induced a drastic reduction in foliar biomass, with a 37 % decrement when related to the
control. This effect could be explained by the competition of Se at high concentrations
with sulphur (S) in some biochemical processes such as that of assimilation into amino

acids of essential proteins (White et al., 2004).

The results obtained here indicate that the selenate form is less toxic than the
selenite, because the high levels of selenate increased shoot biomass; this finding is in

agreement with the results reported by Rios et al. (2008) who found that high doses of
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selenate induced a larger biomass accumulation in lettuce than that obtained with high

doses of selenite.

The translocation of Se from the root to the aerial part of a plant depends on the
chemical form of the Se supplied, being selenate transported in a much more easier way
than selenite (Zayed et al., 1998). When applying a biofortification program, there is a
potential concern for the effect of Se on plant yield. Our results show significant
differences in the production of bean pods among treatments (P < 0.05, Figure 2), being
selenate which favored the biggest production of bean pods, with the doses of 20 and 40
UM of selenate y selenite standing out, respectively; however, the higher doses of
selenate y selenite caused a strong reduction of bean pod production. The toxic effect of
Se at high doses in plants is probably due to its pro-oxidant role, favoring the production
of lipidic-peroxide radicals (LOO-) (Hartikainen and Piironen, 2000), which cause DNA
breakage and non-selectively oxidize any organic molecule (Hernandez and McCord,

2007).

In general, the best doses of Se for the bean crop were: 40 uM selenite and 20 uM
de selenate, since these doses favored plant growth (larger biomass accumulation) and

also increased the production of bean pods.

As previously indicated, plant growth depends on adequate N supply to form amino
acids, proteins, nucleic acids and other cellular constituents. Many studies have proved
that the limitant stage for N assimilation is the reduction of NO3" to NO," catalised by the
enzyme NR (Huber et al., 1996; Sivasankar and Oaks, 1996, Sanchez et al., 2004). In

the present experiment, the NR activity in vivo presented significant differences as a
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function of the form and application dose of Se (P < 0.05; Figure 3), with the doses
between 10 and 40 uM selenate registering the maximum NR activity as compared to
the 80 and 160 uM doses which presented the minimum activities, with decrements of
67 % and 64 % respectively; meanwhile, the concentrations of 80 and 160 uM selenite
showed the maximum NR when compared to the control. These effects could be due to
the close relationship between the nutritional status of nitrogen and sulphur in plants
(Reuveny et al., 1980), since the demand for sulphur depends on the amount of nitrogen
supplied. In the same way, there is a relationship between sulphur and Se, because these
elements are chemically alike and they compete in biochemical processes for their

assimilation in aminoacids and proteins (White et al., 2004).

The final products of N assimilation in plants are mainly aminoacids, proteins and N
organic (Barneix and Causin, 1996). The present data show that the highest
concentration of N was found in plants treated with 20 uM selenite and 80 uM selenate
(P < 0.05, Figure 4), which coincides with the méximum foliar biomass at low doses of
selenite and high doses of selenate. With regard to bean fruit production, low doses of Se
(20 umol selenite and 40 umol de selenate) presented the highest increments. Similarly,
the biggest protein production occurred in treatments with 20 umol selenite and selenate,
respectively (P < 0.05, Figure 5); this finding confirms the aforementioned influence of
nitrogen on protein synthesis. The result of the incorporation of NH," can be quantified
by the analysis of reduced N, wich is generally the product of N assimilation and is
formed mainly by amino acids and proteins. The total N, the result of the sum of the
total reduced N and the NOj, is considered a critical parameter to determine the

nutritional state of plants, and productivity growth (Ruiz and Romero, 1999).
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Base on these results it is stated that there is a positive relationship between Se and
N metabolism in bean plants, presenting a sinergism when Se is provided as selenate. It
was in this form of Se that occurred both the largest biomass production and the highest
N concentrations as well as the biggest bean production, being superior than the control
in most of the studied doses. These findings allow us to propose the utilization of Se in a
biofortification program, given his benefits to human health derived from his antioxidant

effects (Combs, 2001; Manzanares, 2007).

CONCLUSIONS

In general, the application of Se in the form of selenate had a positive effect on the
nitrogen metabolism, biomass accumulation and yield increase; therefore, Se could be
incorporated in a program of micronutrient biofortification in bean. Selenate was less
toxic than selenite. Doses of 40 pM selenite and 20 uM selenate were the concentrations

most adequate to biofortify bean plants.
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FIGURE 1. Effect of Se treatments on the production of leaf biomass (grams of dry

weight) of green bean plants. Data are mean * standard error (n=4).
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CAPITULO IV

Impacto de la fertilizacion con selenio en la actividad de enzimas detoxificadoras de
H,0, en plantas de frijol
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Resumen

El selenio (Se) es un elemento esencial para muchos organismos, sin embargo, en altas
concentraciones puede llegar a ser toxico, llevando a la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS). En este estudio las plantas de frijol recibieron diferentes dosis de
aplicacion de Se (0, 10, 20, 40, 80 y 160 uM) en forma de selenito y selenato, con el
objetivo de evaluar la actividad de las enzimas detoxificadoras de H,O,. Los resultados
obtenidos indican que la actividad de las enzimas detoxificadoras de H,O; en plantas de
frijol es dependiente de la forma quimica de aplicacion de Se, ya que el selenito desde la
dosis de 20 uM disminuy6 la biomasa y el rendimiento, ademas incremento la actividad
de la superdxido dismutasa (SOD), y aun cuando increment6 también la actividad de la
catalasa (CAT), parece que no es eficiente en la detoxificacion de H,O, en presencia de
Se, dado el aumento también en la produccion de H,O,. Por otra parte, el selenato
disminuy6 el rendimiento hasta la dosis de 160 uM e increment6 la actividad de la
enzima GSH-Px llegando a su maxima actividad en 160 uM, por lo que resulté menos

toxico que el selenito.

Palabras clave: SOD, GSH-Px, CAT, selenito, selenato, perdxido de hidrogeno,

Phaseolus vulgaris L.
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Introduccion

El selenio (Se) es considerado un micronutriente esencial para la salud humana (Terry et
al., 2000; Zeng y Combs, 2008). Sin embargo, este elemento ain no ha sido considerado
esencial para las plantas (Terry et al., 2000), aun cuando existen estudios que
demuestran los beneficios del Se en su metabolismo, como en la eliminacion de los
radicales libres (RL). Los RL y otros radicales de oxigeno son compuestos altamente
oxidantes para la célula y son subproductos de reacciones bioldgicas redox. Para su
defensa las plantas cuentan con un sistema antioxidante el cual involucra diferentes
enzimas (Arora et al., 2002) en las que destaca la glutation peroxidasa (GSH-Px) (Lu y
Holmgren, 2009) la cual es dependiente del Se para su actividad. Ademas existen otros
componentes no enzimaticos que también participan, como el glutation (GSH), que esta
implicado en el control, tanto de forma directa como indirecta, de las concentraciones de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Foyer y Noctor, 2005). Estudios recientes en
plantas de lechuga demuestran que la actividad de la enzima GSH-Px depende
exclusivamente del contenido de Se (Rios et al., 2008), por lo que la deficiencia de Se
esta relacionada con la baja actividad de la enzima. Ademas, estos autores indican que el
Se en plantas de lechuga es eficiente para la detoxificacién de H,O,, encontrando que
hubo una mayor actividad de enzimas detoxificadoras como la ascorbato peroxidasa
(APX). Estudios en trigo indican que el Se incrementa la actividad de enzimas como la
catalasa (CAT) y peroxidasa (POD) a dosis bajas (0.05 mM Kg™), sin embargo, al

incrementar la dosis (0.15 mM Kg™) la actividad se redujo (Nowak et al., 2004).

A pesar de que se sabe del beneficio del Se en el metabolismo de las plantas pocos

son los trabajos que han evaluado el efecto de las dos formas inorganicas disponibles
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(selenato y selenito) en un mismo cultivo. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
conocer si el Se suministrado como selenito o selenato de sodio tiene un efecto positivo

sobre las enzimas Oxido-reductoras en la planta de frijol.

Materiales y Métodos

Manejo del cultivo y disefio experimental

Las semillas de Phaseolus vulgaris L., cv. Strike se germinaron y crecieron en una
mezcla de sustrato (turba, vermiculita y perlita en proporcién 3:1:1) en macetas de
plastico, de 30 cm de didmetro, en un invernadero experimental ubicado en Delicias,
Chihuahua, México, a una temperatura media dentro del invernadero de 25 + 4 °C.
Durante todo el ciclo del cultivo las plantas recibieron una solucion nutritiva compuesta
por: 6 mM de NH4NO3z; 1.6 mM de K;HPO4; 2.4 mM de K;SO4 4.0 mM de
CaCl,-2H,0, 1.4 mM de MgSO,, 5 UM de Fe-EDDHA, 2 uM de MnSQO4-H,0, 1.0 uM
de ZnSO4-7H,0, 0.25 UM de CuSO4-5H,0, 0.3 uM de (NH4)sM070,4-4H,0 y 0.5 uM
de H3BOj3 preparada con agua destilada (Sanchez et al., 2004). ElI pH de la solucién

nutritiva oscilé entre 5.5 y 6.0.

Las fuentes de Se empleadas fueron selenito y selenato de sodio (Na;SeO; y
Na,SeQ,), las concentraciones de 0, 10, 20, 40, 80 y 160 uM, fueron adicionadas a la
solucion nutritiva a los 20 dias después de la siembra y durante 40 dias. El disefio
experimental fue completamente al azar con cinco tratamientos de selenito y cinco de

selenato, con cuatro repeticiones por tratamiento y un control sin la aplicacion de Se.
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Muestreo vegetal

Las plantas fueron muestreadas a los 60 dias después de la germinacion, cuando estaban
en la etapa fenoldgica de desarrollo completo y madurez del fruto. Se separaron los
diferentes organos de la planta de frijol (hoja, raiz, tallo, peciolo, semilla y vaina), se

lavaron tres veces con agua de la Ilave y una vez con agua desionizada.

Una parte del material vegetal se utilizo para los ensayos de peroxido de hidrogeno
(H20,), contenido de glutation total y actividad enzimatica (material vegetal fresco de
semilla). El resto del material fue liofilizado y se utiliz6 para determinar la

concentracion de Se en la semilla, biomasa total y rendimiento (material vegetal seco).

Biomasa y rendimiento

La biomasa se determind con el promedio de peso seco de toda la planta.

El rendimiento se expresé como el peso medio del fruto por planta en gramos de peso

seco (g.p.s.). Los frutos del frijol fueron pesados en el muestreo de cada planta.

Concentracion de H,0,

El contenido de H,0, fue medido colorimétricamente con la metodologia descrita por
Mukherjee y Choudhuri (1983). Se hizo la extraccion macerando 1 g de semilla en 10
mL de acetona fria. Se centrifugd a 3,500 rpm por 5 min. Una alicuota de 1 mL del
extracto fue mezclada con 200 pL de TiCly al 20% disuleto en HCI 2 M, y 1 mL de
NH4OH. Posteriormente se agitaron los tubos y se centrifugaron a 3,500 rpm por 5 min.
Se desechd el sobrenadante y se hicieron tres lavados al sedimento con acetona fria. Se

afiadieron 4 mL de H,SO4 2 M y se incubo por 15 minutos. Posteriormente se agregaron
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3 mL de H,0, se filtro y se midié por espectrofotometria a una longitud de onda de 415

nm frente a una curva patron de H,O..

Contenido de Se total

Para la determinacién del Se, 25 mg de la muestra se digirieron con 2.5 mL de HNO3;
concentrado y 1 mL de H,O, en un horno de microondas. La solucion resultante fue
diluida en 25 mL de agua desionizada y la concentracion de Se fue determinada por
Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS) de

acuerdo a Pedrero et al. (2006).

Actividad de las enzimas detoxificadoras de H,0O,

La actividad de la GSH-Px (EC 1.11.1.9) fue medida mediante el método de Flohé y
Gunzler (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 buffer KNaHPO,4, pH 7.0 y
tras una centrifugacion a 3,000 rpm por 10 min. Para la reaccion enzimatica 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 KNaHPQ,, 0.067 M. El tubo control se tratd de la misma
manera, sustituyendo el extracto enzimatico por buffer de maceracion. Después de un
precalentamiento en un bafio a 25 °C durante 5 min se adicionaron 0.2 mL de H,0, 1.3
mM, iniciandose asi la reaccion. Transcurridos 10 min a temperatura ambiente, se
detuvo la reaccion mediante la adicion de 1 mL de acido tricloroacético al 1% (v/v), y la
mezcla se introdujo en un bafio de hielo durante 30 min se centrifugd por 10 min a

3,000 rpm. Del sobrenadante obtenido se tomaron 0.48 mL y se mezclaron con 2.2 mL
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de 0.32 M Na;HPO, y 0.32 mL de 1 mM DNTB. La absorbancia fue medida a 412 nm

por espectrofotometria en un tiempo méaximo de 5 min.

La actividad de la enzima CAT (EC 1.11.1.6) se determind por el método descrito por
Rao et al. (1997). Se maceraron 0.5 g de material vegetal fresco en 5 mL de buffer
Hepes-HCI 25 mM pH 7.8 con PVPP al 10%; posteriormente se centrifug6 a 11500 rpm
durante 20 min. Posteriormente, se mezclé en tubos de ensayo: 0.75 mL de buffer
Na;HPOs-NaH,PO4 25 mM pH 7, 0.75 mL de EDTA-Na; 0.8 mM, 1 mL de H,0, y 0.5
mL de extracto enzimatico. Se midié el cambio de absorbancia a una longitud de onda

de 240 nm durante 3 min.

La actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) se realizd
siguiendo el método de Giannopolitis y Ries (1977) y Beyer y Fridovich (1987). Se
maceraron 0.5 g de material fresco en 5 mL de buffer Hepes-HCI 50 mM pH 7.6;
posteriormente se centrifugd a 11,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante obtenido se
diluy6é en una proporcion 1:5 con el buffer de maceracion. Posteriormente se trabajo
con: blanco, control y muestras. El blanco se prepar6 mediante la adicion de 5 mL de
buffer de reaccion consistente en: buffer CO3Na,-CO3zHNa 50 mM pH 10.2, EDTA-Na
0.1 mM, L-metionina 12 mM, NTB 0.075 mM vy riboflavina 0.002 mM. Ademas al tubo
se le adicioné 0.1 mL de buffer de maceracion. Se prepard un tubo control por cada
muestra conteniendo 0.1 mL de extracto enzimatico y 5 mL de buffer de reaccion. En los
tubos de las muestras se colocaron 0.1 mL de extracto enzimatico y 5 mL de buffer de
reaccion. Todos los tubos se agitaron y se guardaron en oscuridad. A continuacién se
procedio a la lectura a una longitud de onda de 560 nm. Posteriormente el blanco y las

muestras fueron iluminadas durante 15 min, con una intensidad luminica de 380 pmol
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m? s Transcurridos 15 min, se midieron de nuevo todos las muestras por

espectrofotometria a 560 nm, primero los blancos, luego el control y por ultimo las

muestras.

Concentracion del glutation total

Se determind siguiendo el método de Gossett et al. (1994). Se hizd la extraccion
macerando 1 g de material vegetal fresco en 5 mL de &cido metafosférico al 5% (v/v).
Se centrifugo6 a 13,500 rpm durante 15 min, se agregaron 50 pL del extracto, 250 pL de
buffer Heppes-HCI 50 mM pH 7.6; que contenia 330 mM de betaina; y por altimo 150
pL de acido sulfosalicilico al 10% (p/v). Después en un tubo de ensayo se adicionaron
150 pL de la mezcla anterior, 700 uL de NADPH 0.3 mM, 0.1 mL de 5,5 dithiobis-(2-
acido nitrobenzoico) (DNTB) 6 mM y 50 pL de glutation reducido (10 U mL™). La
lectura de las muestras se hizo a 412 nm, frente a una curva estandar de glutation

disuelto en acido metafosférico al 5%.

Analisis estadistico

Todos los datos fueron sometidos a andlisis de varianza. Para la diferencia entre las

medias de los tratamientos se utilizd la prueba de LSD a 95 % (SAS, 1987).

Resultados

La biomasa y el rendimiento de un cultivo son parametros fiables para definir el indice
de tolerancia al estrés (Melchor et al., 2005). El Se tiene efectos positivos sobre el

crecimiento y la tolerancia al estrés de las plantas, sin embargo, segun la dosis y forma
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inorgénica aplicada (selenato o selenito) también puede ser toxico (Djanaguiraman et
al., 2005; Rios et al., 2009). Los resultados de biomasa total presentaron diferencias
significativas solo al aplicar selenito, con la mayor disminucion en la dosis de 160 uM
(Tabla 1), presentandose un decremento del 45.7% con respecto al control. Respecto al
rendimiento, las dosis que favorecieron su aumento fueron 40 uM de selenito y 20 uM
de selenato (Tabla 1), con un incremento del 2.8% y 8.0%, respectivamente en relacion

al control.

El peréxido de hidrégeno es producto de la reduccion de O,. Es potencialmente
oxigeno reactivo, pero no es un radical libre. Sin embargo, cuando este compuesto se
encuentra en grandes cantidades puede causar dafio a las células de las plantas
originando estrés oxidativo. La mayor concentracion de peréxido de hidrdgeno se
presentd en la dosis de 160 uM de selenito, con un aumento del 68% en relacion al

control.

Como ya se menciond anteriormente el Se no es un nutriente esencial para las
plantas, a pesar de esto puede ser absorbido y acumulado en los tejidos. Para la semilla
del frijol, dicha acumulacion se vio favorecida al aplicar selenito (Figura 1), presentando
la mayor acumulacion en la dosis de 160 pumol, lo que podria ser benéfico para la

produccion de compuestos organicos de Se.

Las plantas cuentan con un eficiente sistema de eliminacion de especies reactivas de
oxigeno para la proteccién contra reacciones oxidativas, en dicho sistema se encuentran
las enzimas detoxificadoras, entre las cuales destacan la GSH-Px, CAT y SOD (Kong et

al., 2005), ademas de compuestos como el glutation. La actividad GSH-Px present6 los
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mayores incrementos en la forma de selenato, destacando en la dosis de 10 pmol,
mientras que al aplicar selenito su actividad se vio disminuida al aumentar la dosis

(Figura 2).

La mayor actividad de la enzima CAT, se presento en las plantas tratadas con selenito

a dosis de 160 uM (Figura 3).

La SOD es la enzima encargada de la produccién de H,O, (Bowler et al., 1994). La
mayor actividad de la SOD al aplicar selenato, se presentd en la dosis de 10 pumol, lo que
coincide con el estudio de Aggarwal et al. (2011) en frijol. Sin embargo, al aplicar
selenito, la actividad de la SOD aumento, alcanzando el méximo valor en la dosis de 160

KM, superando al testigo con un 100% de su actividad.

El GSH actia como un componente del ciclo ascorbato-glutation que participa en la
eliminacién del exceso de H,O, (Noctor y Foyer, 1998) en una reaccion en la que el
glutation se oxida. Respecto al GSH total, los resultados indicaron gue el Se en forma de
selenito en dosis de 20 uM presentdé la mayor acumulacién de este compuesto
antioxidante, esto es muy importante también ya que una de las formas en las que el
glutation degrada H,0,, es mediante una reaccion catalizada por la enzima glutation

peroxidasa (Szalai et al., 2009).

Discusion

La dréstica disminucion de la biomasa total al aplicra el Se se atribuye al efecto toxico

del Se, al actuar como prooxidante a dosis altas, ya que provocé muerte celular en el
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tejido, apareciendo cuando el nivel de dafio oxidativo supera a la capacidad del sistema

de defensa antioxidante (Yan y Spallholz, 1993).

El aumento en la concentracion de peroxido de hidrégeno (Tabla 1), a medida que se
aumenta la dosis de Se en forma de selenito, coincide con una disminucion del
rendimiento del cultivo, debido al efecto fitotoxico de esta forma de Se a altas
concentraciones. La influencia del Se sobre la biomasa de los cultivos esté relacionada
con la capacidad que tenga la planta para tolerar diferentes cantidades y fuentes de Se

sin llegar a ser fitotoxicas.

La alta concentracion de Se encontrada en las plantas resulto tdxica, debido a tres
mecanismos principales segun Spallholz y Hoffman (2002); la generacién de radicales
superdxido, la sustitucién de Se por el azufre en la sintesis de proteinas y la inhibicion
de la metilacion de compuestos organicos de Se. Las dosis que favorecieron el
rendimiento (40 UM de selenito y 20 uM de selenato) presentaron altas concentraciones
de Se (138 y 51 mg kg™ p.s. respectivamente) (Figura 1) lo que indica el alto contenido
de Se que soporta la planta sin presentar sintomas de toxicidad. La mayoria de las
plantas cultivadas soportan alrededor de 25 mg kg™ de Se (Hasanuzzaman et al., 2010).
La lechuga tolera un maximo de 30 mg kg™ de Se sin mostrar toxicidad (Rios et al.,
2009). El frijol contiene gran cantidad de proteina en el fruto (Broughton et al., 2003),
quiza esto le favorece para tolerar altas concentraciones de Se sin presentar sintomas de
toxicidad. Ya que las plantas transforman las formas inorganicas de Se en compuestos
organicos de Se mediante la adicion de este nutriente en forma no especifica a las

proteinas (Terry et al., 2000).
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Los resultados en la actividad de la enzima GSH-Px permiten puntualizar la
dependencia de la actividad de la enzima con la forma quimica y la dosis de Se en este
cultivo. En plantas como el zacate ryegrass y lechuga la mayor actividad de la enzima se
observo al aplicar selenato y selenito a dosis de 120 uM (Cartes et al., 2005; Rios et al.,
2009) lo que lo relaciona a una dependencia mas con la forma que con la dosis. La
menor actividad de esta enzima a altas dosis de selenito en nuestros resultados, coincide
con la menor cantidad de biomasa total, menor produccion, mayor acumulacion de
selenio y maxima concentracion de H,O,. Todo esto confirma la toxicidad del Se a dosis
altas para este cultivo, debido quizd principalmente a la generacion de radicales

superoxido, como se menciond anteriormente.

Los resultados encontrados en la enzima CAT, indican que a pesar de que el selenito
incremento su actividad, no es una enzima eficiente en la detoxificacion de H,O, bajo
esta forma de aplicacion, ya que se presentd también la mayor concentracion de este
compuesto. Otros reportes indican que en plantas como lechuga el Se no tiene influencia
sobre la actividad de esta enzima (Rios et al., 2009). Sin embargo, en plantas de frijol
con crecimiento de 10 dias, el selenato a dosis de 20 uM incrementa la actividad de esta
enzima, pero a dosis de 60 uM la disminuye (Aggarwal et al., 2011). Estas diferencias
son debido a que el metabolismo del Se en las plantas difiere de acuerdo a la especie,
etapa de crecimiento y 6rgano de la planta (Hasanuzzaman et al., 2010). Lo que indica la

importancia de conocer a detalle la influencia del Se en cada cultivo.

Los resultados de la actividad de la enzima SOD, muestra un alto estrés oxidativo de
la planta al aplicar selenito, lo que coincide con la menor biomasa total y la mayor

produccién de H,0; (Figura 4) siendo similar a los resultados de Dajanaguiraman et al.
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(2005) en soya que reportan una mayor actividad de la SOD al aplicar selenito a dosis

consideradas fitotoxicas.

La mayor acumulacion del GSH al aplicar selenito a dosis de 20 uM, podria explicar
por qué a altas dosis de Se en forma de selenato presentd menor produccion de fruto,
debido a la menor cantidad de este compuesto antioxidante. Ademas, las altas
concentraciones de Se en forma de selenito no disminuyeron el contenido de glutation
con relacion al testigo, del mismo modo disminuyd menos el rendimiento. Estudios
recientes han demostrado que el Se no solo puede promover el crecimiento y desarrollo
de las plantas, sino que incrementa su resistencia a diversos tipos de estrés, ya que
incrementa su capacidad antioxidante y al incrementar el contenido de compuestos como

el glutation (Peng et al., 2002; Djanaguiraman et al., 2005; Rios et al., 2009).

Los resultados obtenidos indican que la actividad de las enzimas detoxificadoras de
H.0, en plantas de frijol cv. Strike es dependiente de la forma quimica de aplicacion de
Se. El selenito desde la dosis de 20 uM disminuy6 la biomasa y el rendimiento, ademas
incremento la actividad de la SOD. Ademas, estas dosis incrementaron la actividad de la
CAT, sin embargo, parece que no es eficiente en la detoxificacion de H,O, en presencia
de Se, dado el aumento también en la produccion de H,O,. Mientras que el selenato
disminuyd el rendimiento hasta la dosis de 160 pumol e incremento la actividad de la
enzima GSH-Px llegando a su méaxima actividad en 160 pmol. Por lo que resultdé menos

toxico que el selenito.
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Tabla 1 Biomasa, rendimiento y concentracion de H,O, en plantas de frijol cv. Strike
expuestas a diferentes dosis y formas de selenio (selenato y selenito).

Dosis Se Biomasa total (g p.s.) Rendimiento Concentracion de
(UM) (9ps.) H20, (umol g™ p.f.)
Selenato Selenito Selenato Selenito  Selenato  Selenito
0 73.65 a 73.65 a 28.02 a 28.02ab 4.27c 427 b
10 68.72 a 7311 a 25.83 a 2747ab 6.14ab 438 b
20 71.37 a 66.43 b 30.28 a 23.59bc 6.23a 5.07 ab
40 62.62 a 69.24 ab 22.14 a 28.82a 5.6lab 5.64ab
80 7241 a 58.20 ¢ 25.76 a 21.84cd 5.36Db 5.78 ab
160 73.66 a 39.98 d 11.47 b 1756d 3.49d 7.18a
* * * * *

Significancia  ns

Medias con letras iguales en una columna no fueron significativamente diferentes (LSD,
0.05). p.s. (peso seco) y p.f. (peso fresco). Los niveles de significancia estan dados por
*P <0.05.
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Figura 1 Concentracién de Se en la semilla de frijol cv. Strike bajo diferentes dosis y

formas de Se. Los datos son medias + error estandar (n=4).
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Figura 2 Actividad de la enzima GSH-Px en semillas de frijol cv. Strike bajo diferentes
dosis y formas de Se. Los datos son medias * error estandar (n=4).
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Figura 3 Actividad de la enzima CAT en semillas de frijol cv. Strike bajo diferentes
dosis y formas de Se. Los datos son medias * error estandar (n=4).
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Figura 4 Actividad de la enzima SOD en semillas de frijol cv. Strike bajo diferentes

dosis y formas de Se. Los datos son medias * error estandar (n=4).
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CAPITULO V

Biofortificacion con selenio y su efecto en la capacidad antioxidante del frijol

Selenium biofortification and its effect on the antioxidant capacity of bean
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Existe evidencia de los beneficios del selenio (Se) sobre el crecimiento de los cultivos.
El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la biofortificacion con Se en
forma de selenito y selenato en la capacidad antioxidante de semillas de frijol. Seis dosis
de selenato y selenito de sodio fueron probadas (0, 10, 20, 40, 80 y 160 uM) durante 40
d, adicionado bajo la forma de fertirrigacion. Se determino la biomasa, rendimiento, el
contenido de Se en las semillas, contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante
bajo dos diferentes métodos. Los resultados encontrados indican que las mejores dosis
para biofortificar el frijol fueron 20 uM de selenato y 40 uM de selenito, ya que se
encontré un incremento en el rendimiento. Ademas, el Se incremento la capacidad
antioxidante ya que la dosis de 160 puM de selenito, tuvo un incremento del 33% en
relacion al control.

Palabras clave: Na,SeO,, Na,SeOs, Strike, Poder reductor, DPPH.

There is evidence of the benefits of selenium (Se) on the growth of crops. The aim of
this study was to determine the effect of biofortification with Se in selenite and selenate
form in the antioxidant capacity of bean seeds. Six doses of sodium selenite and selenate
were tested (0, 10, 20, 40, 80 and 160 uM) for 40 d, added in the form of fertigation. We
determined the biomass, yield, the Se content in the seeds, total phenolic content and
antioxidant capacity under two different methods. The results indicate that the best dose
to biofortify the beans were 20 uM of selanate and 40 uM of selenite, as they found an
increase in performance. In addition, tha antioxidant capacity was increased as the dose
of 160 uM selenite had an increase 33% compared to control.

Key words: Na,SeOq, Na,SeOs, Strike, reducing power, DPPH.
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Introduccion

El selenio (Se) es considerado un micronutriente esencial para la salud humana (Terry et
al., 2000; Zeng y Combs, 2008), ya que las selenoproteinas tienen un papel muy
importante en la defensa antioxidante de los humanos, por su importancia en la
fertilidad, metabolismo de la hormona tiroidea, asi como, en la respuesta inmune (Lu y
Holmgren, 2009); ademas el Se actla como un agente anticancerigeno bajo una
adecuada ingesta (Rayman, 2000). Duffield et al. (2002) indican que el consumo de 200
Mg dia™ de Se reduce la incidencia de cancer de pulmoén y préstata. La recomendacion
del consumo diario es de 50-70 pg dia™ (USDA, 2003). No obstante, un consumo
mayor de 400 pg dia™ tiene un efecto daifiino en la salud (DRI, 2000).

Sin embargo, este elemento aun no ha sido considerado esencial para un Optimo
desarrollo de las plantas (Terry et al., 2000), aun cuando existen estudios que
demuestran los beneficios del Se en el metabolismo de las mismas bajo diferentes tipos
de estrés como: sequia (Yao et al., 2009), salinidad (Hawrylak-Nowak, 2009), bajas
temperaturas (Hawrylak-Nowak, 2010), metales pesados (Cartes et al., 2010) y
radiacion UV (Valkama et al., 2003), ya que el Se incrementa la resistencia de las
plantas frente al estrés oxidativo causado por los radicales libres de oxigeno, relacionado
con la capacidad antioxidante.

Hay varios reportes que relacionan el consumo de frijol con un menor riesgo de
enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad, cancer y enfermedades del aparato
digestivo (Anderson, 1984; Bazzano et al., 2001). Estos beneficios en la salud se han
relacionado con la presencia de metabolitos secundarios como los compuestos fenolicos

que poseen propiedades antioxidantes (Lazze et al., 2003). La biofortificacion con Se en
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el cultivo de frijol puede proporcionar los beneficios del Se a la salud humana. Por los
beneficios del Se a la salud humana, se ha estudiado el efecto del mismo sobre los
cultivos en programas de biofortificacion, con excelentes resultados en cuanto a la
acumulacién en plantas de diferentes especies (Rios et al,. 2008, Yadav et al., 2007, Li
et al., 2008, Ducsay et al., 2009). Sin embargo, existe escasa informacion en el cultivo
del frijol bajo el concepto de bifortificacion con Se.

El contenido de Se en las plantas depende directamente del nivel de este elemento en el
suelo (Lin, 2005). La tolerancia de los cultivos al Se varia segun la especie (Hartikainen
et al.,, 2000; Lyons et al., 2005; Rani et al., 2005). Actualmente, existe una gran
deficiencia de este micronutriente. La deficiencia de Se es provocada por la baja
disponibilidad de este elemento en la mayoria de los suelos, ya que la mayor parte del Se

en cualquier sistema de produccion de alimentos reside del suelo (Combs, 2001).

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue biofortificar al frijol con Se para
conocer si este elemento suministrado como selenito y selenato de sodio tiene un efecto

positivo sobre la capacidad antioxidante del frijol.

Materiales y métodos

Manejo del cultivo y disefio experimental

Las semillas de Phaseolus vulgaris L., cv. Strike se germinaron y crecieron en una
mezcla de sustrato (turba, vermiculita y perlita en proporcion 3:1:1) en macetas de
plastico, de 30 cm de diametro, en un invernadero experimental ubicado en Delicias,

Chihuahua, México, a una temperatura media dentro del invernadero de 25 + 4 °C.
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Durante todo el ciclo del cultivo las plantas recibieron una solucion nutritiva compuesta
por: 6 mM de NH4NO3z; 1.6 mM de K;HPO4; 2.4 mM de K;SO4 4.0 mM de
CaCl,-2H,0, 1.4 mM de MgSO,, 5 UM de Fe-EDDHA, 2 uM de MnSQO4-H,0, 1.0 uyM
de ZnS04-7H,0, 0.25 pM de CuSO4-5H,0, 0.3 uM de (NH4)sM070,4-4H,0 y 0.5 UM
de H3BOj3 preparada con agua destilada (Sanchez et al., 2004). ElI pH de la solucién

nutritiva oscilé entre 5.5 y 6.0.

Las fuentes de Se empleadas fueron selenito (Na,SeOs) y selenato de sodio
(Na2Se0,), las concentraciones de 10, 20, 40, 80 y 160 puM, fueron adicionadas a la
solucién nutritiva a los 20 dias después de la siembra y durante 40 dias. El disefio
experimental fue completamente al azar con cinco tratamientos de selenito y cinco de

selenato, con cuatro repeticiones por tratamiento y un control sin la aplicacion de Se.

Muestreo vegetal

Las plantas fueron muestreadas a los 60 dias después de la germinacion, cuando estaban
en la etapa fenoldgica de desarrollo completo y madurez del fruto. Se separaron los
diferentes organos de la planta de frijol (hoja, raiz, tallo, peciolo, semilla y vaina), se

lavaron tres veces con agua de la Ilave y una vez con agua desionizada.

Biomasa total y produccion

La biomasa se determind con el promedio de peso seco de toda la planta. EI rendimiento
se expresé como el peso medio del fruto por planta en gramos de peso seco (g p.s.). Los

frutos del frijol fueron pesados en el muestreo de cada planta.

119



Cuantificacién de fenoles totales

El contenido en fenoles totales fue determinado colorimétricamente ante una curva
patron de acido galico (5, 10,15 20 y 40 mg L), propuesta por propone Singlenton et al.
(1985). Una cantidad de 0.5-1 g de semillas fue homogenizado con 5 mL de metanol, 5
mL de cloroformo y 2.5 mL de una solucion de NaCl al 1% (v/v). En el homogenizado,
tras una centrifugacion a 5,000 rpm durante 10 min, se obtuvieron las siguientes fases:
fase metandlica, que contiene &cidos fendlicos, azlcares solubles y compuestos de bajo
peso molecular; interfase, formada por proteinas precipitadas por el NaCl; y fase
cloroférmica, constituida por lipidos disueltos. La solucion metandlica fue la que se

utilizé para la cuantificacion de los fenoles totales.

A 1.5 ml de Na,CO3 al 2% (p/v) se le agregaron 0.5 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteau al 50% (v/v), 2.75 ml de H,O desionizada y 0.5 ml del extracto. Tras una
incubacion a temperatura ambiente durante 60 min se procedié a la determinacion de los
fenoles totales frente a una curva patron de acido galico (5, 10,1520 y 40 mg L), a una
absorbancia de 725 nm. Los resultados de fenoles totales fueron expresados en mg de

4cido galico 100 g * p.f.
Determinacioén de la capacidad antioxidante
Método DPPH

El anélisis fue realizado segun la metodologia de Hsu et al. (2003). El extracto se obtuvo
macerando 1g de semilla en 5 mL de metanol al 80%, posteriormente se centrifugé a
6000 rpm durante 10 min. Del sobrenadante resultante se tomaron 0.5 mL del extracto y

se mezclaron con 2.5 mL de una solucion 0.1 mM de DPPH recién preparada, y la
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mezcla se incubo durante 60 min en obscuridad y frio. La absorbancia fue medida por
espectrofotometria a 517 nm. Para la muestra blanco se reemplazé el extracto por 0.5
mL de metanol. Los valores de la prueba DPPH se obtuvieron con la aplicacion de la

siguiente formula: % g™ p.f. = (1-(As17 muestras/ As;7 blanco)) X 100.

Prueba del poder reductor

El poder reductor en las semillas fue medido de acuerdo al método descrito por Hsu et
al. (2003). A 1 mL del extracto que se obtuvo macerando 1 g en 5 mL de metanol al
80% (v/v), se le agrego: 1 mL de buffer fosfato 0.2 M pH 6.6 y 1 mL de KzFe (CN)g al
1% (p/v). Posteriormente la mezcla fue incubada durante 20 min a 50 °C. Después los
tubos se enfriaron sumergiéndolos en hielo y se les afiadié 0.5 mL de CI3CCOOH al
10%. Despueés, se centrifugaron a 5,000 rpm durante 10 min, se tom0 1 mL del
sobrenadante y se mezcl6 con 1 mL de agua destilada y 0.1 mL de FeClzal 0.1% (p/v).
La mezcla se incubo por 10 min y la absorbancia fue medida a 700 nm. Los valores de

absorbancia més altos indican un mayor poder reductor.

Analisis estadistico

Todos los datos fueron sometidos a analisis de varianza. Para la diferencia entre las

medias de los tratamientos se utilizd la prueba de LSD a 95 % (SAS, 1987).

Resultados y Discusién

El selenio (Se) puede incrementar o disminuir el contenido de biomasa de un cultivo

segun la dosis y forma inorganica aplicada (selenato o selenito) (Rios et al., 2008),
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Ilegando a ocasionar una drastica disminucién de la biomasa, lo que pudiera ser una
reaccion de la planta al efecto toxico del Se, ya que aparece cuando el nivel de dafio
oxidativo supera a la capacidad del sistema de defensa antioxidante, o excede la
capacidad para construir de selenocompuestos potencialmente reactivos a
selenoproteinas o convertirlos a las formas no-reactivas (Yan y Spallholz, 1993). En los
resultados se encontraron diferencias significativas en la acumulacion de biomasa total
unicamente al aplicar selenito de sodio. La mayor reduccion se presentdé en el
tratamiento de 160 puM (Cuadro 1; P< 0.05), alcanzando un decremento del 45.7 % con
respecto al control. El resultado se atribuye a un efecto toxico del Se, al actuar como

prooxidante a dosis altas.

Con respecto a la produccion de frutos (Figura 1; P< 0.05), las dosis de
aplicacion de Se que mas aumentaron el rendimiento fueron 40 uM de selenito y 20 uM
de selenato, con un incremento de 2.8 y 8.0%, respectivamente, en relacion al control.
Lo que indica que la influencia del Se sobre la biomasa de los cultivos esta relacionada
con la capacidad que tenga la planta para tolerar diferentes cantidades y fuentes de Se

sin llegar a ser fitotoxicas.

Como ya se menciond anteriormente, el Se no es nutriente esencial para las
plantas, a pesar de esto puede ser absorbido y acumulado en los tejidos. Para el fruto del
frijol, dicha acumulacion se vié favorecida al aplicar selenito (Figura 2; P< 0.05),
presentando la mayor acumulacién en la dosis de 160 pmol, lo que podria ser
beneficioso para la produccién de formas organicas. Li et al. (2008) encontraron que el

90% del Se aplicado se transportd al fruto en el cultivo de trigo. Esto es importante en

122



un programa de biofortificacion dado el papel que juega el Se en la salud humana

(Duffield et al., 2002).

El frijol contiene metabolitos secundarios como taninos, antocianinas y
compuestos fendlicos, entre otros (Guzmén et al., 1996; De Mejia et al., 2003), los
cuales tienen propiedades antioxidantes (Lazze et al., 2003). En los resultados de fenoles
totales se presentaron diferencias significativas al aplicar las diferentes dosis y formas de
Se (Figura 3; P< 0.05). La dosis de 160 uM fue la que mas favorecié el contenido de
estos metabolitos secundarios, superando al control con un 33%. Lo que podria explicar
por qué en esta dosis de aplicacion encontramos menor rendimiento, ya que existen
evidencias de que el selenito de sodio activa la enzima polifenol oxidasa (PPO), de la

cual el sustrato son los fenoles (Nowak et al., 2004).

Como ya se menciono, el frijol tiene capacidad antioxidante, a pesar de esto, en
ambas formas de aplicacion de Se se presentaron diferencias significativas (Figura 4; P<
0.05), lo que indica que el Se incrementd la capacidad antioxidante del frijol,
encontrando su maximo en la dosis de 160 puM de selenito. Esto coincide con la mayor
concentracion de fenoles totales, contrario a lo que reporta Xu y Hu (2004), quienes
indican que el incremento de polifenoles al aplicar selenito de sodio no coincide con el
aumento de la capacidad antioxidante en el cultivo de arroz; esto es posiblemente debido

a la variabilidad en los métodos para medir la capacidad antioxidante.

El poder reductor de un compuesto puede servir como un indicador importante
de su potencial actividad antioxidante (Meir et al., 1995). Respecto a esta prueba, se

encontraron diferencias significativas en ambas formas de aplicacion de Se (Figura 5; P<
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0.05), encontrando que coincide el mayor poder reductor con la mayor capacidad
antioxidante del frijol, y el mayor contenido de compuestos fendlicos en la dosis de 160
UM de selenito. Estos resultados coincide con Yildirim et al. (2001), quienes
determinaron el poder reductor en hojas y semillas de Rumex crispus L., confirmando un
aumento en funcion de la concentracion de compuestos fendlicos, presentando una
correlacion estadisticamente significativa (r =0.99). Por lo que el poder reductor de un
compuesto puede servir como un indicador de su actividad antioxidante (Yildirim et al.,

2001).

Conclusion

Los resultados encontrados indican que para el cultivo del frijol es favorable la
fertilizacion con Se ya que increment6 el rendimiento en las dosis de 40 uM de selenito
y 20 uM de selenato, con un incremento de 2.8 y 8.0%, respectivamente, en relacion al
control. Ademas, el mayor incremento en el contenido de compuestos fendlicos fue en la
dosis de 160 uM de selenito, en un 33% en relacién al control, con lo que también

aumento la capacidad antioxidante de las semillas de frijol.
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Tabla 1. Biomasa total de frijol cv. Strike bajo diferentes dosis de selenato y selenito de
sodio (g p.s.). Los datos son las medias * error estandar (n=4).

Table 1. Total biomass of bean cv. Strike under different doses of sodium selenate and
selenite (g dw.). Data are means + standard error (n=4).

Tratamientos Biomasa total
Selenato de sodio (umol)

0 73.65+0.3%
10 68.72+4.0°
20 71.37+3.5%
40 62.62+5.8%
80 72.41+8.8°
160 73.66+0.5°
Selenito de sodio (pmol)

0 73.65+0.3°
10 73.11+1.5%
20 66.43+0.9"
40 69.24+1.0°
80 58.20+2.2°
160 39.98+2.0°

Diferentes superindices indican que existe diferencias significativas a p < 0,05.

Different superscrips indicate significant differences a p < 0,05.
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Figura 1. Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de selenito y selenato sobre la
produccion de semillas de frijol (g p.s.). Los datos son las medias + error estandar (n=4).

Figure 1. Effect of applying different doses of selenite and selenate on bean seed
production (g dw.). Data are means + standard error (n=4).
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Figura 2. Concentracién de Se en la semilla de frijol bajo diferentes dosis y formas de Se
(mg kg™ p.s.). Los datos son las medias + error estandar (n=4).

Figure 2. Concentration of Se in bean seed under different doses and forms of Se (mg
kg™ dw). Data are means + standard error (n=4).
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Figura 3. Concentracion de fenoles totales en semillas de frijol bajo diferentes dosis y

formas de Se (ug &cido galico 100 g p.f.). Los datos son las medias =+ error estandar
(n=4).

Figure 3. Total phenol concentration in bean seed under different doses and forms of Se
(ug galic acid g 100 f.w.). Date are means + standard error (n=4).
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Figura 4. Prueba de capacidad antioxidante (DPPH) en semillas de frijol bajo diferentes
dosis y formas de Se. Los datos son las medias + error estandar (n=4).

Figure 4. Test of antioxidant capacity (DPPH) in bean seed under different doses and
forms of Se. Data are means * standard error (n=4).
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Figura 5. Prueba del poder reductor en semillas de frijol bajo diferentes dosis y formas
de Se. Los datos son las medias + error estandar (n=4).

Figure 5. Test of reducing power in bean seeds under different doses and forms of
selenium. Data are means + standard error (n=4).
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Resumen

Actualmente existe la problematica de desnutricion por micronutrientes, se estima que
mas de la mitad de la poblacién mundial padece deficiencias de al menos un elemento
tarza como el hierro (Fe), zinc (Zn), iodo (1) y selenio (Se), por lo que se considera la
biofortificaciobn como una estrategia adecuada para integrar el Se a los cultivos. El
objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la biofortificacion con Se en
forma de selenito y selenato en la calidad nutricional (macro y micronutrientes) de
semillas de frijol cv. Strike. Seis dosis de selenato y selenito de sodio fueron probadas
(0, 10, 20, 40, 80 y 160 uM) durante 40 dias, las cuales se adicionaron mediante el
sistema de fertirrigacion. Los resultados indicaron que es viable implementar un
programa de biofortificacion con Se, ya que hubo un aumento en la acumulacién en la
semilla de elementos esenciales para la salud humana como el selenio (Se), potasio (K),
fierro (Fe) y zinc (Zn), al aplicar las dosis de 40 uM de selenito y 20 pM de selenato.
Ademaés, encontramos un aumento en el rendimiento bajo dichas dosis aplicadas.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris, Strike, deficiencias, produccion.

INTRODUCCION

La calidad de los cultivos, asi como un adecuado crecimiento y desarrollo estan
intimamente ligados con una adecuada composicion mineral. La biofortificacién se
define como el proceso de incrementar las concentraciones biodisponibles de elementos
esenciales en la parte comestible de las plantas cultivadas a través de manejo
agronémico y mejoramiento genético tradicional o biotecnolégico,>** con el fin de

mejorar la calidad nutricional de los alimentos de origen vegetal.

Uno de los cultivos en proceso de biofortificacion es el frijol, y se esté intentando
mejorar sus contenidos de Fe y Zn. Existen varias razones para la biofortificacion de este
cultivo, la primera es que representa la leguminosa de mayor consumo directo en el

mundo y es considerada una buena fuente de minerales y proteina,* siendo importante
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fuente vegetal de Fe y Zn.> Sin embargo, poco se ha hecho en este cultivo para
incrementar el contenido de selenio (Se). EI Se es un micronutriente que ha sido
ampliamente estudiado bajo el termino de biofortificacion en diferentes cultivos, entre

los cuales destacan la lechuga,’ maiz,” entre otros.

El Se aln no ha sido clasificado como elemento esencial para las plantas, sin
embargo algunos estudios han demostrado que cantidades bajas de Se pueden aumentar
el crecimiento y el rendimiento de algunas especies,® mientras que altas
concentraciones pueden llegar a ser téxicas.” La respuesta de las plantas al Se puede
variar dependiendo de tres factores: la concentracion en el suelo, la forma quimica

aplicada y su acumulacion.

Al aplicar el Se en forma de selenito, este es rapidamente transformado a las
formas organicas de Se y estas pueden ayudar a una mejor absorcion de elementos
esenciales como el potasio (K).° Sin embargo, en trigo se ha observado que la
aplicacion de Se en forma de selenato no afecta la absorcién de K.*

El Se al ser suministrado en concentraciones altas puede llegar a ser toxico para
las plantas, afectando la absorcién de elementos esenciales como el fosforo (P) y el
azufre (S).*** De manera general, se considera que el Se puede inhibir la absorcién de
elementos como manganeso (Mn), zinc (Zn), cobre (Cu) y fierro (Fe).** Sin embargo,
existen reportes de que el Se puede incrementar el contenido de Fe en la lechuga cuando
esta es cultivada en parcela. Mientras que en macetas se reporta que el Se disminuye la

absorcion de este nutriente.*®
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La calidad nutricional de los cultivos es uno de los parametros mas importantes a
tomar en cuenta al hablar de alimentacion, ya que determinan la funcionalidad de los
mismos en la dieta. La concentracion de nutrientes es por tanto, un determinante en la
calidad de los cultivos basicos.*® En base a lo anterior, el objetivo de esta investigacion
fue determinar el efecto de la biofortificacion con Se en forma de selenito y selenato en

la calidad nutricional (macro y micronutrientes) de semillas de frijol cv. Strike.

MATERIALES Y METODOS

Manejo del cultivo y disefio experimental

Las semillas de Phaseolus vulgaris L., cv. Strike se germinaron y crecieron en una
mezcla de sustrato (turba, vermiculita y perlita en proporcién 3:1:1) en macetas de
plastico, de 30 cm de diametro, en un invernadero experimental ubicado en Delicias,
Chihuahua, México, a una temperatura media dentro del invernadero de 25 + 4 °C.
Durante todo el ciclo del cultivo las plantas recibieron una solucion nutritiva compuesta
por: 6 mM de NH4NO3z; 1,6 mM de K;HPO4 2,4 mM de K;SO4 4,0 mM de
CaCl,-2H,0, 1,4 mM de MgSO,, 5 UM de Fe-EDDHA, 2 uM de MnSQO4-H,0, 1,0 uM
de ZnSO4-7H,0, 0,25 UM de CuSO4-5H,0, 0,3 UM de (NH4)sM070,4-4H,0 y 0,5 UM
de H3BOj3 preparada con agua destilada.'” EI pH de la solucién nutritiva oscilé entre 5,5

y 6,0.

Las fuentes de Se empleadas fueron selenito (Na,SeOs) y selenato de sodio
(Na,SeQ,4), en concentraciones de 10, 20, 40, 80 y 160 pM, las cuales fueron
adicionadas a la solucion nutritiva a los 20 dias después de la siembra y durante 40 dias.

El disefio experimental fue completamente al azar con cinco tratamientos de selenito y
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cinco de selenato, con cuatro repeticiones por tratamiento y un control sin la aplicacién

de Se.
Muestreo vegetal

Las plantas fueron muestreadas a los 60 dias después de la germinacion, cuando estaban
en la etapa fenoldgica de desarrollo completo y madurez del fruto. Se separaron los
diferentes organos de la planta de frijol (hoja, raiz, tallo, peciolo, semilla y vaina), se

lavaron tres veces con agua de la llave y una cuarta vez con agua desionizada.
Biomasa total y rendimiento

La biomasa se determiné con el promedio de peso seco de toda la planta. EI rendimiento
se expres6 como el peso medio del fruto por planta en gramos de peso seco (g p.S.). Los

frutos del frijol fueron pesados en el muestreo de cada planta.
Determinacién de la calidad nutricional (macro y micronutrientes)

EI N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn y Cu, fueron determinados siguiendo el método de
Wolf.® Por lo que, 0,2 g de semillas secas fueron mineralizadas con H,SO4 12 N 'y H,0,
al 30 % (v/v) libre de P a una temperature de 275 a 300 °C. El resultado de la

mineralizacion se aforé a 50 mL de agua desionizada.

La concentracion de N total fue determinada por colorimetria, basado en el
método de la reaccién Berthelot, con algunas modificaciones.* La concentracién del P
total fue determinada usando el método colorimétrico nitrovanadomolibdato.®® La
concentracion total de K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu y Zn fueron cuantificadas por

espectrofotometria de absorcién atémica.?

139



Contenido de Se total

Para la determinacion del Se, 25 mg de la muestra se digirieron con 2,5 mL de HNO;
concentrado y 1 mL de H,O, en un horno de microondas. La solucion resultante fue
diluida en 25 mL de agua desionizada y la concentracién de Se fue determinada por
Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS) de

acuerdo a Pedrero et al.??
Analisis estadistico

Todos los datos fueron sometidos a analisis de varianza. Para la diferencia entre las

medias de los tratamientos se utiliz6 la prueba de LSD a 95 %.%

RESULTADOS Y DISCUSION

La biomasa de un cultivo es uno de los parametros mas importantes a determinar para
conocer el nivel de estrés en las plantas.®* Los resultados de biomasa total (Figura 1)
muestran una drastica disminucion en el tratamiento de 160 UM de selenito, donde hubo
una diferencia del 47.5% en relacion al control (P < 0,05), mientras que al aplicar
selenato no se encontro diferencia significativa, lo que indica que la aplicacion de

selenato resulté menos toxica que la aplicacion de selenito.

Con respecto al rendimiento (Figura 2) las mejores dosis de aplicacion fueron 40
UM de selenito y 20 uM de selenato, donde se obtuvo un incremento del 2,8 y 8%
respectivamente, en relacion al control (P < 0.05). Esto esta relacionado con la

capacidad del cultivo para tolerar el Se. Dichas dosis acumularon 138 y 51 mg g™ de Se
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respectivamente. Estas cantidades colocan al frijol en una clara ventaja frente a otros
cultivos en la acumulacion de Se. Ya que la mayoria de las plantas soportan
concentraciones de 25 mg g!' de Se sin presentar toxicidad como disminucion en
produccién.® Sin embargo, la dosis alta de Se (160 pM), en ambas formas de aplicacion,
resultaron fitotoxicas, al reducir drasticamente el rendimiento en relacion al control.
Cultivos como maiz, arroz y trigo presentan tolerancia a Se en niveles de 77, 42y 19 mg

- . 25
g ! respectivamente.

La produccién de un cultivo esta relacionada con un adecuado aporte de N.2%%

En las plantas, los productos finales de la asimilacion de N son las proteinas,?® las cuales
son esenciales para un adecuado crecimiento del cuerpo humano.?® Los resultados de
esta investigacion presentaron diferencias significativas en la acumulaciéon de N en las
semillas (P < 0.05, Tabla 1). En todas las dosis y en ambas formas de aplicacion se
incremento el contenido de dicho nutriente en comparacion al control. Quizé debido a
que al adicionar Se al medio de cultivo la planta absorbe mas nitrégeno para mantener
un equilibrio 20:1 en los compuestos organicos nitrogenados y los compuestos organico
azufrados, esto por la similitud quimica del S con el Se. Sin embargo, en las dosis que
encontramos mayor produccion de fruto (40 uM de selenito y 20 uM de selenato) fueron
las que menor concentracion tuvieron de dicho nutriente, posiblemente por el gasto
energético para la produccion de proteinas, ya que el mayor sumidero de nitrégeno son

las protefnas, que estan disponibles en las semillas.*

En el contenido de macrominerales como P, Ca y Mg en la semilla no se
encontraron diferencias significativas. Contrario a lo que reportan otros autores que

inidcan que la adiciéon de Se al medio de cultivo incrementa la absorcién de dichos
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nutrientes.” Por lo que, destaca la importancia de conocer a detalle la interaccién de los

elementos esenciales con el Se para cada cultivo en particular.

El K es uno de los minerales esenciales para el ser humano, ya que es
indispensable para el equilibrio hidrico, produccion de enzimas, entre otras
funciones.**? Respecto al contenido de K, se encontraron diferencias significativas (P <
0,05, Tabla 1). La mayor acumulacion de este elemento se presentd en las dosis de 40
MM tanto de selenito como de selenato, superando al control con 81 y 18%
respectivamente. Ademas, las dosis mas altas (160 pM) en ambas formas de aplicacion

provocaron una disminucion del contenido de dicho nutriente en relacién al control.

Actualmente, se estima que mas de la mitad de la poblaciéon mundial padece de
deficiencias de al menos un elemento traza como el Fe, Zn, 1 y Se.*® Lo que resalta la
importancia de que los cultivos contengan los microminerales en cantidades adecuadas.
En los resultados se encontraron diferencias significativas en el aumento de la
concentracion de micronutrientes como Zn, Fe y Se con relacion al control, en ambas
formas de aplicacion de Se. Mientras que para Mn solo la aplicacién de Se en forma de
selenito presento diferencias significativas (P < 0,05, Tabla 2). La dosis de 20 uM de
selenito, fue la que presentd un mayor aumento en el contenido de Zn, teniendo un
incremento del 25% con respecto al testigo. Lo que incrementa el valor nutritivo del
frijol, ya que el Zn es un micronutriente implicado en la expresion de los genes,
desarrollo y replicacién celular.®* Respecto al Fe, las dosis de 20 uM de selenito y 40
UM de selenato fueron las que mas favorecieron la acumulacién de Fe en comparacion al
testigo, con un incremento de 39 y 56% respectivamente. Lo que muestra una ventaja de

la aplicacion de Se para incrementar la calidad nutricional del frijol, ya que el Fe es de
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vital importancia para la salud humana. Dado que un adecuado aporte evita problemas

como la anemia.*®

El Se es de gran importancia para la salud humana como un componente de
selenoproteinas, que desempefian funciones estructurales y enzimaticas.***" Entre las
que destaca la de antioxidante®® y catalizador para la produccion de la hormona
tiroidea.®® Las altas concentraciones de Se encontradas en la semilla de frijol al aplicar
Se en forma de selenito 40 uM (138 mg g p.s.) y selenato 20 uM (51 mg g! p.s.),
sugiere la favorable habilidad de la planta para tolerar altas dosis de Se en su fruto sin
presentar dafio en la disminucién del rendimiento. Lo que pudiera atribuirse en primer
lugar a que el frijol por ser una planta dicotileddnea presenta una gran permeabilidad en
su membrana y esto ayuda a una gran acumulacién del Se en la parte aérea de la planta,
como lo mencionan Hartikainen y Xue** que compararon la lechuga que es

dicotiledonea con una monocotiledonea, el zacate rye grass.

Son pocos los estudios que analizan el efecto del Se sobre el contenido
nutricional de las plantas comestibles después de la aplicacion de este nutriente durante
todo el ciclo vegetativo del cultivo, dado a los efectos tdxicos del Se en la mayoria de las
plantas cuando se aplica a altas dosis y por largos periodos de tiempo. Como lo
menciona Yadav et al.*’ que aplicaron selenato (25 y 50 ppm) durante 70 dias en el

cultivo de la cebolla y observaron una disminucién en el rendimiento.

Los resultados presentaron un efecto favorable de la biofortificacion con Se en el
cultivo de frijol para el aumento en rendimiento. Las mejores dosis fueron 40 pM de

selenito y 20 uM de selenato, ya que incrementaron el contenido de Fe, Zn y Se. Por lo
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que, aumentaron el valor nutritivo del cultivo. Ya que al consumir 100 gramos del frijol
biofortificado con 40 UM de selenito aportaran 6.74 mg de Fe, 2,2. mg de Zn, 2020 mg
de Ky 13,8 mg de Se. Mientras que consumiendo 100 gramos de frijol biofortificado
con 20 UM de seleanto aportaran 8,47 mg de Fe, 2,4 mg de Zn, 1210 mg de Ky 5,1 mg
de Se. Respecto a esto, el consumo de 100 gramos de la muestra control aportaran
menos nutrientes: 6,64 mg de Fe, 2,07 mg de Zn, 1110 mg de K y no aporta Se. Por lo
que, el frijol es un cultivo viable para incorporar el Se a la dieta de poblaciones que
presenten deficiencias de dicho elemento, por su gran capacidad de acumular este

elemento en la parte comestible de la planta (semilla).
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Tabla 1. Concentracién de macronutrientes en la semilla de frijol cv. Strike bajo

diferentes dosis de selenito y selenato.

Dosis Concentracion (g 100 g™ de peso seco)

Na,SeOs (umol L) N P K Ca Mg
0 3,11+0,37  0,08+0,003 1,11+0,06 0,07+0,04 0,18+0,01
10 3,67+0,07  0,09+0,015 1,12+0,04 0,03+0,02 0,16+0,002
20 3,70+0,14  0,10+0,008 1,09+0,07 0,05+0,007 0,17+0,01
40 3,35+0,13  0,08+0,014 2,02+0,06 0,04+0,002 0,16+0,01
80 3,64+0,06 0,08+0,0001 1,04+0,01 0,05+0,04 0,17+0,009
160 3,20+0,08  0,06+0,001 0,89+0,01 0,02+0,02 0,14+0,01

Significancia * ns * ns ns

Na,SeO,4 (umol L™)
0 3,11+0,37 0,080,003 1,11+0,06 0,07+0,04 0,18+0,01
10 3,41+0,07  0,08+0,002 1,19+0,01 0,06+0,001 0,16+0,01
20 3,43+0,22  0,09+0,0003 1,21+0,01 0,06+0,03 0,17+0,006
40 3,77+0,09 0,09+0,0001 1,31+0,05 0,13+0,18 0,20+0,07
80 3,92+0,38  0,09+0,012 1,26+0,14 0,15+0,13 0,20+0,02
160 3,61+0,03 0,070,006 0,97+0,01 0,05+0,01 0,13+0,007

Significancia * ns * ns ns

Los datos son las medias + error estandar (n=4).
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Tabla 2. Concentracion de micronutrientes en la semilla de frijol cv. Strike bajo
diferentes dosis de selenito y selenato.

Dosis

Na,SeOs (umol L™)

Concentracion (mg Kg™' p.s.)

Zn Cu Mn Fe Se
0 20,71+£1,02 6,46+1,32 13,56+2,70 66,45+16,65 0,0062+0,035
10 25,88+1,12 6,49+0,32 10,06+3,64 92,90+23,14 42,45+4,13
20 25,89+2,29 5,23+0,54 5,58+1,00 63,00+14,66 70,67+7,08
40 22,01+0,94 5,07+0,13 4,73£1,07 67,41+4,24 138,46+23,46
80 24,77+1,39 3,84+0,46 3,50+91,69 59,54+9,59 194,86+4,00
160 18,83+0,30 4,27+1,23 5,62+0,57 55,05+1,24 225,90+8,86
Significancia ** ns * * ikl
Na,SeO4 (umol L™)
0 20,71+£1,02 6,46+1,32 13,56+2,70 66,45+16,68 0,0062+0,035
10 23,71+2,25 5,67+0,35 7,78+2,39 88,47+25,19 20,57%0,22
20 24,68+4,79 7,35+0,85 10,89+3,86 84,72+25,17 51,07+0,66
40 25,57+1,75 6,83+£0,56 14,21+6,32 104,27+51,16 141,84+6,34
80 23,69+£1,94 552+1,77 7,33£1,57 67,98£2,36  63,54+5,92
160 17,67+0,31 5,22+0,01 8,78+0,60 55,70+1,45 68,86+17,52
Significancia ** Ns ns * ikl

Los datos son las medias + error estandar (n=4).
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CONCLUSIONES FINALES

En general el selenato tuvo un efecto méas favorable que el selenito en el

metabolismo nitrogenado de la planta de frijol.

La actividad de las enzimas detoxificadoras de H,O, en presencia de Se fue

dependiente de la forma quimica de aplicacion (selenito o selenato).

La aplicacion de Se en forma de selenito incrementdé méas la capacidad

antioxidante de las semillas de frijol, en comparacion al selenato.

La fertilizacion con Se en el cultivo de frijol increment6 la calidad nutricional ya
que aumento mas el contenido de nutrientes como Fe, Zn al aplicar selenato,

mientras que el selenito favorecié més el incremento de Ky Se.

La aplicacién de Se a dosis altas presentd un antagonismo con el contenido foliar
de micronutrientes, sin embargo, los valores no llegaron a estar por debajo de los

limites de suficiencia para el cultivo del frijol.

Las mejores dosis para biofortificar con Se el cultivo de frijol fueron 20 uM de

selenato y 40 uM de selenito.

Es viable implementar un programa de biofortificacién con Se en frijol, ya que
este micronutriente se concentrd mas en las semillas (parte comestible de la

planta), permitiendo mejorar su calidad nutricional y capacidad antioxidante.
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PRODUCTIVIDAD

Participacion en congresos cientificos

e |l Congreso Internacional del frijol, Zacatecas, Zacatecas, 5, 6 y 7 de Agosto,
2009. Cartel: Biofortificacion con selenio en frijol: induccion de la capacidad
antioxidante.

e XIII Simposio Ibérico de nutricién mineral de las plantas, Universidad del Pais
Vasco, Espafia, 5, 6 y 7 de Septiembre 2010. Cartel: Efecto de la aplicacién de
selenato y selenito sobre el crecimiento, distribucion y biofortificacion de
selenio en plantas de frijol.

e XIV Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Ciencias Horticolas, A.C.
realizado en Culiacan, Sinaloa, 10 al 14 de abril del 2011. Cartel: Nitrogen
metabolism, biomass and yield response of green bean plants to selenium
fertilization.
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