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RESUMEN

La biofortificacion tiene como finalidad incrementar la concentracion de
elementos biodisponibles en las plantas de cultivo para elevar la calidad nutricional. El
selenio es un elemento traza de gran impacto para el metabolismo antioxidante de las
plantas y su acumulacion es pobre en especies como el tomate, de igual manera este
elemento es esencial para los humanos, por lo que adicionarlo en las plantas forma parte
de los programas de biofortificacion. El proposito de este trabajo fue analizar
experimentalmente la capacidad del selenito de sodio para incrementar la concentracion
de Se y modificar la actividad antioxidante en plantas de tomate. Para ello se usaron
plantas de la variedad hibrido Toro y se aplicaron tres tratamientos 0, 2 y 5 mg L™ de
selenito de sodio (Na,;SeOs3) utilizando como vehiculo el agua de riego, los tratamientos
fueron aplicados bajo un disefio experimental completamente al azar. Se llevaron a cabo
tres muestreos 40, 80 y 120 dias después del trasplante y la subsecuente cuantificacion
de la acumulacion de selenio y macronutrientes en hojas, tallos y frutos asi como su
impacto en la produccion de frutos bajo un disefio experimental completamente al azar.
Se determind la altura de la planta, los diametros de tallos, firmeza, solidos solubles de
frutos y la materia seca total de los diferentes tejidos. Se obtuvo una cuantificacion del
potencial oxido reduccion y de la actividad de antioxidante especificos como la catalasa,
glutation peroxidasa, superoxido dismutasa, el &cido ascorbico y licopeno, para cada
variable se llevd a cabo un analisis de varianza y posteriormente una prueba de
comparacion de medias de Tukey. La expresion de los genes cat, gpx, sod, apx y lic en
los frutos fue también analizada y en este caso se aplico un anélisis de varianza no
paramétrico de Fisher, para encontrar las diferencias entre tratamientos. Los resultados
mostraron un incremento en la acumulacion de Se, encontrdndose hasta un 53.1% de
aumento en la concentracion en los frutos bajo el tratamiento 5 mg L™ en comparacion
con el testigo, sin embargo, este incremento no tuvo un impacto notorio en la produccion
y el rendimiento del tomate, a pesar de la existencia de una correlacion de Spearman
positiva (r =0.9637) entre la produccion de fruto y la concentracion de Se. Los valores
del potencial oxido-reduccién se redujeron en promedio desde -41.4 mV para el

tratamiento testigo y hasta -68.0 mV con el mayor tratamiento. Mientras tanto, la

XV



concentracion de Se si influyd positivamente en los parametros de calidad incluyendo el
4cido ascorbico (hasta un 50 % de aumento con el tratamiento 5 mgL™) y el licopeno
(hasta un 66.9% de aumento con el mayor tratamiento). La actividad de las enzimas
antioxidantes aumenté notablemente en el fruto con el tratamiento 5 mg L™ de selenito
encontrandose 60.9% de aumento para CAT, 33.4% para GPX y 26.0% para SOD. En
cuanto la expresion génica hubo mayor nivel de transcriptos de los genes gpx, sod y apx
bajo el tratamiento 2 mg L™.

XVi



ABSTRACT

Biofortification aims to increase the concentration of bioavailable elements in
crop plants to improve the nutritional quality. Selenium is a trace element of great
impact for the antioxidant metabolism of plants and their accumulation is poor in species
such as tomato, just as this element is essential for humans, thus add it in plants is part of
the programs biofortification. The purpose of this work was to test experimentally the
ability of sodium selenite to increase the concentration of Se and change the antioxidant
activity in tomato plants. Hybrid plants “Toro” variety and three treatments were used 0,
2 and 5 mg L™ of sodium selenite (Na,SeOs) using water as vehicle irrigation,
treatments were applied under a completely randomized experimental design. There
were conducted three samples 40, 80 and 120 days after transplantation and subsequent
quantification of selenium accumulation and macronutrients in leaves, stems and fruits
as well as its impact on fruit production under a completely randomized experimental
design. The height of the plant, stem diameter, firmness, total dry matter of different
tissues and fruit soluble solids were determined. Quantification of oxide reduction
potential and specific antioxidant activity such as catalase, glutathione peroxidase,
superoxide dismutase, ascorbic acid and lycopene was obtained, for each variable an
analysis of variance was conducted and a Tukey test after. The expression of genes cat,
gpx, sod, apx and lic was also analyzed and in this case a non-parametric analysis of
variance of Fisher was applied to find the differences between treatments. The results
showed an increased accumulation, being up to 53.1% more in concentration in the fruits
under treatment 5 mg L™ than in the control, however, this increase did not have a
notorious impact on production and yield of tomatoes, but it is noteworthy that positive
Spearman correlation (r = 0.9637) was found between fruit production and concentration
of Se. The values of the redox potential were reduced on the average, ranging from -41.4
mV with the control treatment to -68.0 mV with further treatment. Meanwhile, the Se
concentration positively influenced the quality parameters including ascorbic acid (with
an increase up to 50% with the treatment 5 mg L™) and lycopene concentration (up to
66.9% of increase with further treatment). The activity of antioxidant enzymes increased

significantly with 5 mg L™ of sodium selenite, it was found an increase of 50.8% for
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CAT, 29.1% for GPX and 26.0% for SOD. Gene expression level was higher for
transcripts of genes gpx, sod and apx with 2 mg L™,
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I. INTRODUCCION

El consumo de alimentos saludables con alto contenido de nutrientes
antioxidantes contribuye a la proteccion de las células del dafio oxidativo y a la
prevencion de diversas enfermedades (Broadley et al. 2006). Los radicales libres
provocan reacciones oxidativas en cadena que son eliminados por la accion del sistema
antioxidante de defensa (Sahnoun et al. 1997), incluyendo enzimas tales como la
superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX), de esta
manera, al activarse este sistema antioxidante de defensa, puede proporcionarle a las
plantas una mayor tolerancia frente al estrés ambiental por consecuente la generacién de
frutos de calidad. Las enzimas antioxidantes generalmente usan elementos traza tales
como selenio (Se) asi mismo cofactores, como es el caso de la GPX (Arthur 2003). Se
piensa que el selenio es un elemento asociado con el metabolismo antioxidante (Lin et
al. 2012; Feng et al. 2013) a través de su papel como cofactor de selenoenzimas (Combs
2001); su deficiencia podria inducir dafios en el balance celular redox.

No se han establecido cuantitativamente los requerimientos por Se, mas bien se han
recomendado los niveles de ingesta en diferentes regiones del mundo. La ingesta
recomendada por el National Research Council (1989) de los E.U.A es de 70 pg dia™
para hombres y 55 ug dia™ para mujeres; durante el embarazo y lactancia esta dosis se
estima en 75 pg dia™. Mientras que Combs (2001) y Broadley et al. (2006) recomiendan
hasta 300 pg por dia para reducir el riesgo de diversas enfermedades como el cancer. En
humanos, la referencia de consumo en promedio de Se es de 60 a 75 pg por dia, de
acuerdo con los datos proporcionados por el National Research Council (1980); sin
embargo, estos valores se encuentran muy por debajo de los niveles de consumo citado
por Combs (2001) y Broadley et al. (2006). Hay paises donde la falta de selenio en los
suelos ha provocado problemas de salud para el ganado y en casos extremos también en
la poblacién humana como lo son: Nueva Zelandia, Finlandia, parte de E.U.A como en
Beltsville y en la provincia de Keshan China (Combs y Combs 1986). EI consumo en
Caracas, Venezuela es 3 veces més alto que en Beltsville (Mondragon y Jaffé 1976). En
Latinoamérica se observaron los valores mas bajos de Se en Guatemala y

moderadamente bajos de Ecuador y Brasil, mientras que muestras de Colombia,



Venezuela y México poseen niveles superiores al promedio (Jaffé et al. 1969). En
Meéxico las estadisticas de consumo sefialan un valor promedio de 40 ug dia™
(AMENAC 2009). Referente a la biodisponibilidad del Se, generalmente las plantas
cultivadas que crecen en suelos no-seleniferos tienen bajas concentraciones de Se, que
van de 0.01 a 1 mg kg™ peso seco. Asi, en algunos paises donde los suelos son pobres en
selenio, este se agrega a los fertilizantes utilizados para la produccion agricola (Broadley
et al. 2006). Con base en lo anterior se ha planteado como estrategia para la mejora de la
ingesta de selenio el enriquecimiento de los cultivos alimenticios con este elemento. El
objetivo principal del presente trabajo fue: generar los conocimientos basicos acerca de
los cambios en la expresion génica y en la capacidad antioxidante de la planta de tomate
al aplicar selenio como selenito de sodio. Dicha especie fue utilizada como modelo

bioldgico por ser caracterizada como no acumuladora de selenio (White et al. 2004).



Il.  ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del cultivo del tomate
2.1.1 Origen

El origen del cultivo de tomate (Solanum lycopersicon L. Mill) se localiza en la
region andina que comprende a los paises de Chile, Colombia, Ecuador, Bolivia y Peru
(Vavilov 1951) donde se encuentra la mayor variabilidad genética de tipos silvestres
(Valadez 2001). Sin embargo muchos autores declaran que el centro de origen
probablemente fue México, ya que aqui alcanzd un elevado grado de domesticacién
antes de ser llevado a Europa (Villarreal 1982). EI Nombre tomate proviene de tomatl,

en la lengua nahualt de México (Nuez 2001).

2.1.2 Importancia comercial

El tomate es un cultivo de alto valor comercial y tiene una enorme importancia
mundial, por la aceptacion general del fruto en la alimentacion y su utilizacién en forma
variada, ademéas de sus excelentes cualidades organolépticas y por su alto valor
nutricional y contenido de licopeno y é&cido ascérbico, demostrando que estan
inversamente relacionados con el desarrollo de ciertos tipos de cancer (Morales 2002).
Dicho fruto es la hortaliza méas difundida en todo el mundo y la de mayor valor
econdémico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccién y

comercio (Morales 2002).

Este fruto es la hortaliza mas importante del mundo, constituye el 30% de la
produccién horticola, con alrededor de 2.9 millones de hectareas sembradas y 72 744
000 toneladas de frutos cosechados. Los paises en vias de desarrollo contribuyen de
manera significativa a la produccion mundial con aproximadamente 47 283 600
toneladas, que representan el 65 % de dicha produccion. Europa y Norte América

contribuyen con el resto de la produccién. (Vallejo y Estrada 2004).

En México, el tomate se ubica entre las cuatro primeras hortalizas de importancia

econdmica. El comercio de tomate rojo mexicano depende en gran medida del mercado
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estadounidense, incrementandose las exportaciones en los Gltimos 10 afios en un 67%.
En el 2000, México exporté 590 000 toneladas (80.8%) de tomate fresco a los Estados
Unidos de Norteamérica seguido por Canada (13.9) y los paises bajos (5.3%) de acuerdo
con (FAS-USDA 2001), en ese mismo afio, el tomate mexicano aporté 12.8% del valor
de las exportaciones agropecuarias en México (3655.2 millones de dolares) y 25.4% del
valor de las exportaciones de legumbres y hortalizas frescas (INEGI 2001).

La importancia del tomate mexicano en el mercado estadounidense se relaciona
con la cercania geogréafica, competitividad en el precio y calidad, sabor, vida de anaquel
y con el descenso de la produccion del tomate en los Estados Unidos De Norteamérica
en el invierno. A nivel mundial en la produccion de tomate, México se encuentra en el
décimo lugar, sin embargo, ocupa el primer lugar en exportacion del fruto segin datos
de la SAGARPA (SIAP 2012). Los estados con mayor aportacion son Sinaloa, Baja
California, Michoacan, Zacatecas y Jalisco (SIAP 2012).



2.1.3 Caracteristicas botanicas del tomate

Reino: Plantae, Division: Spermatophyta, Clase: Dicotyledoneae, Orden:
Solanales, Familia: Solanaceae, Genero: Solanum, Especie: lycopersicon, Nombre
cientifico: Solanum lycopersicon L. Mill. Nombre comun: tomate (Saldafia et al. 2003).

El tomate es una planta de porte arbustivo que se cultiva como anual. Puede
desarrollarse de manera rastrera, semierecta o erecta. Existen variedades de crecimiento

limitado o de crecimiento ilimitado (Nufio et al. 2007) como indica la Figura 1.

Figura 1. Planta de tomate de crecimiento limitado e ilimitado respectivamente

La planta presenta una raiz principal pivotante, crece unos 3 cm al dia hasta
alcanzar los 60 cm de profundidad, simultaneamente se producen raices adventicias y
ramificaciones que pueden llegar a formar una masa densa y de cierto volumen. Sin
embargo, este sistema radical puede ser modificado por las practicas culturales de tal
forma que cuando la planta procede de un trasplante, la raiz pivotante desaparece siendo
mucho mas importante el desarrollo horizontal (Rodriguez et al. 2001). El tallo es
erguido y cilindrico en plantas jovenes, a medida que esta crece, el tallo cae y se vuelve
anguloso, presenta una ramificacion abundante y yemas axilares, si al final del
crecimiento todas las ramificaciones exhiben yemas reproductivas, estas se clasifican
como de crecimiento determinado, y si terminan con yemas vegetativas, son de
crecimiento indeterminado (Rodriguez et al. 2001). Las hojas son compuestas, se
insertan sobre los diversos nudos de forma alterna, el limbo se encuentra fraccionado en

siete, nueve y hasta once foliolos. Las flores son pequefias, pedunculadas de color
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amarillo, formando corimbos axilares. La flor esta formada por un pedinculo corto, el
caliz es gamosépalo, es decir, con los sépalos soldados entre si y la corola gamopétala.
El androceo tiene cinco o méas estambres adheridos a la corola con las anteras que
forman un tubo. El gineceo presenta de dos a treinta carpelos que al desarrollarse daran
origen a los loculos o celdas del fruto Los frutos de tomate son bayas carnosas con
diferencias en formas (lisa, asurcado, aperado, etc.) e intensidad de coloracion, de rojiza
o amarillo en caso de ciertas variedades de tomate, con cavidades o Iéculos internos
variables, en donde se desarrollan las semillas de forma reniforme y aplanadas
(COVECA 2010).-Las semillas son de forma lenticular con dimensiones promedio de
5x4x2 milimetros y estd constituida por el embrion, el endospermo y la testa o cubierta
seminal. EI embridon lo forman una yema apical, dos cotiledones, el hipocétilo y la

radicula. La testa o cubierta seminal es el tejido duro e impermeable (COVECA 2010).

2.2 Antioxidantes
2.2.1 Generalidades de los antioxidantes en plantas

Los antioxidantes son compuestos que permiten la vida celular en un ambiente
oxidante y son los responsables de la eliminacion de los radicales libres los cuales se
producen, de manera natural, en los sitios de actividad energética celular. La funcion
quimica de los antioxidantes es ceder potencial reductor a los compuestos oxidantes
capaces de dafiar a los componentes celulares (Benavides et al. 2009). Los organismos
poseen numerosos sistemas de defensa antioxidantes regulables, enzimaticos
(superdxido dismutasa, catalasa, GSH peroxidasa, quinona reductasa y hemoxigenasa) y
no enzimaticos (selenio, zinc, &cido ascoérbico, a-tocoferol y carotenoides) que son los
encargados de evitar estos factores (Murillo et al. 2007). Estas respuestas de defensa se
desencadenan por factores bidticos tales como patdgenos, plagas y simbiontes o por
factores abioticos como alta o baja temperatura, radiacion, salinidad, entre otros y no

necesariamente en condiciones que originan estrés (Benavides et al. 2009).

En las plantas una de las méas rapidas reacciones de defensa al ataque por
patogenos es la llamada explosion oxidativa, la cual constituye la produccién de especies

reactivas de oxigeno (ROS), principalmente —O® y H,O, en el sitio de invasion y para la
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eliminacidn del excesos de estas ROS, la planta ha disefiado estrategias dependiendo del
sitio donde se encuentren, existiendo dos mecanismos de accion; enzimaticos y no

enzimaticos (Miranda y Castro 2009).

El papel del selenio como un antioxidante en pastos sugiere que la adicion al
suelo puede mejorar la calidad del forraje, por la disminucion de la senescencia y
persistencia de la pastura (Cartes et al. 2005). Estudios realizados indican que este
elemento se asocia a cambios en el estado redox celular, esto a su vez se relaciona con la
habilidad de las plantas a tolerar el estrés ambiental. El selenio es un constituyente
esencial de un nimero de enzimas, algunas de los cuales tienen funciones antioxidantes
(Raymond 2002). Recientemente se ha demostrado que el selenio aumenta la capacidad
antioxidante y la tolerancia al estrés en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) y plantas
de ballico (Lolium perenne L.) ademas en un estudio realizado aplicando selenio en el
cultivo de la papa (Solanum tuberosum), los resultados sugirieron que el Se es un
antioxidante y que activa los mecanismos de proteccion, que pueden curar el estrés

oxidativo en los cloroplastos (Seppanen et al. 2003).
2.3 Antioxidantes no proteicos
2.3.1 Acido ascorbico

El acido ascérbico es un importante antioxidante hidrosoluble que actla
potenciando el efecto de otros antioxidantes; tal como sucede como el a-tocoferol y el
selenio. Es un aceptor de radicales muy efectivo frente al superéxido (O,"), peroxido de
hidrogeno (H,0,), hipoclorito (CIO) y radicales hidroxilo (OH") de acuerdo con
Yanishlieva y Maslarova (2001). Sus principales funciones son neutralizar el oxigeno
singlete (O,), capturar los radicales hidroxilo y aniones superdxido y regenerar la forma
oxidada del a-tocoferol una vez que ha reaccionado con un radical libre (Shekelle et al.
2003).

Contiene varios elementos estructurales que contribuyen a su comportamiento
quimico: la estructura de la lactona y dos grupos hidroxilos endlicos, asi como un grupo

alcohol primario y secundario (Figura 2).



Figura 2. Estructura general del acido ascorbico

El &cido ascorbico es un inhibidor de la oxidacion de lipidos, regenera o-
tocoferol y ofrece proteccion contra todo tipo de cancer; es un elemento indispensable en

los procesos metabolicos del cuerpo humano (Johnson 2001).

En las plantas el ascorbato es el antioxidante cuantitativamente predominante en
las células vegetales, se encuentra en todos los compartimentos subcelulares, incluido el
apoplasto, en concentraciones que oscilan entre 2-25 mM. El ascorbato es oxidado por el
oxigeno, el anion super 6xido, el oxigeno singlete y el peroxido de hidrogeno para dar
lugar al radical monodehidroascorbato, el cual se desproporciona en ascorbato o
dehidroascorbato (Smirnoff 2000). Desempefia en las plantas un papel fundamental en
la foto proteccion y la regulacion de la fotosintesis y preserva las actividades de enzimas
que tienen iones metéalicos de transicion (Cu®*, Fe*") como grupo prostético. El
ascorbato es también un poderoso antioxidante secundario, ya que reduce la forma
oxidada del a-tocoferol. Adicionalmente, es el reductor utilizado para la hidroxilacion de
residuos de prolina de la extensina, una proteina de la pared celular. También esta
implicado en la elongacion de la raiz, el funcionamiento de los estomas y desempefia
una funcidn critica asociada a los mecanismos a través de los cuales las plantas sensan
los cambios medio ambientales y responden a ellos (Noctor y Foyer 1998; Foyer y
Noctor 2005). Este antioxidante esta presente en las frutas y verduras en forma de acido

ascorbico y acido dehidroascorbico (Johnson 2001). El tomate tiene altos contenidos de



acido ascoérbico lo cual desempefia un papel importante en la prevencion de
enfermedades degenerativas, cancer, desdrdenes neuroldgicos y de la vista, protege a las
células del cerebro y medula espinal, ayuda al desarrollo de dientes y encias, huesos,
crecimiento, reparacion del tejido conectivo normal, absorcion de hierro, produccion de
coldgeno, metabolizacion de grasas y cicatrizacion de heridas. Es dificil aumentar la
cantidad por la elevada influencia que el ambiente tiene en la acumulaciéon de &cido
ascorbico en tomate (Galiana-Balaguer et al. 2008). Otros autores mencionan que el
contenido promedio de acido ascérbico en tomate es de 18.89 mg 100g™ peso fresco
(Galiana-Balaguer et al. 2008).

2.3.2 Licopeno

En general, los carotenoides han cobrado gran importancia debido a que son
antioxidantes que neutralizan los radicales libres que dafian a las células, y de ellos, el
licopeno es el que tiene las propiedades mas sobresalientes (Yeung 2001). El tomate es
una fuente importante de licopeno ademas de otros carotenoides como el B caroteno
(Madhavi y Salunkhe 1998). Ambos, el licopeno y el B caroteno son importantes
antioxidantes de defensa en contra de la peroxidacion lipidica en las células (Agarwal et
al. 2005).

El licopeno es un hidrocarburo alifatico que pertenece a la familia de los
carotenoides, tiene una estructura que consiste en una larga cadena de dobles enlaces
conjugados con dos anillos extremos abiertos. La estructura del licopeno (C4oHse, peso
molecular: 536.85) es la méas larga de los carotenoides; este hidrocarburo insaturado
contiene 13 dobles enlaces carbono-carbono, de los cuales 11 estan conjugados y
dispuestos en una matriz lineal (Figura 3). Estos dobles enlaces conjugados son
responsables del vibrante color rojo de licopeno (Clinton 1998). EIl licopeno es un
compuesto lipofilo que es insoluble en agua, pero soluble en disolventes organicos y
tiene una capacidad de extincion constante al doble que la del B caroteno y 10 veces
mayor al a tocoferol (Hadley et al. 2003). La capacidad de extincion estd directamente
relacionada con la posicion de los niveles de energia del estado excitado, que dependen
de la longitud de la cadena doble de carbono conjugado (Young y Lowe 2001).



En variedades comunes de tomate, la concentracion de licopeno es de 3 a 12.2

mg 100g™ de fruta madura (Arias et al. 2000; Khachik et al. 1992; Martinez-Valverde et
al. 2002; Tonucci et al. 1995). Por su parte, Anguelova y Warthesen (2000a) mencionan
que el contenido inicial total de licopeno en tomate en polvo comercial es de 821 pg g™
de solidos secos para el polvo obtenido por el proceso “cold break”, y 883 pg g™ de
solidos secos para el obtenido por el proceso “hot break”.
La degradacion del licopeno no solo afecta el atractivo color de los productos finales,
sino tambien su valor nutritivo (Re et al. 2002). La causa principal del deterioro en los
carotenoides es la oxidacién, que es mayor cuando se pierde la integridad celular. El alto
grado de insaturacion los hace facilmente oxidables, siendo especialmente sensibles a la
luz, calor y oxigeno (Minguez- Mosquera 1997). Otros factores fisicos y quimicos que
se sabe degradan otros carotenoides, son temperaturas elevadas, exposicion a la luz, al
oxigeno y pH extremos (Nguyen y Schwartz 1999). Ademas de la degradacion
oxidativa, con facilidad se lleva a cabo la isomerizacion cis-trans (Shi y Le Maguer
2000). La autooxidacién del all-trans licopeno y los cis isbmeros ocurren paralelamente
a la tran-cis isomerizacion, causando una division de la molécula de licopeno en
fragmentos mé&s pequefios tales como aldehidos y cetonas volatiles desarrollando
sabores. En productos procesados de tomate la isomerizacion y autooxidacion causan
una disminucién del contenido de licopeno, una reduccion en la proporcion de licopeno
all-trans, pérdida de color y la formacién de sabores desagradables (Anguelova y
Warthesen 2000a).
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Figura 3. Estructura del licopeno
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2.4 Antioxidantes proteicos

2.4.1 Catalasa (EC 1.11.1.6)

La catalasa (CAT) es una de las enzimas de las oxidorreductasas mas abundantes
en la naturaleza. A nivel celular se localiza en las mitocondrias y los peroxisomas
(Chance y Maehly 1955). Esta enzima es una metaloproteina tetramérica, cuyo peso
molecular se encuentra en el rango de 210-280 kD. Consta de 4 subunidades idénticas
que se mantienen unidas por interacciones no covalentes. Cada subunidad contiene un
grupo prostetico de protoporfirina IX y el contenido protohémico y el de hierro
representan un 1,1 % y 0,09 % respectivamente del peso molecular total de la enzima
(Hadju et al. 1977).

La CAT como parte del sistema antioxidante esta involucrada en la destruccion
del H,0, generado durante el metabolismo celular. Esta enzima se caracteriza por su alta
capacidad de reaccion pero relativamente poca afinidad por el sustrato. En la reaccion
peroxidativa la enzima puede utilizar como donadores de hidrdgeno al metanol, etanol,
acido formico, fenol y formaldehido (Havir y McHale 1989). Esta funcion se puede

realizar con monomeros, dimeros y tetrameros (Srivastava y Ansari 1980). (Ecuacion 1)

ec1. 2 H,0, » 2H,0+ 0,

2.4.2 Glutatién Peroxidasa (EC 1.11.1.9)

La glutation peroxidasa (GSH-Px) es una enzima selenio (Se) dependiente que
cataliza la reduccion del perdxido de hidrogeno (H,O,) a agua y alcohol asi como de los
peréxidos de &cidos grasos (hidroperdxidos organicos o lipo perdxidos (L-OOH)),
utilizando como agente reductor el glutation reducido (GSH). Se conoce que los L-OOH
son toxicos en los tejidos vegetales y que dan lugar a especies reactivas del oxigeno

como los radicales perdxidos (L-OO), que son compuestos indeseables para los
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organismos vivos (Maiorino et al. 1991). Como parte del mecanismo de defensa
antioxidante, la GSH-Px evita la oxidacion de los L-OOH. Los peréxidos son reducidos
mediante la reaccion general catalizada por esta enzima en la cual el glutation reducido
(GSH) acttia como donante de hidrogeno (Ecuacion 2), esta reaccion produce hidroxidos
que son elementos potencialmente dafinos y que al oxidarse se convierten en radicales
alcohoxidos, para los que no se conoce enzima que los metabolice (Maiorino et al.
1991). El sistema antioxidante de las plantas incluye un conjunto amplio de compuestos
de naturaleza proteinica, entre las que se encuentran las enzimas antioxidantes como la
GPX entre otros (Gonzalez et al. 2000).

., 2 GSH +H,0, .® GSSG + 2H,0

Lo que comUnmente se le conoce como glutation es el glutation reducido (GSH).

Este tripéptido que existe abundantemente en los cloroplastos es sintetizado en dos
pasos, catalizados por la glutamilcisteina sintetasa (ECS) y la glutation sintetasa, siendo
el primero de ellos, el paso limitante de su biosintesis en plantas (Ogawa 2005). El
glutation se caracteriza por ser un compuesto tidlico no proteico y presenta una alta
capacidad de donar electrones, el 90% del glutation se encuentra normalmente en su
estado reducido. El glutation oxidado puede de nuevo ser reducido a GSH por accién de

la glutationa reductasa que utiliza NADPH como poder reductor (Li et al. 2004).

Se ha encontrado que el glutation esta involucrado en diferentes procesos en las
plantas, entre los que destacan la diferenciacion, la muerte celular programada, la
senescencia, la regulacién del ciclo celular, la floracion, la acumulacién de pigmentos y
la destoxificacion de xenobidticos y metales pesados. Recientemente se le ha asignado
un papel como regulador de crecimiento y como inductor de genes de defensa (Ogawa
2005).
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2.4.3 Superoxido dismutasa (EC. 1.15.1.1)

La superdxido dismutasa representa la primera linea de defensa de las células
frente al estrés oxidativo. Cataliza la conversion del radical anion superoxido en
peroxido de hidrégeno y oxigeno (Ecuacion 3). Como las concentraciones del O, son
normalmente bajas, la reaccion depende de su difusion. Sin embargo, la asociacion de la
enzima con su sustrato no es una simple cuestion de difusion y colision. La estructura
submolecular de la enzima, la distribucion de carga electrostatica, interacciones de
apantallamiento por solventes inter e intramoleculares, y las interacciones
hidrodinamicas, pueden afectar tanto la difusién del O2- como su asociacion con la
enzima. Se ha encontrado que el campo eléctrico de la SOD favorece 30 veces la

velocidad de asociacién del anion (Garcia-Triana et al. 1995)

La actividad SOD ha sido detectada en una amplia variedad de seres vivos, desde
bacterias a humanos, implicada como defensa esencial frente a la toxicidad potencial del
oxigeno. Cualquier célula que utilice el oxigeno tiene el potencial de producir anién
superdxido y, por tanto, debe contener alguna forma de superdéxido dismutasa (Fridovich
1974). Las superoxido dismutasas constituyen una familia de metaloenzimas que se
clasifican en cuatro grupos segun el metal que actle de cofactor: FeSOD, MnSOD,
CuzZnSOD y NiSOD, esta ultima descrita recientemente en Streptomyces (Lynch y
Kuramitsu 2000). En eucariotas existen 3 tipos de SODs de diferente localizacion, que
en su conjunto contribuyen a la regulacion de las concentraciones de este radical. Ellas
son: Mn-SOD mitocondrial, CuzZn-SOD citoso6lica y CuzZn-SOD extracelular (Garcia-
Triana et al. 1995).

2 O," +2H* H,0, + O,

Ec. 3
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2.5 Selenio
2.5.1 Generalidades del selenio

El selenio es un elemento mineral natural, distribuido en la naturaleza en la
mayoria de las rocas y suelos; en forma pura existe en forma de cristales hexagonales de
color gris metélico a negro, pero en la naturaleza generalmente esta combinado con
sulfuro o con minerales de plata, cobre, plomo y niquel (ATSDR 2009). Este mineral fue
identificado como nuevo elemento quimico en 1818 por J. J. Berzelius en Gripsholm,
Suecia. Fue aislado del residuo color rojo producido durante la oxidacion del dioxido de
azufre proveniente de piritas de cobre para la produccion de acido sulfarico (Terry et al.
2000).

El Se es un elemento quimico del grupo 16, encontrandose justo abajo del azufre
en la tabla periddica, dandole asi propiedades quimicas similares a este ultimo elemento
(Cruz-Jiménez 2005), el selenio tiene variedad en sus estados de oxidacion como
seleniuro (Se?), selenio elemental (Se°), selenito (Se**) y selenato (Se®*). Las formas
oxidadas del selenio (Se** y Se®*) son absorbidas por las plantas debido a su elevada
solubilidad, sin embargo el Se° y el Se* son insolubles, por lo cual dificilmente son

absorbidas por las plantas (Broadley et al. 2006).

El selenio es un oligoelemento que puede funcionar como un nutriente esencial
para los seres humanos, plantas y animales o como un medio téxico; el limite es muy
estrecho y depende de su forma quimica, la concentracion y variables ambientales. Se
considera un microelemento importante, existe en pequefias cantidades en todos los
seres Vvivos y aungue es un nutriente traza esencial importante para los seres humanos y
en la mayoria de los animales como un antioxidante, puede presentar toxicidad, que se
produce a altas concentraciones debido a la sustitucién de azufre con selenio en los
aminoacidos resultando en el plegamiento incorrecto de las proteinas y enzimas que en

consecuencia son no funcionales (Fan et al. 2002; Shardendu et al. 2003).
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2.5.2 Biodisponibilidad del selenio

El selenio (Se) se encuentra ampliamente distribuido entre los materiales de la
corteza terrestre aungue de forma poco uniforme (Magos y Berg 1988). En la mayoria de
suelos las concentraciones de Se, varfan entre 0.01 y 2 mg Kg™* (Mayland 1994),
mientras que concentraciones elevadas de Se, se asocian generalmente a suelos
formados a partir de materiales sedimentarios de origen marino (Presser 1994). Fordyce
(2005) sefiala que en la mayoria de los suelos del mundo las concentraciones de selenio
son bajas, alcanzando de 0.01 a 2.0 mg Kg™ y una media de 0.4 mg Kg™, aunque pueden

encontrarse concentraciones >1200 mg Kg™, en suelos denominados seleniferos.

La cantidad de selenio en el suelo puede ser clasificada con base en los niveles
del mismo encontrados en plantas que no lo acumulan, pero que crecen en dicho suelo, o
bien de acuerdo al nivel de selenio en el propio suelo (Davis 2002). La especie guimica
de selenio en ambientes esta determinada por una variedad de factores fisicos, quimicos
y biologicos, los cuales estan asociados con cambios en su estado de oxidacion (Figura
4).

1000

500 —

~500 — H,Se

HSe

pH

Figura 4. Formas del selenio en funcion del pH y las condiciones de 6xido reduccion

(Eh) del medio (Combs 2001).
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De manera similar al elemento del azufre, el selenio puede existir en cinco
estados de oxidacion: 1. selenuro (2°), 2. selenio elemental Se(O), 3. thioselenato (2°), 4.
selenito (4") y 5. selenato (6%) de acuerdo con Reamer y Soller (1980). Las diferentes
formas de selenio determinan su solubilidad y en consecuencia su disponibilidad. Los
selenatos (6%) es la forma mas oxidada de selenio, son altamente solubles en agua y es
considerada la forma mas toxica. Los selenitos (4") se encuentran en ambientes 0xicos y
suboxicos y son menos disponibles para los organismos, en virtud de su alta afinidad por
los sitios de absorcion de sedimentos y constituyentes del suelo. Bajo condiciones
anoxicas el selenio elemental y los selenuros (2°) son las formas termodinamicamente
mas estables. El selenio elemental es relativamente insoluble y los selenuros (2*)
precipitan como metales de selenuros (2°) de muy baja solubilidad. Los compuestos se
selenio organico (2) tales como la selenometionina y la selenocisteina pueden
acumularse en el suelo en forma de sedimentos o mineralizarse a selenio inorgénico. De
esta manera, Se (6%), Se (4") y el Se organico (2) son las formas solubles mas
importantes en ambientes naturales (Zhang et al. 1999). El selenio también existe en
formas volatiles, como los dimetilselenuros (DMSe, (CH3),Se) y los dimetildiselenuros
(DMDSe, (CHj3),Se,) segun Fan et al. (2002).

2.5.3 El selenio en las plantas

El selenio no ha sido clasificado como un elemento esencial para las plantas,
aunque en el papel se ha considerado que es beneficioso en plantas capaces de acumular
grandes cantidades del elemento (Terry et al. 2000). La captacion y acumulacion de
selenio por las plantas es determinado por la forma quimica y la concentracion, los
factores del suelo tales como el pH, la salinidad y el contenido de CaCOs, la identidad y
la concentracion de iones competitivos, y la capacidad de la planta para absorber y
metabolizar selenio (Kabata-Pendias y Pendias 2001), activamente tejidos en
crecimiento por lo general contienen las mayores cantidades de selenio (Kahakachchi et
al. 2004).
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Todas las formas de selenio han sido encontradas en hojas, tallos y raices de
plantas, pero las plantas suelen acumular méas selenio en los brotes y hojas que en los
tejidos de la raiz (Zayed et al. 1998). Las plantas cultivadas que crecen en suelos no
seleniferos, presentan concentraciones de selenio de 0.01 a 1 mg Kg™ de peso seco
(Marschner 2002). Debido a que las plantas difieren en su capacidad de acumulacion, se
les ha clasificado en tres grupos; 1) Acumuladoras de selenio, 2) No acumuladoras de
selenio, 3) Acumuladoras secundarias de selenio. En el primer grupo se encuentran
diversas especies de los géneros Astragalus, Stanleya, Morinda, Neptunia, Oonopsis y
Xylorhiza; acumulando selenio desde cientos hasta varios miles de miligramos de
selenio por kilogramo de peso seco en sus tejidos. En el segundo grupo, se incluyen la
mayoria de las especies forrajeras, plantas cultivadas, asi como los pastos conteniendo
menos de 25 mg Kg™ de peso seco y no acumulan selenio por arriba del limite de 100
mg Kg™ de peso seco cuando crecen en suelos seleniferos (Brown y Shrift 1982). Las
especies no acumuladoras contienen altas concentraciones de selenometionina, mientras
que las altas acumuladoras contienen cantidades minimas de selenometionina y grandes
cantidades de las formas inorganicas como selenato y selenito de sodio (Mayland 1994;
Wu 1998). La tercera categoria de plantas (también llamadas semi acumuladoras) crecen
en suelos que contienen niveles medios o altos de selenio y acumulan hasta 1000 mg Kg
! de peso seco. Recientemente se han identificado especies de Brassicae de rapido
crecimiento como la mostaza india (Brassica juncea) y canola (B. napus), como nuevas
especies acumuladoras secundarias de selenio, con una concentracion de algunos cientos
de mg Kg™ Se, de peso seco en tallos, cuando crecen en suelos contaminados con

niveles moderados de Se (Bafiuelos et al. 1997).

2.5.4 Metabolismo del selenio en las plantas

El selenio es metabolizado en las plantas por la via de asimilacion del azufre y su
distribucion y acumulacion dependera de la especie quimica y de la concentracion del
elemento suplementado por irrigacion y a través de las hojas, asi como por via de la
naturaleza y la concentracién de otras sustancias presentes en el suelo (Terry et al.
2000). En el medio ambiente, el selenio puede ser liberado por procesos naturales o

inducido por la actividad humana y llega a ser incorporado al suelo y el agua (White et
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al. 2004). El selenio es movilizado en las células de la planta por diferentes procesos
dependiendo de su forma quimica. Asf, el selenato (Se*®) puede ser movilizado a través
de un proceso de transporte primario acoplado a una H*-ATPasa con la ayuda de un
transportador de sulfato (Terry et al. 2000) o de silicio (Zhao et al. 2010); una vez
absorbido por la planta, permanece en forma inorgéanica (sin sufrir alteraciones), es
incorporado en proteinas que contienen selenio, siguiendo la ruta metabdlica del azufre,
pudiendo ser incorporado de manera no especifica dentro de compuestos de bajo y alto
peso molecular o formando parte de especies de selenio no proteicas evitandose asi la
adicion de Se-aminoécidos dentro de las proteinas de acuerdo con Montes y Bayon et al.
(2002). Cantidades minimas de selenio han incrementado el crecimiento de algunas
especies de plantas. Bajas concentraciones de este elemento inhiben la peroxidacién de
lipidos en Lolium perenne, y esta disminucion coincide con un mayor crecimiento
(Hartikainen et al. 2000). Las plantas absorben el selenio del agua, suelo o sedimentos y
pueden acumularlo en sus tejidos y volatilizarlos. Los selenatos son tomados por la
planta de una manera preferente sobre los selenitos y acumulado tanto en raices como en
la parte aérea. En contraste, la absorcién del selenito (Se**) ocurre de manera diferente
(Terry et al. 2000), esto es a través de un transportador de fosfato (Zhao et al. 2010).
Una vez absorbido, el selenito adopta una forma organica (De Souza et al. 1998, Cartes
et al. 2006) y se ha demostrado que es un inductor méas eficiente de la actividad de

glutation peroxidasa (Cartes et al. 2005).

2.5.5 Tolerancia de las plantas al selenio

El principal mecanismo de tolerancia al selenio es la reduccién de la
concentracion intracelular de SeCys y SeMet las que de otra manera pueden ser
incorporadas dentro de proteinas con efectos perjudiciales en la funcion de la planta. Un
mecanismo alternativo para la exclusion de selenio de las proteinas puede ser mediante
la capacidad de los acumuladores de selenio, para discriminar contra la incorporacion de

los selenoaminodacidos dentro de las proteinas (Burnell y Shrift 1979).

Otro aspecto relacionado con la tolerancia a selenio, es la capacidad de las

plantas para volatilizarlo (fitovolatilizacion). Las tasas de la volatilizacion varian
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también considerablemente entre especies; por ejemplo, con un abastecimiento de 10
UM de selenato; arroz, brocoli y calabaza volatilizaron entre 200 y 350 pM Se m™ de
area foliar por dia, comparado con menos de 15 pg Se m™ de area foliar por dia en

remolacha azucarera, lechuga y cebolla (Terry et al. 1992).

2.5.6 Toxicidad del selenio en plantas

Cuando las plantas son expuestas a altas concentraciones de selenio presentan
diferentes sintomas de dafios, como: inhibicién de crecimiento, clorosis, hojas
blanquecinas y quebradizas, disminucion de la sintesis de proteinas y una muerte

prematura de la planta (Mengel y Kirkby 1987).

La cantidad de selenio que pueden absorber las plantas sin que presenten
sintomas de toxicidad, varia de manera muy significativa entre plantas acumuladoras de
selenio y las no acumuladoras. La concentracién critica de selenio en tejido en plantas
no acumuladoras, que resulta en una reduccién del 10% en el rendimiento varia en 2 mg
Kg™t Se, en arroz a 330 mg Kg* Se, en trébol blanco, por otro lado las plantas
acumuladoras de selenio pueden presentar concentraciones en exceso de 4.000 mg Kg™
Se, sin exhibir cualquier efecto negativo que afecte su crecimiento y desarrollo
(Mikkelsen et al. 1989). La tolerancia a selenio puede incrementarse con el aumento en
el abastecimiento de sulfatos, con lo cual el umbral en la concentracion de selenio puede

ser 0 no siempre la misma (Mikkelsen et al. 1989).

La biodisponibilidad del selenio como un nutrimento o como agente toxico
depende altamente de las especies de Se presentes (Zhang y Gladyshev 2001). Selenatos
y selenitos son las formas principales en las que el selenio puede ser toxico para las

plantas.

El principal mecanismo por el que una alta acumulacion de selenio en planta
induce la toxicidad por selenio esta asociado con la incorporacion de selenocisteina
(SeCys) y selenometionina (SeMet) en las proteinas, en sustitucion de cisteina (Cys) y
metionina (Met), respectivamente (Brown y Shrift 1982). Las diferencias en tamafio y

propiedades de ionizacion entre el azufre y el selenio, conducen a alteraciones
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significativas en la estructura de la proteina. El enlace entre dos a&tomos de selenio es
aproximadamente un séptimo mas largo (distante) y un quinto méas débil que el enlace
disulfuro. De esta manera, la incorporacion de la SeCys en lugar de la Cys dentro de la
proteina puede interferir en la formacion de puentes disulfuro, lo que origina
alteraciones en la estructura terciaria de la S-proteinas y en un efecto negativo en su

actividad catalitica.

Este elemento induce clorosis, posiblemente a través de un efecto adverso en la
produccién de porfobilindgenosintetasa, una enzima requerida para la sintesis de
clorofila (Padmaja et al. 1989). El selenato y el selenito interfieren con la reduccién in
vivo del nitrato en hojas. El selenato puede interferir con la sintesis de GSH (glutationa);
lo cual puede disminuir las defensas de la planta contra radicales hidroxilos y el estrés
oxidativo (De Kok y Kuiper 1986).

2.5.7 Impacto del selenio en la salud humana

La importancia bioldgica se puso en evidencia; primero como un toxico y
después como un nutrimento indispensable en la dieta de animales y humanos. Marco
Polo describi6 signos de intoxicacion por selenio en los animales de carga en su trayecto
por China Occidental en el siglo XIII, ya que se dio cuenta que la ingestion de algunas
plantas de la zona les hacia cojear y perder las pezufias (Oldfield 1995). En seres
humanos, fue el padre Pedro Simén en 1560 quien informo sobre pérdida de pelo y ufias
en personas que vivian en cierta region de Colombia, la que ahora se sabe tiene un suelo

muy rico en selenio (Hanson 1983).

El selenio es de fundamental importancia para la salud humana como un
componente de selenoproteinas, que desempefian funciones estructurales y enzimaticas
(Rayman 2002). Entre las mas conocidas estan la de antioxidante (Combs 2001) y
catalizador para la produccion de la hormona tiroidea activa (Thomson et al. 2005).
Existe evidencia creciente de que la deficiencia de selenio puede causar efectos adversos
a la salud y ademéas que su aumento como componente nutricional puede otorgar
proteccion adicional contra las enfermedades (Diplock 1993; Combs 2001). Las

selenoproteinas estan involucradas en muchos aspectos del metabolismo celular, entre
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otros la enzima glutation peroxidasa (GPX) contiene como componente fundamental al
selenio y es esencial para proteger a las células y tejidos del dafio autooxidativo debido a
la produccién de radicales libres (Arthur 2003). Por otra parte, la deficiencia de selenio
tiene un efecto adverso sobre la inmunocompetencia, existiendo evidencia de que la
suplementacion con selenio mejora la respuesta inmune en humanos y que este elemento
es un nutriente clave en la lucha contra determinadas infecciones virales como la
influenza y VIH-SIDA (Jackson et al. 2004)

La deficiencia de selenio esta asociada con estados de animo negativos.
Igualmente cada vez hay mas evidencias de que niveles de ingesta de selenio superiores
a 300 ug por persona (Combs 2001) se encuentran asociados con la reduccién de riesgo
de cancer (Whanger 2004; Jackson et al. 2004; Rayman 2005; ATSDR 2009),
especificamente en el de higado, prdstata, colo-rectal y de pulmén (Rayman 2005), asi
como la disminucion de la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Céspedes y
Cabrera 2000), disminucion del estrés oxidativo, aumento de la fertilidad y de la funcién

inmune (Broadley et al. 2006).

2.6 Expresion génica

La expresion génica es el proceso por medio del cual todos los organismos
procariotas y eucariotas transforman la informacién codificada en los acidos nucleicos
en las proteinas necesarias para su desarrollo y funcionamiento. En todos los
organismos, inclusive los eucariotas, el contenido del ADN de todas sus células es
idéntico. Esto quiere decir que contienen toda la informacidn necesaria para la sintesis
de todas las proteinas. Pero no todos los genes se expresan al mismo tiempo ni en todas
las células. Hay s6lo un grupo de genes que se expresan en todas las células del
organismo Yy codifican proteinas que son esenciales para el funcionamiento general de
las células y son conocidos como "housekeeping genes". El resto de los genes se
expresan o no en los diferentes tipos de células, dependiendo de la funcion de la célula
en un tejido particular. Por ejemplo, genes que codifican proteinas responsables del
transporte axonal se expresan en neuronas pero no en linfocitos en donde se expresan

genes responsables de la respuesta inmune. También existe especificidad temporal, esto
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quiere decir que los diferentes genes en una célula se encienden o se apagan en
diferentes momentos de la vida de un organismo. Ademas, la regulacién de los genes

varia segun las funciones de éstos (Herr 2004).

transmision de la informacidn genética entre generaciones y la expresion en
forma de proteinas de dicha informacidn genética no son suficientes para permitir que el
programa de desarrollo de un organismo se lleve a cabo correctamente. Es necesario,
ademas, asegurar que los genes que constituyen la informacion genética transmitida se
expresen en momentos adecuados bien desde el punto de vista cronolégico o espacial
(procesos de desarrollo) o bien como respuesta a cambios en las condiciones
ambientales en las que se encuentra la célula o el individuo. Por otra parte, las respuestas
al ambiente o los procesos de desarrollo no suelen producirse como consecuencia de la
activacion de un Unico gen en un momento, sitio o condicion determinado, sino que
suele ser necesaria la expresion coordinada de un conjunto de ellos para que tenga lugar
el efecto. Estos dos hechos hacen que el control de la expresion génica sea central en el

proceso de la biologia molecular de los seres vivos.
2.6.1 Transduccion de sefial

Los mecanismos que permiten a las células sentir condiciones exteriores
(ambientales o sefiales de desarrollo) y activar como consecuencia de ello la expresion
de algunos genes se denominan transduccion de sefial. En estos sistemas, un complejo de
proteinas de membrana recibe la sefial externa (ver figura 5). Para ello, este complejo ha
de tener una proteina, al menos, dirigida hacia el exterior de la célula de manera que
actlie como receptor de la sefial. Como consecuencia de la deteccion de la sefial (lo que,
en términos bioquimicos suele significar "cuando se ha unido al receptor de membrana
la molécula que actia como inductor") se produce un cambio conformacional en la
molécula del receptor; cambio que, a su vez, causa otros en las otras proteinas del
complejo de membrana con las que interacciona. Como consecuencia de estos cambios
estructurales el complejo de proteinas, por su cara interna, es capaz de modificar
guimicamente proteinas citoplasmicas activando o inactivando asi su funcion como

represores de operones o genes (esto suele ocurrir mediante procesos de fosforilacion) o
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bien sintetiza moléculas que son inductores que regulan la actividad de represores
presentes en la célula (estas moléculas inductoras son lo que se suele denominar

colectivamente "segundos mensajeros™).

Los sistemas de transduccion de sefial son muy importantes porque de ellos
depende gran parte del control de la expresion genica y porque son manipulables
genéticamente, de forma que podemos utilizarlos para disparar procesos de expresion
génica usando sefiales inductoras diferentes de las que normalmente las controlan en la
naturaleza pero que son poco manejables en procesos industriales biotecnoldgicos
(Pisabarro 2008).

¢ Receptor

Figura 5. Sistema de transduccion de sefal

2.6.2 Mecanismo de transcripcion

Este es el modo méas importante para el control de la expresion de
los genes eucariotas y constituye la primera etapa. En este proceso se copia un gen o
fragmento de ADN utilizando ribonucle6tidos y originandose diferentes tipos de ARN.
La localizacién celular de este proceso en eucariotas es el nicleo. Este mecanismo
requiere los siguientes elementos: ADN original de una sola cadena, ribonuclettido
trifosfato para llevar a cabo la copia y ARN polimerasa la cual sintetiza el ARN a partir
del molde de ADN (Santisteban 1995).
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2.6.3 RNA-polimerasa

La transcripcion de las diferentes clases de RNAs en eucariotas se lleva a cabo
por tres polimerasas diferentes. ARN pol | que sintetiza la rRNAs, a excepcion de las
especies 5S. ARN pol II que sintetiza los MRNAs y algunos RNAs pequefios nucleares
(ARNSsn's) que trabajan en el empalme de ARN. ARN pol Il que sintetiza los 5S rRNA
y el ARNLt. El control més complejo observado en eucariotas son los genes que regulan
la expresion de ARN pol Il que transcriben el ARNm de genes (Hernandez et al. 1995).

2.6.4 Estructura de un gen

La mayoria de los genes eucariotas mMRNA contienen una estructura basica que
consiste en los exones e intrones de codificacién y promotores basales de dos tipos
(Figura 6). Los promotores basales se denominan cajas CAAT y cajas TATA a causa de
su secuencia. La caja TATA reside 20 a 30 bases antes de iniciar la transcripcion
(Martinez-Frias 2010).

ESQUEMATIZACION DEL GEN

Region
regula- Region estructural

toria

‘Aﬂor Region estructural \
A v A

—
Region codificante
e 3'UTR
N
Sitio de inicio de
la trascripcién
(nucleotido+1) Ultimas tres bases TGA 6 TAA 6 TAG que
codificardn para uno de los 3 posibles codones

Primeras tres bases (ATG) que codificardn de terminacién o STOP.
para el codén de iniciacién

Figura 6. Estructura de un gen eucariota
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2.6.5 Proceso transcripcional

En la etapa de iniciacion, la ARN-polimerasa se une a una zona del ADN (centro
promotor: caja TATA) previa al ADN que se quiere transcribir. A continuacion se
separan las dos cadenas por la endonucleasa que rompe los enlaces, inicidndose el
proceso de copia de ADN a transcribir. Los ribonucleotidos se afiaden en sentido 5°-3"
(Figura 7). En la elongacion la ARN- polimerasa continta afiadiendo ribonucledtidos
complementarios al ADN. Se transcriben intrones (no contienen informacion para la
sintesis de cadena polipeptidica) y exones (contienen informacién para formar la cadena
polipeptidica) hasta que se llega a una determinada secuencia que indica a la polimerasa
el final de la zona a transcribir. La transcripcion finaliza en la terminacién, al ARN
recién formado se le afiade una cola de unos 200 nucleotidos de adenina, la cola de poli-
A agregada por la enzima poli-A polimerasa, que sirve para que el ARN no sea
destruido por las nucleasas celulares y contribuye a su transporte fuera del nucleo. Se

forma asi el ARN transcrito primario (pre-ARNmM).
2.6.6 Productos de transcripcion

La maduracion del pre-ARNm consiste en un conjunto de modificaciones en
ambos extremos de la molécula, en la eliminacidén de intrones y en la alteracién de

ciertas secuencias de ARNm a partir de los cuales se forma el ARN maduro.

ARN Palimerasa Cadena no malde

25 Ribonudedtido

Cadena molde

' »

Directidn de la transcripoidn

Figura 7. Proceso de transcripcion
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2.7 Manipulacion de los genes involucrados en la asimilacion del Se

Reportes previos han estudiado genéticamente la capacidad de las plantas para la
acumulacion de Se, y ya que este elemento es quimicamente similar al azufre (S) y
puede ser metabolizado por las vias metabolicas del mismo, varios genes involucrados
en la asimilacion del S, han sido objetivo de manipulacion genética (Pilon-Smits 2005).
Inostroza-Blancheteau et al. (2013), determinaron la influencia de la adicion de selenito
en distintas dosis sobre la expresion de genes de transportadores de sulfato y selenio en
dos genotipos de trigo. Entre las funciones del selenio en las plantas se ha reportado que
puede aumentar la expresion de los genes relacionados a la fase Il de enzimas de
detoxificacion, ciertas proteinas relacionadas al selenio y genes apoptéticos, mientras
disminuye aquellos relacionados a la fase I de activacion de enzimas, genes de respuesta
al estrés, de funciones de adhesion celular y del citoesqueleto y proliferacion celular
(Goulet et al. 2007).

Por otro lado, para obtener una mejor idea del efecto del selenio en el
metabolismo de las plantas, y los mecanismos involucrados en la tolerancia al selenio,
distintos estudios con Arabidopsis demostraron que el selenio induce cambios en la
expresion génica relacionada con el metabolismo secundario y en general la tolerancia al
estrés (Van Hoewyk et al. 2008; Sams et al. 2011) ya que se han identificado los genes
de respuesta al selenio. En este estudio las raices y partes aéreas de la planta exhibieron
cambios relacionados al Se en la regulacién génica y el metabolismo (Van Hoewyk et al.
2008). Ademas, los genes involucrados en la asimilacion de S fueron sobre expresados,
asi como la sintesis y sefializacion de etileno y &cido jasménico y una variedad de
transcriptos inducidos por estrés osmotico y salinidad fueron también aumentados por el
selenato en este caso. De igual manera hubo cambios en los niveles de expresion de
transcriptos que regulan el crecimiento y el desarrollo de la planta de Arabidopsis.
Aunque lo anterior ofrece un amplio panorama de expresion de genes relacionados con
el metabolismo antioxidante, esto se ofrece en diferentes tejidos de las plantas, pero

poco se sabe de la acumulacion de Se en frutos.
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Aunque es posible incrementar el consumo de especies de cultivos que son
genéticamente predispuestas a acumular més Se, la diversificacion de la dieta no es
siempre factible (Rayman 2002), sin embargo variaciones genéticas dentro de las
especies pueden incrementar la demanda del consumo de Se a través de la
biofortificacion genética (Lyons et al. 2004). En el tomate, especie clasificada como no
acumuladora de selenio (White et al. 2004), los estudios realizados hasta el momento se
refieren principalmente a los cambios bioquimicos y metabdlicos que ocurren al exponer
las plantas a este elemento (Schiavon et al. 2013) asi como a la generacién de
transgénicos (Brummell et al. 2011), encontrdndose menor informacion acerca de las

respuestas de expresion génica diferencial frente a la aplicacion de Se como fertilizante.

Por lo anterior y por el hecho de que la utilizacion del selenio en fertilizantes
para cultivos ya se ha considerado debido a su importancia y a la necesidad de
incrementar su consumo a través de los alimentos (Broadley et al. 2006). Es importante
revisar la expresion de genes que codifican para la sintesis de antioxidantes especificos,
la cual depende de diversos factores y puede ser inducida de manera externa, en este
caso por medio de la adicion de selenio en el riego del cultivo de la planta de tomate.
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2.8 JUSTIFICACION

El selenio es un elemento clasificado como no esencial para la sobrevivencia de
las plantas pero es importante para su desarrollo en concentraciones controladas, ya que
de lo contrario, a niveles mayores ejerce un efecto pro-oxidante. El uso del selenio en la
produccion agricola es una posibilidad que puede derivar en mejoras en la calidad
nutricional de los productos y en la tolerancia al estrés en las plantas, ya que induce la
generacion controlada de radicales libres, lo cual se asocia con ajustes en la expresion
génica y modificaciones bioquimicas y fisioldgicas que elevan la capacidad de tolerancia
de las plantas frente al estrés ambiental, esto puede verse reflejado en productos
horticolas de mejor calidad nutricional. Esta propiedad le confiere beneficios a la salud
humana, tales como una mejora del sistema inmunoldgico, la supresion del cancer y la
reduccion de enfermedades cardiovasculares, estas asociadas con el consumo de selenio
en la dieta debido a que todas las funciones conocidas del selenio como un nutriente
esencial en los humanos y otros animales han sido asociados con las selenoproteinas. Sin
embargo, no se dispone de la informacidn basica acerca del efecto del selenio aplicado
como selenito sobre los cambios en la expresion génica en los tejidos de la planta de
tomate, como inductor del metabolismo antioxidante y en particular sobre antioxidantes
especificos de esta especie horticola la cual posee gran importancia econdémica; pues
ademas de ser la hortaliza méas difundida a nivel mundial por la aceptacion general del
fruto en la alimentacion y su utilizacion en forma variada, en México se encuentra
dentro de las primeras cuatro hortalizas de importancia y su fruto ocupa un primer lugar

en la exportacion.
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2.9 HIPOTESIS

La aplicaciéon de selenito induce a una mayor produccion de frutos en la planta de

tomate.

La calidad nutricional del tomate mejora mediante la aplicacion de selenito debido a la

induccion de cambios en el metabolismo antioxidante de la planta.

El uso de selenito mejora la tolerancia de la planta de tomate frente al estrés ambiental,

induciendo a la generacién de eliminadores de radicales libres.
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2.10 OBJETIVOS
2.10.1 Objetivo General

Generar conocimientos basicos acerca de los cambios en la expresion génica y en
la capacidad antioxidante de la planta de tomate al aplicar selenio como selenito de

sodio.

2.10.2 Objetivos Particulares

» Evaluar el efecto del selenio sobre el crecimiento de la planta y la produccién de
frutos.

+ Documentar los cambios inducidos por el selenio en el potencial redox del fruto.

* Medir la acumulacion de selenio y de los elementos nutrientes esenciales en el
tejido foliar, en tallo y en el fruto de la planta de tomate.

* Cuantificar la acumulacion de antioxidantes especificos (actividad catalasa,
glutation peroxidasa y superoxido dismutasa asi como vitamina C y licopeno).

» Analizar el perfil de expresion génica en el tejido del fruto de tomate maduro en

cada tratamiento.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del experimento

El experimento se llevdo a cabo en un invernadero del Departamento de
Horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro ubicada en Saltillo,
Coahuila, México. El cual se encuentra localizado a una altura de 1743 msnm, entre los

25° 24" de latitud norte y 100° 02" de longitud oeste del meridiano de Greenwich.
3.2 Siembra y acondicionamiento del invernadero

Se sembraron semillas de tomate (Lycopersicon esculentum L. Mill.) tipo
saladette hibrido variedad “Toro” de crecimiento determinado. La siembra se realizé en
charolas de poliestireno de 200 cavidades, verificando el crecimiento y el respectivo

cuidado de la plantula durante un periodo de 40 dias.

Se coloc6 una malla sombra de polipropileno color negro que tenia un factor de
sombra de 25%. Ademas, en el area se colocaron termometros y medidores de humedad
relativa. La temperatura maxima y minima y la humedad relativa fueron encontradas

oscilando entre 18-25°C y 50-65%, respectivamente.

3.3 Trasplante y establecimiento del cultivo

Se utilizaron 100 macetas de plastico con capacidad de 20 L., mismas que fueron
rellenadas con sustrato utilizando una mezcla de peat moss y perlita en una proporcion

70:30, respectivamente.

Se seleccionaron las plantulas de las mas uniformes en tamafio y desarrollo, se
sumergio el cepelldn en una solucion enraizadora y se trasplantaron en las macetas de 20

L. El trasplante se realiz0 a los 40 dias después de la siembra.

La nutricion del cultivo se llevo a cabo mediante la aplicacion de la solucion

nutritiva universal Steiner (Steiner 1961), ajustada a un valor de pH de 5.5 a 6.5 con
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acido sulfarico, con el objetivo de asegurar la disponibilidad de los elementos minerales
en la solucion nutritiva y mantener el ion selenito en su forma protonada (Preciado-
Rangel et al. 2006). La concentracion de la solucion aplicada fue acorde a la etapa
fenoldgica: 25% en las etapas iniciales y alcanzando el 75% después de la floracion. A
las plantas se les aplicaron los siguientes tratamientos como se explica en el Cuadro 1,
usando como fuente selenito de sodio anhidro grado reactivo (Na,SeO3; Sigma-Aldrich,
99% de pureza).

En las plantas se realizaron podas de yemas laterales y tutoreo de plantas cada 8 dias,
se llevo un control de plagas y enfermedades mediante aplicaciones preventivas de
productos fitosanitarios. Al cabo de 40, 80 y 120 dias después del trasplante se
registraron para cada fecha la informacion sobre el tejido foliar, el tallo y el fruto, esto
con el fin de poder realizar ciertos analisis morfométricos sobre los componentes de la
planta. Las variables evaluadas fueron obtenidas en tres muestreos realizados en las tres
fechas mencionadas. Tomando de cada muestreo tejido foliar, de tallo y de fruto para los

distintos analisis.

Cuadro 1. Tratamientos aplicados en una solucién nutritiva de riego sobre el cultivo de la planta de
tomate.

Tratamientos
T Testigo  Solucién Steiner + 0 mg L™ de selenio
T2mgL™" Solucién Steiner + 2mg L™ de selenio

T5mgL-" Solucién Steiner + 5mg L™ de selenio

3.4 Produccion de fruto
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Para la colecta de los frutos se tomo en cuenta una escala de clasificacion de
madurez de acuerdo con los estandares estadounidenses de coloracién de tomates
frescos, seleccionando aquellos denominados “red” (con mas del 90% de la superficie de
color rojo) segun el United States Department of Agriculture (USDA 1997). El total de
frutos (NF) fueron aquellos frutos maduros contabilizados en cada planta de 9 elegidas
aleatoriamente de cada tratamiento. Se cuantifico el peso de los mismos para obtener la

produccién de fruto por planta (PF) en g planta™.
3.5 Variables agronémicas y calidad de frutos
3.5.1 Medicidn de las variables de crecimiento (Altura y didmetro)

De cada tratamiento, se eligieron 3 plantas completamente al azar y se
etiquetaron desde el inicio del trasplante. De cada uno de los tres muestreos
correspondientes se realizaron mediciones de la altura de la planta (ALT) desde la base
del tallo hasta la Gltima hoja en la parte aérea de la planta con la ayuda de una cinta

métrica reportando los valores en centimetros.

De igual forma sobre las plantas elegidas para la medicion de altura de la planta, se
midi6 el diametro del tallo (DT) en la base de la planta. A los frutos colectados se midio
el diametro polar (DP) y ecuatorial (DE) de cada uno utilizando un vernier digital
(Autotec, modelo Caliper digital 150 mm) reportando los valores en centimetros. Estos
frutos fueron seleccionados en el momento de cada muestreo, se eligieron 3 de los frutos
completamente maduros segin la denominacion “red” por cada planta de cada

tratamiento totalizando 9 frutos por tratamiento.
3.5.2 Firmeza de frutos

Se obtuvieron las muestras de los frutos con madurez fisiolégica en base a la
clasificacion “red” evaluando 9 réplicas para cada tratamiento. La firmeza se midid
utilizando un penetrémetro manual (QA Supplies, model FT011), se tomd firmemente el
fruto y se introdujo el penetrometro de un solo impulso hasta la marca delimitante de la

puntilla de 8mm, se tomé la lectura y se reporté en kg cm™.
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3.5.3 Sélidos solubles totales de frutos

Para los frutos colectados en base a la clasificacion “red” se midi6 la cantidad de
solidos totales (SST). Se perford cuidadosamente cada fruto para obtener una gota de
jugo el cual se coloco en un refractometro manual (Master Refractometer Automatic
Atago) debidamente calibrado, se cerro la tapa suavemente de manera que la muestra
cubriera completamente la superficie del prisma, se observo a través de la mirilla y se
tomo la lectura en la interseccién de los dos campos, los valores se reportaron en grados

Brix.
3.5.4 Materia seca total

Para la obtencion del porcentaje de materia seca total (MST) se seleccionaron al
azar 6 plantas de cada tratamiento para cortar de ellas las dos hojas con madurez
fisioldgica, tallos y frutos. Se etiquetaron bolsas de papel estrasa (capacidad 1 kg) y se
formaron charolas con papel aluminio de igual manera etiquetadas con las muestras a
obtener. Las estructuras fueron pesadas para obtener el peso fresco, los tallos fueron
cortados en trozos y los frutos en rodajas finas, los tallos y las hojas fueron puestas en
bolsas de papel estrasa previamente etiquetadas, por su parte las rodajas de los frutos
fueron colocadas en charolas de papel aluminio, colocando después todas las estructuras
en una estufa de secado a una temperatura de 60°C durante 48 horas. Transcurrido el
tiempo se pesaron nuevamente Unicamente las estructuras restando el valor del peso de

las bolsas y charolas que los contenian y se calculé el porcentaje de materia seca total.
3.6 Contenido de selenio y macronutrientes
3.6.1 Cuantificacion de selenio, potasio, magnesio y calcio

De las muestras obtenidas para la estimacion de materia seca total, se tomé una
porcion de 5 g y se macer6 en un mortero de porcelana. Se tomd 1 g del macerado y esta
muestra fue sometida a digestion acida con &cido nitrico y perclérico en una proporcion
3:1 usando una plancha de calentamiento a 100 °C. Posteriormente la solucion fue
filtrada con papel filtro Whatman (No 42 sin cenizas) y aforada a una solucion de trabajo

de 100 mL con agua desionizada. La lectura se realiz6 utilizando un espectrémetro de
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Induccion de Plasma (ICP) marca THERMO JARELL ASH, Modelo IRIS Advantage,
siguiendo el procedimiento 984.27 de la AOAC (2000). Los nutrientes cuantificados

fueron K, Mg y Ca ademas de la correspondiente cuantificacion de selenio.
3.6.2 Cuantificacion de nitroégeno

El nitrégeno fue cuantificado por el método de Kjeldahl (AOAC 1980). Para

realizar esta prueba se desarrollo lo siguiente:

Digestion: Se pesaron 0.05 mg de fruto seco, previamente macerado en un
matraz bola cuidando que la muestra no se pegara a las paredes del matraz,
posteriormente se afiadieron 4 mL de la mezcla digestora y se sometidé la muestra a una
digestion en el aparato de micro destilador Kjeldahl bajo una campana de extraccion, la

digestion se terminaba al tornarse la muestra en un color azul-verde claro.

Destilacion: Se prendio el micro destilador, ajustando la velocidad de destilacion
a 5 mL por minuto, al mismo tiempo que se abre la llave de agua para tener H,O
circulando por el refrigerante. Se agregd la muestra a la camara de ebullicién por medio
de un embudo, colocando un frasco Erlenmeyer con 30 mL de acido bérico y dos gotas
de indicador bajo la salida de destilacion, se afiadieron 10 mL de la solucion de NaOH a
la camara de ebullicion lentamente. La prueba exige recuperar 60 mL de destilado lista

para titular.

Titulacion: El destilado se titulé con H,SO,4 (0.025 N) finalizando hasta que la
muestra se tornara en un color violeta, comparando cada muestra con el blanco de la
prueba. Se finaliz6 con los calculos; cada equivalente del H,SO,4 usado corresponde a un
equivalente de NH3 o a un equivalente de N en la muestra original. El peso del N en mg

estd dado por miliequivalentes del acido x 14 (el peso equivalente del N).

3.6.3 Cuantificacion de fosforo

35



El fosforo se cuantifico por el método colorimétrico del reactivo éacido
aminonaftol sulfénico ANSA (Harris y Popat 1954). Se utilizaron las digestiones
elaboradas previamente para la cuantificacion de los minerales (K, Ca, Mg, Fe, Zn).
Posteriormente se tomé una alicuota de 1 mL con una micro pipeta de la solucion de
ceniza que contenia 0.01-0.2 mg de fésforo mL™, se afiadieron 5 mL de molibdato de

amonio, y 2 mL de ANSA, se mezclé para combinar todos los reactivos.

La lectura se realizd en un espectrofotometro UV-visible (Genesys 10S Thermo
Scientific), después de 20 minutos, a una longitud de onda de 640 nm. Con el dato
obtenido se busco la concentracion parcial de fosforo por medio de la curva estandar y

se ajusto este valor con la cantidad de muestra que se peso.

3.7 Cuantificacion de antioxidantes proteicos

3.7.1 Potencial de 6xido-reduccion (ORP)

La tendencia a reducir u oxidar a otros elementos quimicos se cuantifica por el
potencial de reduccion, también Ilamado potencial redox. Para realizar esta prueba se
recolectaron los frutos con madurez fisiologica en base a la clasificacion ‘“red”
evaluando 6 réplicas por cada tratamiento, se pesaron las muestras en una balanza
analitica (Ohaus, modelo PA214), en seguida se preparé la solucion Buffer de Fosfatos
(Fosfatos 0,1 M, pH 7) que consta de dos soluciones; 1) Solucién A (NaH,PO, 0,2 M):
se disolvieron 27.6 g de NaH,PQO,. H,O en agua destilada, llevando el volumen final a 1
litro. 2) Solucion B (Na;HPO,4 0,2 M): se disolvieron 53.65 g de Na;HPO,. 7 H,O en
agua destilada, llevando el volumen final a 1 litro. Tomandose 195 mL de la solucion A,
305 mL de la solucion B y 500 mL de agua destilada. Posteriormente se coloco la
muestra en un mortero, agregandole 10mL de buffer de fosfatos preparado para macerar
el fruto obteniendo un concentrado o jugo, se llevd la muestra al lector ORP
(pH/ORP/ISE Meter, Hanna) donde se coloco el electrodo en el concentrado esperando a
que la medicidn se estabilizara, se reportaron las lecturas en mV, se lavo el electrodo con
agua desionizada y se secO repitiendo la operacion para todas las muestras de cada

tratamiento.
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3.7.2 Cuantificacion de proteinas totales

Para la preparacion de los extractos de hojas, tallos y frutos en cada muestreo se
macer0 1 g de tejido fresco en un mortero con nitrogeno liquido, de este macerado se
tomaron 0.3 g y se transfirieron a un tubo para microcentrifuga eppendorf de 2.0 mL y
se agrego 1.5 mL de buffer de fosfatos pH 7 almacenada previamente a 4°C. El tubo con
la muestra fue sujeta a un vortex (Genie 1 Touch mixer model SI-0136) con el fin de
homogenizar la muestra, se sonico (Sonicador Branson 1510 model 1510R-DTH) sobre
hielo por 10 minutos, posteriormente se centrifugd en frio (Prism Labnet International
Inc.) a 12000 rpm por 10 minutos a 2°C. El sobrenadante fue separado y mantenido a -
80°C.

Las proteinas totales fueron cuantificadas para determinar la actividad enzimatica
relativa al total. Se obtuvo una curva estandar (0, 100, 200, 300, 400, 500, 600 y 700
ppm) de una solucion del albumina sérica bovina y se us6 un blanco con buffer de
fosfatos de pH 7. Para llevar a cabo dicha cuantificacion se utiliz6 el mismo extracto
antes mencionado del cual se tomaron 5 pL y junto con 250 uL del reactivo de Bradford
(Bradford, 1976) se colocaron en cada uno de los pozos correspondientes en una
multiplaca de ELISA, la lectura se realizé en un lector de multiplacas (BioTek ELx808

Absorbance Microplate Readers) a una absorbancia de 630 nm.
3.7.3 Actividad especifica catalasa

Se analiz6 la actividad Catalasa de acuerdo al protocolo modificado de Lubinsky y
Bewley (1979) por medio de espectrofotometria UV-visible a una longitud de onda de
275 nm. De los extractos de tejido vegetal se tomé una cantidad de 20 pL y se hizo una
dilucion 1:20 con 380 pL de buffer de fosfatos pH 7. Se preparé un blanco, con 400 uL
de buffer de fosfatos pH 7, 150 pL de H,SO,4 (2%) y 2 pL de H,O; (30%). Se determind
un tiempo 0 con la muestra diluida 1:20, 150 puL de H,SO4 (2%) y 2 L de H,0; (30%),
este es Ilamado tiempo 0 porque la posible reaccidn a iniciar fue detenida previamente
con el H,SO,4y finalmente un tiempo 1 con la muestra diluida 1:20, 2 pL de H,0, (30%)
y dejandolo reaccionar durante 1 min con agitacion vigorosa mas 150 pL de H,SO4 (2%)
para detener la reaccion. Esto se hizo para cada muestra. Las absorbancias fueron

medidas a una longitud de 275 nm y fueron hechas en una celdilla de cuarzo (10x10mm)
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en un espectrofotébmetro (Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis). Se realiz6 una curva
estandar de H,O, como referencias (0, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 100 mM). Una Unidad de

catalasa se define como 1 pmol de H,0, mL™* min™.
3.7.4 Actividad especifica glutation peroxidasa

La actividad de la enzima Glutation Peroxidasa se cuantifico por el método de
Xue et al. (2001) modificado. Se us6 el mismo extracto de tejido vegetal utilizado para
las anteriores cuantificaciones. Del sobrenadante se tomo6 una cantidad de 0.2 mL y se
coloco en un tubo eppendorf 1.5 mL, se adicionaron 0.4 mL de GSH (0.1 mM) y 0.2 ml
de buffer de sodio y potasio (0.067 M). Después de pre-calentamiento de las mezclas en
bafio de agua a 25°C durante 5 min, se afiadieron 0.2 mL de H,0, (1.3 mM) para iniciar
la reaccién. La reaccion se mantuvo 10 minutos y fue detenida afiadiendo 1 mL 1% de
acido tricloro acético, la mezcla se coloco en bafio de hielo por 30 min y enseguida fue
centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. Se tomaron 0.48 mL del sobrenadante y se
colocaron dentro de una cubeta adicionando 2.2 mL Na,HPO, (0.32 M) y 0.32 mL de
1.0 mM 5,5-ditio-bis (2-acido nitrobenzoico) (DTNB) con 5 minutos de reposo para el
desarrollo del color. Se midio la absorbancia a una longitud de onda de 412 nm con un
espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific Genesys 10S). Se obtuvo una curva
estandar (0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.3 y 625 mU mL™) con la enzima pura obtenida
comercialmente del kit Glutathione Peroxidase (GPx, Assay Science Cell Research
Laboratories). Una Unidad de glutation peroxidasa se define como 1 mU de GSH-Px

mL™* min™.
3.7.5 Actividad especifica superdxido dismutasa

Esta medicién fue llevada a cabo con ayuda de un Kit SOD (SOD assay kit
Sigma- Aldrich 19160). Se construy6 una curva estandar como lo indica el kit SOD y se
calcul6 la actividad enzimatica con el porcentaje de la tasa de inhibicion incubando las
mezclas a 37 °C durante 20 min y leyendo las absorbancias a 450 nm en un lector de
microplacas para ELISA (BioTek ELx808 Absorbance Microplate Readers). De acuerdo
con la metodologia del kit SOD, se realizaron tres blancos: a) blanco 1= ddH,O (double

distilled water), WST (working solution) y la dilucién de la enzima, b) blanco 2=
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extracto, WST vy la dilucién buffer y finalmente el blanco 3= ddH,0O, WST y la dilucién
buffer que contiene el kit. Una Unidad de superoxido dismutasa se define como el 50%

de inhibicion de formazan a 450 nm.
3.8. Cuantificacion de antioxidantes no proteicos

3.8.1 Acido ascorbico

De acuerdo al método AOAC (1990), se pesaron 10 g de las muestras de frutos
frescos, se trituraron y se depositaron en un mortero de porcelana, posteriormente se
afiadieron 10 mL de acido clorhidrico al 2% y se maceré por 10 minutos, el contenido
fue lavado tres veces con agua destilada por medio de filtracion, el liquido filtrado se
depositd en un matraz volumétrico de capacidad de 100 mL. Por su parte, el sélido
restante fue lavado nuevamente con agua destilada y trasladado al mismo matraz
volumétrico de 100 mL para su subsecuente aforacion. Se midieron 10 mL del extracto
obtenido de la aforacién previa y se depositaron en un matraz erlenmeyer de 125 mL, se
titulé con una solucién de 2,6 diclorofenolindofenol (0.001N), hasta que aparecio el
primer tono rosa que persistio 30 segundos. Se utilizé un blanco de agua destilada.

3.8.2 Licopeno

El licopeno se cuantificé usando una modificacion del método de Bunghez et al.
(2011). La cuantificacion se llevo a cabo con 3 réplicas por tratamiento. Se obtuvo una
seleccién de frutos frescos maduros, se cortaron en rodajas para luego ser colocados en
charolas de aluminio y llevados a secado en una estufa de deshidratacion (Lindberg/Blue
M, model Gravity Oven) a una temperatura de 60°C durante 48 horas. El tejido
deshidratado fue pulverizado en un mortero, de este polvo se tomo una porcion de 0.5 g
y se mezcld con 0.5 mL de buffer de fosfatos (pH 7) y 2 mL de una mezcla extractora
compuesta por hexano: acetona en una relacion 2:3. El extracto obtenido se llevd a
centrifugacion a 5000 rpm durante 5 minutos y se obtuvieron 2 fases. La fase organica
se diluyo con acetona en un volumen 1:1 y se midio la absorbancia a una longitud de
onda de 502 nm en un espectrofotémetro (Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis). Se

realizd una curva estandar de licopeno (Lycopene 96% Xian Lukee Bio-Tech Co., Ltd.)
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con 0, 5, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75 mg L™ a partir de una solucién madre de 100 mg L™.
La cual consistio en un estandar de licopeno y una mezcla extractora hexano: acetona
(2:3).

3.9 Analisis de la expresion génica de frutos
3.9.1 Extraccion y cuantificacion de ARN.

La extraccion de ARN se llevd a cabo por el método del Trizol (TRI reagent,
Sigma-Aldrich 93289). Se utilizaron 100 mg de tejido de frutos frescos y se maceraron
con nitrégeno liquido, se agregd 1 mL de Trizol y se incub0 por 5 minutos a temperatura
ambiente. Se agregaron 200 pL de cloroformo y se agitaron vigorosamente, la mezcla
posteriormente se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a
12,000 gravedades a 4°C durante 15 minutos. Se recuper0 el sobrenadante y se
agregaron 500 pL de isopropanol frio y se incub6 durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd a 12,000 g a 4°C durante 10 minutos. La pastilla resultante se
lavd con 500 pL de etanol frio (70%), se centrifugd por 5 min a 7,500 g y 4°C,
nuevamente, el sobrenadante fue removido y la pastilla restante en el fondo del tubo fue
secada al aire durante 5 min. La pastilla se resuspendié con 50 puL de agua DEPC y
posteriormente incubada en bafio de agua de 60°C durante 15 min para disolver el ARN.
Finalmente, para que el ARN pudiera ser almacenado en condiciones de estabilidad, se
alicuotd en 3 tubos de 500 pL, conteniendo 20 uL en cada uno de ellos, entonces se
almacen6 a -70°C. Se determind la cantidad del ARN obtenido por medio de
espectrofotometria UV-Vis (absorbancia 260/280) y la calidad por electroforesis

desnaturalizante.

3.9.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

La sintesis del ADNc se llevo a cabo a partir de los extractos de ARN mediante

el uso del Kit comercial ImProm Il Reverse transcription sysem (Promega, A3800). Esta
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sintesis fue llevada a cabo por medio de 2 reacciones: En la primera se agreg6é 1 uL de
Random primer a un tubo contiendo 2 pg de ARN. Se usé un control negativo
conteniendo agua DEPC y un control positivo conteniendo Kanamycina. Todos los
tubos fueron calentados a 70°C por 5 minutos y enfriados a 4°C por 5 min y fueron
centrifugados por 10 segundos. En la segunda reaccion se hizo una mezcla conteniendo
agua libre de nucleasas, Buffer 5X, MgCl,, mezcla de DNTP’s, inhibidor de
ribonucleasas y transcriptasa reversa. De este mix se tomaron 15 pL y se agregaron 5 puL
de ARN de la primera reaccion. Para la amplificacion de los genes se utilizé la PCR
mediante el uso de un termociclador (Labnet, multigene gradient), una vez terminado el
ciclo (25°C/5 min, 42°C/60 min, 70°C/15 min, 4°C/indefinido) se almacenaron a -20°C.

3.9.3 RT- PCR semicuantitativa

Los iniciadores fueron disefiados con el programa Primer-BLAST Yy sintetizados

por Macrogen Inc. (Seoul, Korea, http://www.macrogen.com), de esta manera fueron

obtenidos comercialmente. Las caracteristicas de los iniciadores empleados se muestran
en el (Cuadro 2). Se utiliz6 un termociclador programable (Labnet, multigene gradient).
Los productos de PCR fueron separados por electroforesis usando un gel de agarosa al
3%. Las imagenes del gel fueron capturadas con un sistema de imagenes (MultiDoc-It
Digital Imaging System, UVP).

3.9.4 Densidad relativa

Las bandas obtenidas se analizaron por densitometria de imagen mediante el
software ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). En éste, se colocaron las imagenes de los
geles y se selecciono el area de la banda obtenida, se obtuvo el area bajo la curva
obteniéndola en valores numericos y posteriormente fue convertida en porcentaje. El
mismo procedimiento se realizo para cada uno de los genes incluyendo un gen endégeno
previamente seleccionado por medio de un screening, eligiendo gliceraldehido 3 fosfato
(g3f) para hojas y frutos y actina para los tallos. De éste, se obtuvieron valores
numéricos de densidad ajustada de los genes enddgenos y de densidad relativa para cada
uno de los genes de estudio, siendo el valor de 1 para el tratamiento testigo (0 mg mL™),
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cambios mayores a este nivel de transcripcion fueron considerados significativos o sobre

expresados.

Cuadro 2. Caracteristicas de los iniciadores utilizados para la cuantificacion de la expresion génica.

Nombre del . Tamafio de
Secuencias Temperatura de producto
iniciador anillamiento de amplificacion
cat-f 5-GGCCTGTTCTGC TTG AGG AT-3’ 60°C 170 pb
cat-r 5’- GCC AGG AGC TCG GAG AAA AT-3’ 60°C 170 pb
gpx-f 5- AGG ATG CTA AGG GCA AGG AC-3’ 58°C 169 pb
gpx-r 5’-TTG CAA GGG AGG GCC AGA AT-3’ 58°C 169 pb
sod-f 5’-TGATGA TGG GCC AAC TAC GG-3’ 59°C 175 pb
sod-r 5’- ACC CGC ATG ACG GAT TTC AT-¥ 59°C 175 pb
apx-f 5-TCT CCT CTCCTT CCC CAC AT-3’ 60°C 161 pb
apx-r 5-GTGGCCTTC AACAGC TCCTT-3’ 60°C 161 pb
lic-f 5’- ACC CTG TTG GAA AAA GAT GGA T-3’ 58°C 151 pb
lic-r 5’- ACC CAA AGT TTC ACA AAA CTT CCT-3’ 58°C 151 pb
g3f-f 5’- GGA GTC GACCGG TGT TTT CA-3’ 60°C 190 pb
g3f-r 5’- GGG AGC AAG GCA ATT TGT GG-3’ 60°C 190 pb

3.10 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con 30 repeticiones por
tratamiento. Para las variables agrondmicas (produccion de frutos, altura de la planta,
diametros de tallos y materia seca total), asi mismo como para las variables de calidad
(acumulacion de selenio, macronutrientes, firmeza y sélidos solubles de frutos) y
antioxidantes especificos (CAT, SOD, GPX, &cido ascorbico y licopeno). Se realiz6 un
analisis de varianza con el software Statistical Analysis System (SAS 9.1.3), esto con el
fin de verificar si los tratamientos de selenito proporcionaron diferencias significativas a
cada una de las variables. Se desarrollé una prueba de comparacion de medias de Tukey
(p<0.05) para identificar diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos, las
pruebas de medias fueron independientes para cada érgano de la planta. Adicionalmente

se aplicaron dos pruebas de correlaciones por rango (r de Spearman), una para verificar
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la asociacion estadistica entre las concentraciones de elementos minerales en hojas,
tallos y frutos y otra prueba para verificar la asociacion entre las variables agronomicas
medidas, las variables bioquimicas y los datos de expresion génica. Para los datos de
densidad relativa de expresion génica se aplicé una prueba de comparacion de medias no

paramétrica de Fisher (p <0.1) usando el software Statistica (version 6.0).
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IV. RESULTADOS

4.1 Produccion del fruto

Aunque el namero de frutos (NF) y peso de frutos (PF) por planta no fueron
modificados estadisticamente por los tratamientos de Se (Cuadro 3), se encontré una
correlacion de Spearman positiva entre la variable NF y la concentraciéon de Se (R =
0.9637, o < 0.05). Ademés los resultados muestran un aumento gradual en el
rendimiento del fruto bajo la aplicacién de tratamientos con selenio en comparacion con
el testigo, que van desde 12 frutos hasta casi 17 frutos por cada planta analizada
(tratamiento testigo y tratamiento 5 mg L™ respectivamente). Tomando en cuenta que los
frutos cuantificados fueron solamente aquellos restantes ya que se llevaron a cabo podas
de las yemas laterales cada 15 dias. Este efecto de aumento puede ser observado a pesar
de que no se detectdé una diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05) entre el
testigo y los tratamientos. De la misma manera sucedidé en la produccion de fruto,

medida en gramos por planta, que va desde 869 a 1184 g por planta.

Cuadro 3. Numeros de fruto por planta (NF) y peso de frutos por planta (PF) en tomate con aplicacion de

tres tratamientos de selenio (0, 2 y 5 mg L™) en la solucién nutritiva.

Tratamientos NF PF
(Frutos planta™) (g planta™)
0 mg Lt 12.00+2.9a 869.20+224.6a
2mgL* 17.67+3.9a 1061.53+349.8a
5mg Lt 16.67+3.6a 1184.83+378.9a

NF: fruto por planta; PF: peso de fruto por planta; ddt: dias después del trasplante. Las medias seguidas de

la misma literal no son diferentes seglin Tukey (p<0.05).

4.2 Cuantificacion de variables agronémicas y de calidad de frutos

Los resultados de las variables agronomicas se muestran en el Cuadro 4. Se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos asociados a la
aplicacion de Se en comparacion con el tratamiento testigo, con un incremento
significativo en los valores de longitud de tallo (ALT), diametro de tallo (DT), solidos
solubles totales de fruto (SST), firmeza y didmetro de frutos (DP y DE). Con respecto al
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contenido de materia seca total (MST), también hubo una diferencia significativa (p
<0.05) entre tratamientos en hojas pero no en tallos y frutos (Cuadro 5).

Cuadro 4. Comparacion de medias de las variables agronémicas y calidad de frutos evaluadas en tres
fechas de muestreo en plantas de tomate con aplicaciones de selenio en solucién nutritiva a tres diferentes

concentraciones: 0, 2y 5 mg L™

Tratamientos ALT DT DP DE Firmeza  SST
cm mm cm cm kgcm?  °Bx
Control 61.1+3.9b* 11.840.9b 5.49+0.7b 5.42+0.5b 2.9+0.2c¢ 4.3+0.1b

2mg L™ 67.5+3.0a 13.4+0.8a 6.24+0.5a 5.93+0.3a 4.3+0.3b 5.1+0.4a
5mgL"* 65.2+2.9a 13.3+0.8a 6.38+0.4a 5.96+0.7a 4.5+0.3a 4.9+0.6a

*Las medias seguidas de la misma literal no son diferentes segun Tukey (p <0.05). ALT = altura de planta;

DT = diametro de tallo; DP = diametro polar diametro de fruto; DE= diametro ecuatorial de fruto; SST =

sélidos solubles totales.

Cuadro 5. Comparacion de medias de la material seca total (MST) evaluada en plantas de tomate con

aplicaciones de selenio en solucion nutritiva a tres diferentes concentraciones: 0, 2 and 5 mg L™.

Tratamientos MST (%)
Hoja Tallo Fruto
Control 43.7+14.5 b* 26.6+x3.0a 32.8+6.1a
2mg L* 48.1+#19.1ab  28.3+36a  28.9+45a
5mg L™ 50.9+19.2 a 29.9+6.5a 30.0+4.9a

* Las medias seguidas de la misma literal no son diferentes segin Tukey (p <0.05).
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4.3 Contenido de selenio y macronutrientes
4.3.1 Cuantificacion de selenio

La concentracion de Se en los diferentes componentes de la planta analizando
hojas, tallos y frutos y expresada en pg g™ (Figura 8), indicé diferencias significativas (p
<0.05) entre los tratamientos; sin embargo, en los frutos, la Unica diferencia fue entre el
tratamiento 5 mg L™ de Se con un valor de 35.8 pg g en comparacion con el control.
Referente a la distribucién de Se en las plantas, se obtuvo méas selenio en los tallos y

menor concentracién en los frutos y hojas (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion de selenio en hojas, tallos y frutos de tomate con aplicaciones de selenio en
solucién nutritiva; las concentraciones usadas se indican en el eje x (0, 2 y 5 mg L™). Medias con la misma
letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p > 0.05), esto se aplico independientemente para

cada 6rgano de la planta.

4.3.2 Cuantificacidon de macronutrientes

La concentracion de elementos macronutrientes en los tejidos de las plantas es
mostrada en el Cuadro 6. Los contenidos de macronutrientes que mostraron diferencias
significativas (P<0.05) entre tratamientos fueron el contenido de Mg en hojas como el K
en tallos y frutos. A pesar de estos resultados, el coeficiente de Spearman (Mg hojas, r= -

0.08; K tallos, r=-0.33; K frutos, r=-0.24) no mostro correlacion significativa (p <0.05)
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entre la concentracion de Se y el resto de los elementos minerales. Este hecho sugiere

que la presencia de Se en la concentracién usada en este estudio no interfirio con la

absorcion de otros elementos.

Las correlaciones entre la concentracion de Se en los diferentes tejidos de la

planta, fueron todas significativas (hoja/tallo, r =0.50; hoja/fruto, r =0.68; tallo/fruto, r

=0.59), lo que sugiere una ausencia de competencia por el Se entre los diferentes

organos y una acumulacion de Se de los drganos en proporcion directa a su

disponibilidad

Cuadro 6. Concentracion de macronutrientes y selenio en los diferentes 6rganos de la planta de tomate

con aplicaciones de selenio en solucién nutritiva a tres diferentes concentraciones 0, 2 y 5 mg L™

Organos

de la Se

planta (mgL N P K Ca Mg Se
0 3.36+0.66a* 0.76+0.27a 3.57+0.23a 5.16+2.76a 0.58+0.19c 9.90+0.10b

Hojas 2 3.24+0.46a 0.82+0.18a 4.42+1.94a 4.72+1.43a 0.68+0.16b 20.9+0.12a
5 3.09+0.48a 0.91+0.34a 3.47+0.85a 3.54+1.50a 0.71+0.34a 20.4+0.13a
0 2.36+0.59a 0.70+0.10a 3.84+0.20ab 3.30+1.68a 0.49+0.16a 21.7+0.12b

Tallos 2 2.50+0.50a 0.77+0.19a 4.47+1.47a 3.90+1.64a 0.31+0.06a 45.6+0.15a
5 2.49+0.41a 0.72+0.11a 3.40+0.67b 2.82+2.16a 0.37+0.06a 52.3+0.31a
0 2.20+0.42a 0.59+0.03a 2.95+0.56ab 0.86+0.3a 0.40+0.13a 16.8+0.05b

Frutos 2 1.874+0.34a 0.47+0.04a 3.44+0.46a 1.26+1.3a 0.3440.13a 24.5+0.10ab
5 2.11+0.45a 0.56+0.15a 2.90+0.55b 2.82+0.03a 0.33+0.15a 35.8+0.14a

*Medias con la misma letra en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p > 0.05).

Las concentraciones de N, P, K, Ca y Mg estan dadas en porcentaje, el selenio en ug g™.
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4.4 Potencial de 6xido-reduccién de los frutos

La variable potencial de 6xido reduccion (ORP) mostré diferencias significativas
(p <0.05) entre tratamientos. En los frutos donde se aplico selenito de sodio (Na,SeOs) a
2mg L™y 5 mg L™ se encontré un efecto benéfico para esta variable (Figura 9), es decir

que disminuyo el valor por tanto aument6 su potencial de 6xido-reduccion.
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Figura 9. Potencial de oxido reduccién bajo tres tratamientos de selenio (0, 2 y 5 mg L™?). Medias con

letras iguales no son estadisticamente significativas (p > 0.05) segun la prueba de Tukey. mV= milivolts

4.5 Antioxidantes protéicos

4.5.1 Proteinas totales

La cantidad de proteinas totales en los extractos de los diferentes
tejidos de la planta de tomate se observan en la Figura 10. No se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos con aplicaciones de selenio y el

testigo. La cuantificacion de las proteinas totales en los extractos de los tejidos
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de la planta proporcionaron una medida relativa de la cantidad de proteinas
especificas debido a que la actividad especifica de una proteina es equivalente
al numero de unidades de esa proteina especifica sobre los miligramos de
proteinas totales. Asi, la medicion de la actividad especifica de cada enzima

fue utilizada como una medida relativa al total de proteinas.

Proteinas totales (mg g'!)

HOJA TALLO FRUTO

Tratamientos

Figura 10. Cantidad de proteinas totales en hojas, tallos y frutos de tomate con aplicaciones de 0, 2y 5
mg L de selenio. Medias con las mismas literales son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p >
0.05), esta fue aplicada independientemente para cada 6rgano de la planta. Lineas verticales indican

desviacion estandar.

4.5.2 Actividad enziméatica

La actividad especifica de la enzima catalasa mostrd un aumento significativo (p
<0.05) aplicando 5 mg L™ de Se Gnicamente en los frutos (Figura 11) mientras que la
actividad reportada para las hojas y tallos no se mostro estadisticamente significativa (p
>0.05). De manera totalmente similar a la catalasa, la actividad glutation peroxidasa
mostrd un aumento significativo (p >0.05) con el tratamiento 5 mg L™ en los frutos pero
no asi para hojas ni tallos (Figura 12). Mientras tanto, la actividad especifica de la

enzima superoxido dismutasa se encontré similar para hojas y tallos aunque en frutos
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aumentd significativamente con ambos tratamientos de aplicacién de Se (2 y 5 mg L™)
(Figura 13).
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Figura 11. Actividad especifica catalasa en hojas, tallos y frutos de tomate con aplicaciones de 0, 2y 5

mg L de selenio. Medias con las mismas literales son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p

>0.05), ésta fue aplicada independientemente para cada 6rgano de la planta. Lineas verticales indican

desviacion estandar.
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Figura 12. Actividad especifica glutation peroxidasa en hojas, tallos y frutos de tomate con aplicaciones
de 0, 2 y 5 mg L™ de selenio. Medias con las mismas letras son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey
(p >0.05), ésta fue aplicada independientemente para cada 6rgano de la planta. Lineas verticales indican

desviacion estandar.
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Figura 13. Actividad especifica superéxido dismutasa en hojas, tallos y frutos de tomate con aplicaciones
de 0, 2 y 5 mg L™ de selenio. Medias con las mismas letras son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey
(p >0.05), ésta fue aplicada independientemente para cada 6rgano de la planta. Lineas verticales indican

desviacion estandar.

4.6 Antioxidantes no protéicos
4.6.1. Acido ascorbico y licopeno

En los frutos se encontraron diferencias significativas (p >0.05) en la variable
AA ademas del aumento en los SST anteriormente sefialado. Estos cambios positivos en
la calidad se vieron acompafiados por un aumento en la concentracion de licopeno al

aplicar 5 mg L™ de Se (Cuadro 7).

Cuadro 7. Caracteristicas quimicas de los frutos de tomate de plantas con aplicacion de selenio (0, 2y 5

mg L) en la solucién nutritiva. Los datos corresponden a frutos colectados a los 120 ddt.

Acido
Tratamientos ascorbico Licopeno
(mg AA10g™)  (ug g™)
Omg L™ 1.20+0.20b  13.81+2.4b
2mg L™ 2.82+0.09a  20.34+5.1b
5mg L™ 2.41+0.10a  41.71+6.2a

Las medias seguidas de la misma literal no son diferentes segiin Tukey (p> 0.05). AA= &cido ascdrbico;

ddt = dias después del trasplante.
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4.7 Expresion genica en los frutos

Los valores de densidad relativa de los frutos mayores a 1, los cuales se
encuentran sobre-expresados se anotan en la Figura 14. Este fue el caso de gpx, sod y
apx con la aplicacién de 2 mg L™ de Se, caso contrario sucedi6 con la mayoria de los
genes con 5 mg L™ de Se los cuales se encontraron con valores por debajo de 1, es decir
con un nivel de expresion menor. La excepcion fue el gen gpx que mostré aumento en su
expresion con la mayor concentracion de Se. Cabe sefialar que se encontré una
correlacion de Spearman significativa (R =0.9636, a < 0.05) de la expresion del gen cat

con respecto a la concentracion de Se.
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Figura 14. Nivel de expresion de genes de antioxidantes de frutos de tomate de plantas con aplicacién de
selenio (2 y 5 mg L™) y un tratamiento testigo (0 mg L™) en la solucién nutritiva. Los valores mostrados
indican la expresion relativa frente al testigo con un valor de 1. cat : gen catalasa; gpx: gen glutation
peroxidasa; sod: gen superoxido dismutasa; apx: gen ascorbato peroxidasa y lic: gen licopeno. ns= no

signiicativo * Significativo (p<0.05).
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V. DISCUSION
5.1 Produccién de fruto

Los resultados de produccion de fruto no concuerdan con algunos reportes
previos. EXisten reportes sobre efectos positivos de la adicién de selenio en cultivos
horticolas (Germ et al. 2005), sin embargo, el efecto especifico sobre la produccion de
fruto de tomate parece depender de la forma quimica de Se aplicada, como indican
también Becvort-Azcurra et al. (2012) quienes no encontraron diferencias en el
rendimiento del fruto al aplicar selenito de sodio. De la misma manera, para Pezzarossa
et al. (2013), el rendimiento del fruto de tomate no fue estadisticamente influenciado por
la adicion de selenato de sodio, mientras que Carvalho et al. (2003) reportaron diferencia
negativa contra el testigo al aplicar una fuente organica de Se, al no existir produccion
de frutos de tomate. Aunque el rendimiento no fue estadisticamente favorecido, existe
un efecto en aumento que puede ser reflejado cuando la produccién del cultivo es
llevada a una mayor escala, este efecto concuerda con lo reportado por Germ et al.
(2005).

5.2 Variables agronémicas y de calidad de frutos

Las variables de longitud de tallo (ALT), diametro de tallo (DT), sélidos solubles
totales de fruto (SST), firmeza y didmetro de frutos (DP y DE) fueron incrementadas
significativamente bajo la influencia de los tratamientos de selenio (2 y 5 mg L™). Estas
respuestas positivas observadas en las plantas son consistentes con las reportadas por
Hartikainen et al. (2000), cuando la concentracion de Se en las hojas de Lolium perenne
L. fue menor que 10 mg kg™. Estos resultados también son también consistentes con los
reportados por otros autores acerca de los efectos positivos de la adicién de Se en
especies tales como Lolium perenne (Hartikainen et al. 2000), Lactuca sativa (Xue et al.
2001) y Solanum tuberosum (Turakainen et al. 2004). En tanto que, la MST no fue
modificada en tallos y frutos, Unicamente en hojas bajo la influencia de la mayor
aplicacion de Se (5 mg L™). Un comportamiento similar fue reportado por Becvort-

Azcurra et al. (2012), quienes no encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en la
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MST tanto en hojas, tallos y frutos posteriormente a la adicion de Se en plantas de

tomate.

5.3 Cuantificacién de selenio

Los resultados de hojas y tallos indicaron aumento significativo en la
acumulacion de selenio bajo la influencia de ambos tratamientos aplicados. En los frutos
(inicamente se reportd un aumento notable bajo el tratamiento 5 mg L™, este resultado
corresponde a un 53.1% mas selenio sobre las plantas control, lo cual es superior a lo
reportado por Nancy et al. (2014) en frutos de tomate (29.5 pg g) desarrollados con 10
mg L™ de selenato de sodio a través de la aplicacién en el suelo y una tasa de
acumulacion de 52.5% sobre las plantas control. Otros reportes han confirmado la
acumulacién de Se en granos de trigo (Nawaz et al. 2014) y granos de arroz (Boldrin et
al. 2013) por medio de la fertirrigacion con Se y aplicacién foliar de Se respectivamente.
El efecto del Se en las plantas depende principalmente de su concentracion. De acuerdo
con Hamilton (2004), el Se tiene tres niveles de actividad bioldgica: 1) concentraciones
traza son requeridas para el crecimiento normal y el desarrollo; 2) concentraciones
moderadas pueden ser almacenadas para mantener las funciones homeostéticas; y 3)
altas concentraciones que pueden resultar en efectos tdxicos. Los estudios en Lolium
perenne y Lactuca sativa han mostrado que a pesar de que el Se es dafino para las
plantas en concentraciones superiores a 10 y 1.0 mg kg™ respectivamente, éste podria
ejercer efectos benéficos a bajas concentraciones (Hartikainen et al. 2000; Xue et al.
2001). Al respecto, Becvort-Azcurra et al. (2012), encontraron efectos tdxicos en plantas
de tomate cuando aplicaron 10 y 20 mg L™ en la solucién nutritiva.

Por otra parte, los valores de la concentracion de Se en hojas, tallos y frutos bajo
todos los tratamientos aplicados en este estudio fueron mas altos que aquellos reportados
por Becvort-Azcurra et al. (2012). Es posible que esta diferencia sea debido al uso de
suelo y perlita como sustrato por estos autores, el cual muy probablemente modifico la
disponibilidad del selenio. Ademas, los valores de Se en los frutos de las plantas control
fueron altos comparados con aquellos reportados por Eurola et al. (1989) y por Becvort-

Azcurra et al. (2012), quienes agregaron el Se al suelo.

54



Referente a la acumulacion de selenio en los diferentes érganos de la planta,
Kabata-Pendias y Pendias (2001), reportaron una acumulacién desigual entre los
diferentes dérganos; los tejidos en crecimiento activo usualmente contienen mas altas
cantidades de Se, y muchas especies de plantas acumulan mas altas cantidades de
selenio en tallos y hojas que en los tejidos de la raiz. Nuestros resultados no concuerdan
con los anteriormente mencionados.

Un resultado similar fue reportado por Arvy (1993) y Becvort-Azcurra et al.
(2012), quienes encontraron las mas altas concentraciones de selenio en los tallos,
seguido de las hojas y de los frutos. Si Unicamente se comparan hojas y frutos, fue
obtenida una acumulacién mas alta en frutos que en el control, mientras Nancy et al.

(2014) reportaron valores mas altos en las hojas.

5.4 Cuantificacién de macronutrientes

Lo esperado y lo encontrado en este estudio respecto a la acumulacion de los
macronutrientes en los diferentes tejidos de la planta sugiere que no haya modificacion
alguna al adicionar selenio en la solucion de riego debido a que, de esta manera no existe
un antagonismo por parte del selenio y los demas elementos nutrientes. Esto no
concuerda con Kabata-Pendias y Pendias (2001), quienes notaron que a niveles mas
altos de selenio en plantas pueden suprimir la concentracion de N en tejidos y pueden
inhibir la absorcion de algunos metales tales como Mg. Mientras tanto Smolen et al.
(2014), reportaron una reduccion en los niveles de Ca y Mg en raices de lechuga con la
aplicacion foliar de Se y I, aunque no observaron ninguna diferencia en el contenido de

macronutrientes en hojas cuando aplicaron Se individualmente.
5.5 Potencial de 6xido-reduccion

El aumento en la capacidad de 6xido-reduccion posiblemente tiene relacion con
una mayor actividad enzimatica, la cual se tiene conocimiento, aumenta a ciertas
concentraciones de selenio (Freeman et al. 2010). Los valores de ORP indican
paralelamente habilidad general de capacidad antioxidante total de ceder electrones en

comparacion con un electrodo de hidrégeno y la capacidad para reducir sustancias pro-
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oxidantes mediante el uso de diferentes radicales o iones metalicos como oxidantes,
considerando que la capacidad antioxidante total no se refiere a un antioxidante o
antioxidantes especificos, sino en general al potencial de cesion de electrones para
inactivar radicales libres (Schleiser et al. 2002). Becvort-Azcurra et al. (2012),
mencionan que aplicaciones superiores de 10 y 20 mg L™ de Se, disminuyeron en un
25% la capacidad antioxidante total del fruto, pudiendo ser el resultado de la
acumulacién excesiva de selenio en la planta ya que de acuerdo con Hawrylak-Nowak
(2008), el selenio en baja concentracion en las plantas da lugar a un aumento de la
capacidad antioxidante, mientras que en mayor concentracion causa el efecto contrario.
Por tanto en los resultados obtenidos en este estudio indican que la aplicacion de selenio
a bajas concentraciones induce un aumento en la capacidad antioxidante total del fruto,
coincidiendo esto con lo reportado por otros autores (Hartikainen et al. 2000; Lee et al.
2001; Xue et al. 2001, 2003; Lingan et al. 2005).

5.6 Antioxidantes protéicos
5.6.1 Actividad catalasa

Se ha demostrado que el Se esta asociado con una mayor capacidad antioxidante
en las plantas sujetas a varios tipos de estrés (Djanaguiraman et al. 2005). La aplicacion
de Se en el trigo dio lugar a mayor actividad de enzimas 6xido reductasas en especial de
la catalasa (Nowak et al. 2004) asi como de la ascorbato peroxidasa y la glutation
reductasa (Kaklewski et al. 2008), que se sabe son enzimas involucradas en el ciclo
Halliwell-Asada y que de igual forma que la catalasa disocian el H,O,. Si bien no se
dispone de una explicacion completa acerca de los cambios en la actividad de las
enzimas se supone que ocurren en parte por la sustitucion del S por Se en las proteinas
(Valkama et al. 2003).

5.6.2 Actividad glutation peroxidasa

Rios et al. (2009), encontraron el mismo resultado sobre la glutation peroxidasa,
al igual que otra peroxidasa como la ascorbato peroxidasa, en plantas de lechuga tratadas

con selenato de sodio. Esto coincide con otros estudios con aplicacién de Se en los
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cuales se observé aumento en la actividad GPX (Hartikainen et al. 2000; Xue et al.
2001; Djanaguiraman et al. 2005; Rios et al. 2009) Por su parte, Cartes et al. (2005)
demostraron que el selenito es mas eficiente que el selenato como un inductor de la

actividad glutation peroxidasa en plantas de césped inglés (Lolium perenne L.).

5.6.3 Actividad superoxido dismutasa

La enzima SOD tiene como funcion transformar el radical superéxido en H,0,
(Gratao et al. 2005), por lo que su accion esté correlacionada con la de la enzima CAT
(Ramirez-Serrano et al. 2008). Rios et al. (2009) obtuvieron igualmente mayor actividad
SOD, reportando una mayor efectividad sobre esta respuesta del selenito sobre el
selenato. Sreekala et al. (1999) también reportaron que la actividad SOD mitocondrial

aumento con la suplementacion de Se en Trigonella foenum-graecum.

5.7 Antioxidantes no protéicos
5.7.1 Acido ascorbico (AA) y licopeno

La induccién de antioxidantes no enzimaticos fue reportada también en la
lechuga al aplicar selenato de sodio (Rios et al. 2009) y en el tomate por Lee et al.
(2007) y Pezzarossa et al. (2013) coincidiendo para estos dos Gltimos, con el aumento en
el licopeno del fruto. Hasta donde se sabe no se dispone de informacién acerca del
mecanismo de accion del Se sobre estas variables del fruto. Los SST del fruto,
dependientes principalmente de la sacarosa contenida en los tejidos, parecen constituir
un resumen del efecto general del entorno sobre la planta (Prado 2002). Por otra parte el
AA se deriva de la glucosa y es uno de los antioxidantes no enzimaticos mas
importantes, reportandose que el Se (Duma et al. 2011) y algunos reguladores del
crecimiento modifican positivamente su concentracion (Ramirez et al. 2010).
Posiblemente el efecto del Se tenga que ver parcialmente con una mejora en la economia
del C, tal como se demostré en Solanum tuberosum que acumulé mas carbohidratos y

presentd mayores SST al aplicarle Se (Turakainen et al. 2004).
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5.8 Expresion génica en los frutos

Se sabe que en el fruto los genes estudiados muestran expresion controlada a
través del desarrollo y maduracion, encontrdndose que cat se ve incrementado mientras
que gpx y apx disminuyen al madurar el fruto (Jiménez et al. 2002). En el presente
estudio los frutos caracterizados se encontraban todos en la misma etapa de madurez y
aun asi mostraron fuertes diferencias en la expresion de los genes gpx, sod y apx, ello
asociado a la presencia de Se en distintas concentraciones.

A través de la expresion diferencial de los genes, el balance redox celular regula
diferentes aspectos de la vida de las plantas, entre ellos el desarrollo, el ajuste a los
factores ambientales y la defensa contra el estrés oxidativo. Este balance redox depende
de un balance fino entre la cantidad de especies activas de oxigeno y la concentracién de
antioxidantes (Gadjev et al. 2006). Las aplicaciones de Se causan modificaciones en el
balance redox celular y por ende cambian el nivel de expresién de algunos genes,
particularmente los relacionados con el metabolismo antioxidante (Van Hoewyk et al.
2008).

El nivel de sobre expresion de los genes cat, gpx, sod, apx y lic Gnicamente bajo
la aplicacion del tratamiento 2 mg L™ puede indicar un fenémeno de hormesis, en el que
el estimulo de expresion depende de las concentracion de Se aplicada (Calabrese y
Baldwin 2002). El tratamiento de aplicacion de 5 mg L™, si bien no reprimié la
expresion, causd en general un menor nivel de expresion. Se sabe que una de las
funciones de las enzimas antioxidantes en los frutos es regular la tasa de maduracion de
los frutos y retardar la senescencia de los mismos (Baquero et al. 2005), por ello el Se
pudiera ser util para manipular no solo la calidad nutricional, sino posiblemente la

maduracion poscosecha del fruto.
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V1. CONCLUSIONES

Las variables de crecimiento, altura de la planta, didmetro de tallos, firmeza de
frutos y solidos solubles de frutos respondieron positivamente a la aplicacion de selenio,
mientras que esta aplicacion no causé interferencia con la absorcion de N, P, K, Ca 'y
Mg. La adicion de selenio en la solucion nutritiva incrementd significativamente la
concentracion de este elemento en los diferentes drganos de la planta; el tratamiento 5
mg L™ permitié hasta el doble de la concentracion de este elemento en frutos comparado
con el tratamiento control. Esta concentracion de selenio en frutos fue positivamente
correlacionada con la concentracion en hojas y tallos. Ademas, el Se resulté en un
incremento en la actividad enzimatica de catalasa, glutation peroxidasa y superoxido
dismutasa en frutos con el mayor tratamiento aplicado (60.9, 33.4 y 26.0% de aumento
respectivamente), a pesar que los analisis de marcadores de estrés oxidativo tales como
peroxido de hidrégeno y/o peroxidacion lipidica son necesarios para un mejor
entendimiento de este cuadro antioxidante. Los frutos bajo ambos tratamientos de Se (2
y 5 mg L™) mostraron mayor acumulacién de acido ascérbico respecto al testigo y, en el
caso del tratamiento de 5 mg L™ un 66.9 % mas de licopeno. Por su parte, el mayor nivel
de transcriptos de los genes gpx, sod y apx ocurrié con el tratamiento de 2 mg L. Los

demas genes fueron expresados aunque en un nivel menor.
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Effect of selenium on elemental concentration and antioxidant
enzymatic activity of tomato plants

Running tittle: Selenium and tomato antioxidant activity

Abstract. Selenium is an essential element for humans, so adding it to plants is
convenient for biofortification. Thus, the aim of this work was to analyze experimentally
the ability of sodium selenite to increase the concentration of Se and modify the
antioxidant activity in tomato plants. We used plants of the Toro hybrid variety and
applied three treatments: 0, 2 and 5 mg L™ of selenium as sodium selenite (Na,SeOs)
using an irrigation system. Three samplings 40, 80 and 120 days after transplantation
and a quantification of the accumulation of selenium and macronutrients in leaves, stems
and fruits were carried out. Plant height, stem diameter, firmness and total solids of
fruits and total dry matter were measured. The enzyme activity of catalase, glutathione
peroxidase and superoxide dismutase was quantified. The results indicated positive
effects of Se on agronomic variables of the plants and fruit quality; however, fruit
production showed no significant differences. Se had no effect on the concentration of
the mineral macro and micronutrients. The addition of 5 mg L™ of Se resulted in
significant increases in the concentration of selenium on a dry basis, reaching 20.4 pg g™
in leaves, 52.3 ug g™ in stems and 35.8 ug g in fruits. The increase in enzyme activity
in the fruits was enhanced by the application of 5 mg L™ of Se; there was up to 352.7%
more catalase activity, 312.2% more glutathione peroxidase activity, and 200.8% more

superoxide dismutase activity compared with the control.

Keywords: biofortification, sodium selenite, catalase, glutathione peroxidase,

superoxide dismutase.
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INTRODUCTION

Eating healthy foods high in antioxidant nutrients contributes to the protection of cells
from oxidative damage and to the prevention of various diseases (Broadley et al., 2006).
Free radicals cause oxidative chain reactions that are eliminated by the action of
defensive antioxidant systems, including enzymes such as superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) according to Sahnoun et al.
(1997). Antioxidant enzymes generally use trace elements such as selenium (Se) as
cofactors, as in the case of GSH-Px (Arthur, 2003). Selenium is thought to be associated
with antioxidant metabolism (Lin et al., 2012; Feng et al., 2013) through its role as a
cofactor of selenoenzymes (Combs, 2001); its deficiency could induce changes in
cellular redox balance. In humans, the average reference intake of Se is 60 to 75 ug per
day, according to 1980 data from the U.S. Food and Nutrition Board (Broadley et al.,
2006); however, these values are well below the consumption levels cited by Combs
(2001) and Broadley et al. (2006), indicating up to 300 pg per day for reducing the risk
of cancer. Generally, cultivated plants that grow in non-seleniferous soils have low
concentrations of Se, ranging from 0.01 to 1 mg kg™ dry weight. Thus, in some countries
where soils are poor in selenium, it is added to the fertilizers used for agricultural
production (Broadley et al., 2006).

Selenium is metabolized in plants in the sulfur assimilation pathway, and its distribution
and accumulation depends on the chemical species and the concentration of the element
supplied by irrigation and through the leaves and on the nature and concentration of
other substances in soil solution (Terry et al., 2000). In the environment, selenium can

be released by natural processes or induced by human activity and become incorporated
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into the soil and water (White et al., 2004). Regarding its chemical form, selenium is
mobilized by various processes within plant cells. Thus, selenate (Se*®) can be mobilized
through a primary transport process coupled with a H*-ATPase with the help of a sulfate
(Terry et al., 2000) or silicon transporter (Zhao et al., 2010); once absorbed by plants, it
remains in inorganic form (De Souza et al., 1998; Cartes et al., 2006). In contrast, the
absorption of selenite (Se™) occurs differently (Terry et al., 2000), that is, through a
phosphate transporter (Zhao et al., 2010). Once absorbed, selenite remains in organic
form (De Souza et al., 1998; Cartes et al., 2006), and it has been shown to be a more
efficient inducer of glutathione peroxidase (Cartes et al., 2005).

Based on the above, the enrichment of food crops with selenium has been proposed as a
strategy for improving the intake of selenium. The objectives of this study were 1) to
document changes in plant growth and the concentration of mineral elements in different
organs in response to the application of selenium (as sodium selenite) and 2) to analyze
changes in certain antioxidant metabolites of the tomato plant Lycopersicon esculentum
L. (Mill). This species was used as a biological model because it was characterized as a

non-accumulator of selenium (White et al., 2004).

MATERIALS AND METHODS

The experiment was conducted in 2012 at the agrarian university “Antonio Narro,”
located in Saltillo, México. Tomato seeds of the hybrid saladette type "Toro" with
determinate growth were seeded. The seedlings were grown in polystyrene trays with
200 cavities, and we monitored the growth and care of the seedlings for a period of 40
days. Subsequently, the seedlings were transplanted into 12 L pots, using peat moss and
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perlite as substrates in a ratio of 70:30. Plants were grown in a shade house structure
with a black shade polypropylene net that had a shade factor of 25 %. Maximum and
minimum temperature and relative humidity were 25 and 18 °C and 50 and 65 %,
respectively. Crop nutrition was addressed by means of Steiner's universal nutrient
solution (Steiner, 1961) adjusted to a pH value of 5.5 to 6.5 with sulfuric acid to ensure
the availability of mineral elements in the nutrient solution and keep the selenite ion in
its protonated form (Preciado-Rangel et al., 2006). The concentration of the solution
applied was chosen according to the phenological stage: 25% in the initial stages and
reaching 75% after flowering. The following treatments were applied to the plants:
irrigation with a nutrient solution as a control (Steiner, 1961) and irrigation with the
same nutrient solution plus 5 and 10 mg L™ of selenium, using reagent-grade anhydrous
sodium selenite as a source (Na,SeOs, Sigma-Aldrich). The pruning of lateral buds and
plant tutoring were performed every 8 days; pests and diseases were controlled by
preventive applications of phytosanitary products, which do not contain selenium as
indicated by the manufacturer. The variables assessed were obtained from three
samplings taken 40, 80 and 120 days after transplantation. Leaf, stem and fruit tissues
were taken at each sampling.

We used a completely randomized experimental design. An analysis of variance was
carried out on agronomic and fruit variables and on mineral concentration and enzyme
activity using the Statistical Analysis System (SAS) 9.1.3 software. A Tukey mean
comparison test (P < 0.05) was performed to identify differences between treatments.

The mean tests were applied independently to each plant organ. In addition, a rank
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correlation test (Spearman R) was carried out to verify the statistical association between
the concentrations of mineral elements in leaves, stems and fruits.

Fruit production. The number of fruits per plant (FPP) was obtained by harvesting the
ripe fruits from 8 plants that were chosen completely at random from each treatment.
The weight of the fruits was measured to obtain the production of fruits per plant
(FWPP) in g plant™.

Agronomic variables. At each of the three samplings, plant height was measured as the
stem length (SL) from the base of the stem to the last leaf in the aerial part of the plant
using a tape measure; stem diameter (SD) was measured at the base of the plant by
means of a vernier. The polar and equatorial diameters (PFD and EFD) of each fruit
were measured using a simple vernier, firmness was measured using a manual
penetrometer (QA Supplies, model FT011), and the amount of total soluble solids was
measured using a hand refractometer (Atago Master Refractometer). To obtain the
percentage of total dry matter (TDM), 6 plants were randomly selected from each
treatment, and two physiologically mature leaves, stems and fruits were cut from them.
The structures were weighed to obtain fresh weight; the stems were cut into pieces and
the fruits into thin slices. They were then placed in a drying oven at a temperature of 60
°C for 48 hours. After that time, they were weighed again, and the percentage of total
dry matter was calculated.

Determination of selenium and mineral nutrients. From the samples obtained for
estimating TDM, a portion of 5 g was macerated in a porcelain mortar. One gram of the
mash was taken and subjected to acid digestion with nitric and perchloric acid in a ratio
of 3:1 using a hot plate at 100 °C. Subsequently, the solution was filtered with Whatman
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filter paper (No. 42 ashless), and a working solution of 100 ml was prepared with the
addition of deionized water. The reading was performed using an Induction Plasma
Spectrometer (ICP), Thermo Jarell Ash brand, IRIS Advantage model, following the
984.27 method (A.O.A.C., 2000). The quantified nutrients were K, Mg and Ca, in
addition to the corresponding quantification of selenium. Nitrogen was quantified by the
Kjeldahl method (A.O.A.C., 1980), and P was quantified by the colorimetric method
with an aminonaphthol sulfonic acid reagent. The reading was performed with a UV-Vis
spectrophotometer (Genesys 10S Thermo Scientific) at an absorbance of 640 nm (Harris
and Popat, 1954).

Activity of antioxidant proteins. For the preparation of the extracts of leaves, stems
and fruits, we macerated 1 g of fresh tissue at each sampling in a mortar with liquid
nitrogen; from the resulting mash, we took 0.3 g and transferred them to a 2.0 ml
Eppendorf tube, adding 1.5 ml of phosphate buffer (pH 7) that had previously been
stored at 4 °C. The tube containing the sample was subjected to a vortex (Genie 1
Touch Mixer Model SI-0136) to homogenize the sample; it was then sonicated (Branson
Sonifier 1510 model 1510R-DTH) on ice for 10 minutes and then centrifuged in a
refrigerated centrifuge (Prism Labnet International Inc.) at 12000 rpm for 10 minutes at
2 °C. The supernatant was separated and stored at -80 °C.

Total soluble proteins were quantified to determine relative enzyme activity. To
perform this quantification, we used the extract mentioned above and placed 5 pL of the
extract together with 250 uL of Bradford reagent (Bradford, 1976) into each of the wells
of an ELISA multiplate; the reading was performed in a spectrophotometer (Thermo
Scientific Genesys 10S UV-Vis) at an absorbance of 630 nm.
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Catalase enzyme activity. Catalase activity was analyzed according to the modified
method of Lubinsky and Bewley (1979) using UV-visible spectrophotometry at a
wavelength of 275 nm. An amount of 20 puL was taken from the plant tissue extracts,
and a 1:20 dilution was made with 380 pL of phosphate buffer (pH 7). A blank was
prepared with 400 pL of phosphate buffer (pH 7), 150 puL of H,SO,4 (2%) and 2 uL of
H.0, (30%). A time 0 was determined for the sample diluted 1:20 with 150 pL of
H.SO4 (2%) and 2 pL of H,0, (30%); it was called time 0 because the possible reaction
was stopped previously with H,SO,4. At time 1, 2 pL of H,0, (30%) were added to the
sample diluted 1:20, and it was allowed to react for 1 min with vigorous stirring.
Another 150 pL of H,SO,4 (2%) was added to stop the reaction. This was done for each
sample, and 275 nm was used for the readings (spectrophotometer UV-Vis Genesys 10S
Thermo Scientific). A standard curve of H,O, was made with concentrations of 0, 15,
20, 25, 30, 35, 40 and 100 mM. One unit of catalase is defined as 1 pmol of H,0, mL™*
min™.

Glutathione peroxidase enzyme activity. The activity of glutathione peroxidase was
measured using a modified version of the method of Xue et al. (2001). We used the
same plant tissue extract used for previous quantifications. An amount of 0.2 mL was
taken from the supernatant and placed in a 1.5 mL Eppendorf tube, adding 0.4 mL of
GSH (0.1 mmol) and 0.2 mL of sodium and potassium buffer (0.067 M). After pre-
heating the mixtures in a water bath at 25 °C for 5 min, 0.2 mL of H,0, (1.3 mmol) was
added to initiate the reaction. The reaction was held for 10 minutes and stopped by
adding 1 ml of trichloroacetic acid (1%); the mixture was placed in an ice bath for 30
min and then centrifuged for 10 min at 3000 rpm. 0.48 mL was taken from the
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supernatant and placed into a beaker, to which was added 2.2 mL Na;HPO, (0.32 M)
and 0.32 mL of 1.0 mmol 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) for color
development. Absorbance was measured at a wavelength of 412 nm with a UV-Vis
spectrophotometer (Thermo Scientific Genesys 10S) after being left in repose for 5 min.
We generated a standard curve for the pure enzyme obtained from a commercial
Glutathione Peroxidase kit (GPx, Assay Science Cell Research Laboratories). A unit of
glutathione peroxidase is defined as 1 mU of GSH-Px mL™ min™.

Superoxide dismutase enzyme activity. The quantification was done using an SOD kit
(SOD assay kit Sigma-Aldrich 19160). A standard curve was generated as indicated by
the SOD Kit, and enzyme activity was calculated from the percentage of inhibition rate
by incubating the mixtures at 37 °C for 20 minutes and reading the absorbance at 450
nm in an ELISA microplate reader (model LEX-808 IU). A unit of superoxide dismutase

is defined as 50% inhibition of formazan at 450 nm.

RESULTS AND DISCUSSION

Fruit production. The number of fruits per plant (FPP) and fruit weight per plant
(FWPP) showed no significant differences (P<0.05) between the treatments (Table 1).
These results agree with those of Becvort-Azcurra et al. (2012), who applied 2.5 and 5
mg L™ of selenium in tomato plants grown in perlite substrates and soil and found no
significant differences in fruit production, and those of Yang et al. (2003), who recorded
a non-significant effect of selenium application on soybean yield. There are reports,
however, about the positive effects of the addition of selenium to horticultural crop
species, such as that by Germ et al. (2005), who found this effect on the biomass of
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Cucurbita pepo fruits. Meanwhile, Nancy et al. (2014) showed that tomato fruit yield
and quality were higher with increasing concentrations of selenium in soil, seed or foliar
application (until a maximum of 10 mg L™). Other authors have also reported that Se
increases the yield of rice (Wang et al., 2013), lettuce (Xue et al., 2001) and soybean
(Djanaguiraman, 2004). Conversely, Yao et al. (2013) reported an increase in wheat
yield by Se foliar application. The impact of selenium applications in the improvement
of yield and quality of crops depends on several factors, such as soil texture, the
physico-chemical characteristics, and the method and time of Se application (Lyons et
al., 2003). With respect to total dry matter (TDM) content, there was a significant
difference (P<0.05) between treatments in leaves but not in stems and fruits (Table 1). A
similar behavior was reported by Becvort-Azcurra et al. (2012), who found no
difference in the TDM of leaves, stems and fruits after the addition of Se in tomato
plants.

Agronomic variables. The results for the agronomic variables are shown in Table 2. It
can be observed that there were significant differences (P<0.05) between treatments
associated with the application of Se, with a significant increase in the values of stem
length (SL), stem diameter (SD), fruit total soluble solids, firmness and diameter of
fruits (PFD and EFD). The positive responses observed in the plants are consistent with
the report by Hartikainen et al. (2000) when the Se concentration in Lolium perenne
leaves was less than 10 mg kg™. They are also consistent with the reports by other
authors about a positive effect of the addition of Se on species such as Lolium perenne
(Hartikainen et al., 2000), Lactuca sativa (Xue et al., 2001) and Solanum tuberosum
(Turakainen et al., 2004).
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Mineral nutrients. The concentration of selenium in leaves, stems and fruits, expressed
in ug g, is shown in Figure 1. In the leaves and stems, both Se treatments were
significantly different from the control (P<0.05); however, in the fruits, the only
difference was between 5 mg L™ of Se and the control. The peak value in fruits was 35.8
Hg g when treated with 5 mg L, resulting in 53.1% more selenium over the control
plants, which is higher than that reported by Nancy et al. (2014) in tomato fruits (29.5
Hg g™) developed with 10 mg L™ sodium selenate through soil application and a rate
accumulation of 52.5% over the control plants. Other reports have confirmed Se
accumulation in wheat grains (Nawaz et al., 2014) and rice grains (Boldrin et al., 2013)
obtained by Se fertigation and Se foliar application, respectively.

The effect of Se on plants depends mainly on its concentration. According to Hamilton
(2004), Se has three levels of biological activity: 1) trace concentrations are required for
normal growth and development; 2) moderate concentrations can be stored to maintain
homeostatic functions; and 3) high concentrations may result in toxic effects. Studies on
Lolium perenne and Lactuca sativa have shown that although Se is harmful to plants in
high concentrations (>10 and 1.0 mg kg™, respectively), it could exert beneficial effects
at low concentrations (Hartikainen et al., 2000; Xue et al., 2001). In this regard,
Becvort-Azcurra et al. (2012) found toxic effects in tomato plants when applying 10 and
20 mg L in the nutrient solution. Moreover, the values of the concentration of Se in
leaves, stems and fruits under all the treatments applied in this study were higher than
those reported by Becvort-Azcurra et al. (2012). It is possible that this difference is due
to the use of soil and perlite as substrates by these authors, which most likely modified
the availability of selenium. Furthermore, the values of Se in fruits of control plants
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were high compared with those reported by Eurola et al. (1989) and by Becvort-Azcurra
et al. (2012), who added Se to soil. As for the distribution of selenium in the plants,
Kabata-Pendias and Pendias (2001) reported an uneven accumulation among the
different organs; actively growing tissues usually contain higher amounts of Se, and
many species of plants accumulate higher amounts of selenium in stems and leaves than
in root tissues. Our results do not agree with the above because we obtained more
selenium in the stems and lower concentrations in fruits and leaves (Figure 1). A similar
result was reported by Arvy (1993) and Becvort-Azcurra et al. (2012), who found the
highest concentrations of selenium in stems, followed by leaves and fruits. If only leaves
and fruits are compared, a higher accumulation in fruits was obtained than in the control,
whereas Nancy et al. (2014) reported higher values in the leaves.

The concentrations of macronutrient elements in the plant tissues are shown in Table 3.
The macronutrients that showed significant differences (P<0.05) between treatments
were Mg in leaves and K in stems and fruits. Despite the above results, the Spearman
coefficient showed no significant correlation (P<0.05) between the concentration of Se
and the rest of the mineral elements. This fact suggests that the presence of Se in the
concentrations used in this study did not interfere with the absorption of other elements.
This does not agree with Kabata-Pendias and Pendias (2001), who noted that higher
levels of selenium in plants can suppress the concentration of N in tissues and can inhibit
the absorption of some metals such as Mg. Meanwhile, Smolen et al. (2014) reported a
reduction in the levels of Ca and Mg in lettuce roots with the foliar application of Se and
I, although they did not observe any difference in the content of macronutrients in leaves
when applying Se individually. As for the correlation between Se concentrations in
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different plant tissues, they were all positive and significant (leaf Se/stem Se, R=0.50;
leaf Se/Fruit Se, R=0.68 fruit; stem Se/fruit Se, R=0.59), which suggests an absence of
competition for Se between the different organs and an accumulation of Se by the organs
in direct proportion to its availability.

Activity of antioxidant proteins. The results for the activities of catalase and
glutathione peroxidase are shown in Figures 2 and 3, respectively. Both cases show a
similar behavior in which enzyme activity shows a tendency to grow in treatments with
Se, but the only significant change is in enzyme activity of fruits when 5 mg L™ of Se
was applied. Regarding the antioxidant activity, recent investigations have shown that
selenium not only promotes plant growth and development but also decreases
senescence, increases antioxidant enzyme activity (Xue et al., 2001; Djanaguiraman et
al., 2005; Saidi et al., 2014, Nawaz et al., 2014) and increases resistance and antioxidant
capacity under various types of stress (Peng et al., 2002; Djanaguiraman et al., 2005;
Lin et al., 2012; Feng et al., 2013).

The results for catalase (CAT) activity are shown in Figure 2. Similarly, Nowak et al.
(2004) found significantly enhanced activity in redox enzymes, particularly in catalase,
in response to several concentrations of Se added in wheat plants, and Saidi et al. (2014)
demonstrated a positive change in the activities of catalase in response to the addition of
selenium in sunflower.

The glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme showed a positive behavior similar to
CAT (Figure 3). Some studies have reported the decrease in H,O, levels due to the
reactivation of antioxidants by proper doses of selenium, particularly of H,O,-quenchers
such as GSH-Px (Filek et al., 2009 and Kumar et al., 2012). Hartikainen et al. (2000)
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showed that cellular antioxidant activity is associated with an increase in GSH-Px
activity and that the latter is positively related to the concentration of Se in plant tissue.
Cartes et al. (2005) demonstrated that selenite was more efficient than selenate as an
inducer of GSH-Px activity in Lolium perenne, and in Senecio scadens L. both selenite

and selenate induced an increase in GSH-Px activity (Paciolla et al., 2011).

The percentage of superoxide dismutase (SOD) activity is shown in Figure 4. Despite an
increasing trend observed in SOD activity in leaves and fruits after applying Se, only
one significant result was obtained in fruits. Xue et al. (2001) observed an increase in
SOD activity in senescent lettuce plants when adding Se; however, Saidi et al. (2014)
observed decreased activity of SOD when applying selenium as pre-soaked in sunflower
seeds. The difference with our results might indicate different responses to selenium,
depending on the application form or the organ under study: fruits, leaves or stems.

It can be said that the applied doses of selenium were appropriate for generating an
increase in enzyme activity, but this fact did not cause any stress conditions for the plant.
In other cases, the increase in the activity of antioxidant enzymes responds to a stimulus
stress, as occurred with those reported by Valizadeh et al. (2013), who noted a
significant increase in activity of SOD and different POX isoenzymes under salt stress
on alfalfa (Medicago sativa L.), and Abbasi et al. (2014) found that CAT and GPX
activity increased in some genotypes of common vetch (Vicia sativa L.) under drought

stress.

CONCLUSIONS
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The variables of growth, plant height, stem diameter, fruit firmness and total solids of
fruits responded positively to the application of selenium, whereas this application
caused no interference with the absorption of N, P, K, Ca and Mg. The addition of
selenium in the nutrient solution significantly increased the concentration of this element
in plants; the 5 mg L™ treatment allowed the doubling of the concentration of this
element in fruits compared with the control treatment. This concentration of selenium in
fruits was positively correlated with the concentration in leaves and stems. Moreover,
the Se resulted in an increased enzyme activity of catalase, glutathione peroxidase and
superoxide dismutase in fruits, although analyses of the markers of oxidative stress such
as hydrogen peroxide and/or lipid peroxidation are necessary for better understanding

this antioxidative picture.
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Table 1. Comparison of means of total dry matter (TDM), number of fruits per plant
(FPP) and fruit weight per plant (FWPP), evaluated on three sampling dates in tomato
plants with applications of selenium in nutrient solution at three different concentrations:
0,2and5mg L™

TDM
Treatments (%) FPP FWPP
leaf stem fruit (No) (9)
Control 43.7 b* 26.6a 328a 108 a 860.1a
2 mg/L 48.1ab 28.3a 289a 13.0a 1049.3 a
5mg/L 50.9 a 29.9a 30.0a 139a 1147.1a

* Mean values with different superscript letters in the same column differ significantly according
to Tukey’s test (P < 0.05).

Table 2. Comparison of means of the agronomic variables evaluated on three sampling
dates in tomato plants with applications of selenium in nutrient solution at three different
concentrations: 0, 2 and 5 mg L™

Fruit Total Soluble Solids
Treatments SL SD PDF EDF firmness of Fruits
cm mm cm cm kg cm™ °Bx
Control 61.1 b* 118b 549 5.42b 29¢c 4.3b
2 mg/l 67.5a 134a 6.24a 5.93a 43D 5la
5 mg/l 65.2 a 13.3a 6.38a 5.96a 45a 49a
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* Mean values with different superscript letters in the same column differ significantly according
to Tukey’s test (P < 0.05). SL = stem length; SD = stem diameter; PFD = polar diameter of fruits;

EFD= equatorial diameter of fruits.

Table 3. Concentration of macronutrients elements and selenium in the different organs
of tomato with selenium application in nutrient solution at three different concentrations
0, 2 and 5 mg L™. Concentrations of N, P, K, Ca and Mg are given in percentage, the

selenium in ug g™

Plant

organs  Se(mgL™) N P K Ca Mg Se
0 3.36a* 0.76a 3.57a 5.16a  0.58c 9.90b

Leaves 2 3.24a 0.82a 4.42a 4.72a  0.68b 20.9a
5 3.09a 0.91a 3.47a 3.54a 0.71a 20.4a
0 236a 0.70a 3.84ab 3.30a 0.49a 21.7b

Stems 2 250a 0.77a 4.47a 3.90a 0.31a 45.6a
5 249a 0.72a  3.40b 2.82a 0.37a 52.3a
0 220a 059a 2.95ab 0.86a 0.40a 16.8b

Fruits 2 1.87a 0.47a 3.44a 1.26a 0.34a 24.5ab
5 21l1a 056a 2.90b 2.82a 0.33a 35.8a

* Mean values with different superscript letters in the same column differ significantly
according to Tukey’s test (P < 0.05).
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Fig. 1. Selenium concentration in tomato leaves, stems and fruits with applications of
selenium in nutrient solution; the concentrations used are indicated on the x axis (0, 2
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and 5 mg L™). Means with different label letter differ significantly according to Tukey’s
test (P < 0.05). The mean tests were applied independently to each plant organ.
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Fig. 2. Catalase enzyme activity in tomato leaves, stems and fruits with application of 0,
2 and 5 mg L™ of selenium. Means with different label letter differ significantly
according to Tukey’s test (P < 0.05). The mean tests were applied independently to each
plant organ.
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Fig. 3. Glutathione peroxidase enzyme activity in tomato leaves, stems and fruits with
application of 0, 2 and 5 mg L™ of selenium. Means with different label letter differ
significantly according to Tukey’s test (P < 0.05). The mean tests were applied
independently to each plant organ.
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Fig. 4. Superoxide dismutase enzyme activity in tomato leaves, stems and fruits with
application of 0, 2 and 5 mg L™ of selenium. Means with different label letter differ
significantly according to Tukey’s test (P < 0.05). The mean tests were applied
independently to each plant organ.
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ABSTRACT

Selenium promotes plant growth by impacting antioxidant metabolism. Tomato
plants were irrigated with 0, 2 and 5 mg L™ of Se as sodium selenite, and the

production of fruits per plant and their sensory qualities were determined. The
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concentration of Se, the activity of specific antioxidants, such as catalase,
glutathione peroxidase, superoxide dismutase, ascorbic acid and lycopene, and
the expression of the genes cat, gpx, sod, apx and lic was measured. The
results showed that the Se concentration was 53.1% higher in fruits exposed to
5 mg L™?, with higher values of ascorbic acid and lycopene, and they had 60.9,
33.4 and 26.0% higher enzymatic activities of CAT, GPX and SOD, respectively.
These changes were accompanied by greater firmness and total dissolved
solids, without changing the production of fruits per plant. In contrast,
overexpression was observed in the genes gpx, sod and apx with 2 mg L™ of

Se.

Keywords: tomato fruit; sodium selenite; redox; gene expression; ascorbic acid,;

lycopene.
RESUMEN

El selenio promueve el crecimiento de plantas al impactar el metabolismo
antioxidante. Las plantas de tomate fueron irrigadas con 0, 2 y 5 mg L™ de Se
en forma de selenito de sodio, y la produccién de frutos por planta y sus
cualidades sensoriales fueron determinadas. Se midio la concentracién de Se y
la actividad de antioxidantes especificos, catalasa, glutation peroxidasa,
superéxido dismutasa, acido ascorbico y el licopeno, asi como la expresion de
los genes cat, gpx, sod, apx y lic. Los resultados mostraron que la
concentracion de Se fue 53.1% mayor en los frutos expuestos a 5 mg L™, con

valores mas altos de acido ascorbico y licopeno, y 50.8, 33.4 y 26.0% mayor
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actividad enzimatica de CAT, SOD y GPX, respectivamente. Estos cambios
fueron acompafados por una mayor firmeza y solidos disueltos totales, sin
cambiar la produccion de frutos por planta. En contraste, se observd

sobreexpresién en los genes gpx, sod y apx con 2 mg L™ de Se.

Palabras clave: fruto de tomate; selenito de sodio; redox; expresion génica;

acido ascorbico; licopeno.
INTRODUCTION

Selenium is a micronutrient that is considered nonessential for plants (Zhang et
al., 2010) but that in low concentrations is capable of promoting plant growth by
positively impacting antioxidant metabolism (Van Hoewyk et al.,, 2008).
Generally selenium is considered to be related to the antioxidant metabolism
(Rayman, 2008) and it is known that selenite induces this activity more
effectively than selenate (Cartes, Gianfreda, & Mora, 2005). Because Se is an
essential element for humans, the accumulation of selenium in plants has an
impact on their nutritional quality (Rayman, 2002). Selenium accumulation in
different organs of the tomato plant was studied by Pezzarossa, Rosellini,
Malorgio, Borghesi, and Tonutti (2013), who indicated that the selenium added
in a nutrient solution was largely concentrated in the basal part of the plant, with
the lowest concentration toward its apical portion. As for the fruits, these
authors, Lee, Kang, Kim, Kim, and Kim (2007) and Becvort-Azcurra et al. (2012)
reported that in tomato, the greater the amount of selenium added, the greater

its accumulation in the fruits. Furthermore, Lee et al. (2007) and Nancy et al.
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(2014) found increased growth of the tomato plants when applying selenium, as
well as an increase in fruit production. The application of Se in crops also has a
positive effect on antioxidant activity, as demonstrated in tomato (Lee et al.,
2007; Becvort-Azcurra et al., 2012; Schiavon et al., 2013; Nancy et al., 2014),
arabidopsis (Sams, Panthee, Charron, Kopsell, & Yuan, 2011), wheat (Nowak,
kaklewski, & Ligocki, 2004), and lettuce (Xue, Hartikainen, & Piironen, 2001;

Rios et al., 2009).

Different studies in arabidopsis have shown that selenium induces
changes in gene expression related to secondary metabolism and, in general,
stress tolerance (Van Hoewyk et al., 2008; Sams et al., 2011). In tomato, a
species classified as a non-accumulator of selenium (White et al., 2004), the
studies conducted to date mainly concern the biochemical and metabolic
changes that occur when exposing plants to this element (Schiavon et al., 2013)
as well as the creation of transgenic Se-accumulating plants (Brummell et al.,
2011); there is less information about differential gene expression responses

after the application of Se as a fertilizer.

The overall objective of this study was to document changes in fruit
production and the quality of tomato Lycopersicon esculentum L. (Mill.) as a
result of adding sodium selenite in the irrigation solution. The specific objectives
were (1) to quantify Se accumulation in these fruits, (2) to measure the
concentration of ascorbic acid and lycopene, (3) to determine the specific

activity of the antioxidant enzymes catalase, glutathione peroxidase (GPX), and
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superoxide dismutase (SOD), and (4) to determine the changes in fruit gene
expression of the cat, gpx, sod, apx and lic genes related to antioxidant

metabolism.

MATERIALS AND METHODS

Plant cultivation. The experiment was conducted at the Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro facilities located in Saltillo, Mexico, with a warm semiarid
climate, dry climate type according to the Koppen classification. Tomato
(Lycopersicon esculentum L. Mill.) "Toro" hybrid saladette seeds with
determinate growth were sown in 200-well polystyrene trays. After 40 days, the
seedlings were transplanted into 20-L pots using peat moss and perlite as a
substrate in a 70:30 ratio. The maximum irradiance in the work area was 800 W
m™, and thus, a black shade mesh was placed that provided 50% shade. The
crop nutrition was maintained by applying Steiner universal nutrient solution
(Steiner, 1961), adjusted to a pH of 6.0 to 6.5 with sulfuric acid, primarily to
ensure the availability of mineral elements in the nutrient solution and to keep
part of the selenite ion in its protonated form (Preciado-Rangel et al., 2006). The
concentration of the nutrient solution applied was according to the phenological
stage. The following treatments were applied to the plants: irrigation with nutrient
solution (Steiner, 1961) for the control and irrigation with the same nutrient
solution adding 2 and 5 mg L™ of selenium using reagent grade anhydrous

sodium selenite (Na,SeOs, Sigma-Aldrich) as the source. Pruning of lateral buds
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and trellising of plants were performed every eight days, as well as control of

pests and diseases according to need.

Obtaining fruits. Samples for evaluation were obtained from a sampling
conducted 120 days after transplanting. A maturity rating scale was used when
collecting the fruits, based on US standards for fresh tomato coloration,
selecting those called "red" (those with over 90% of the surface red in color)
(United States Department of Agriculture [USDA], 1997). Based on the
classification above, three mature red fruits were collected from each of the
three randomly selected plants from each of the three treatments (0, 2, and 5
mg of Se L™). This collection was made for each of the various analyses
performed in the laboratory: 1. Accumulation of selenium. 2. Total protein and
specific enzymatic activity (CAT, GPX, and SOD). 3. Quantification of ascorbic
acid. 4. Quantification of lycopene. 5. Determination of changes in the
expression of the genes cat, gpx, sod, apx and lic. The collected fruits were
processed and stored differently for each laboratory analysis, as specified in
each section of this methodology.

Fruit production. The number of fruits per plant (FP) was obtained by
harvesting the fruits from each of eight randomly selected plants per treatment;
these plants were labeled for that purpose from the beginning of the study.
Three harvests were made in three consecutive weeks (106, 113, and 120 days
after treatment - DAT); for each, all-existing mature fruits were obtained on the
harvest date. The weights of the fruits were measured to obtain the production

of fruit per plant (Yield) in g plant™.
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Accumulation of selenium in the fruit. The fresh harvested fruits were cut into
slices, placed on aluminum trays and dried in a dehydrating oven (Lindberg/Blue
M, Gravity Oven model) at a temperature of 60 °C for 48 hours. The dehydrated
fruit was macerated in a porcelain mortar, and a 5 g portion of the dried material
was obtained. A total of 1 g of the macerated material was taken, and this
sample was subjected to acid digestion with nitric and perchloric acid in a ratio
of 3:1, using a hot plate at 100 °C. The solution obtained was filtered with
Whatman filter paper (No. 42 ashless) and diluted to a working solution of 100
mL with deionized water. The reading was performed using an inductively
coupled plasma spectrometer (ICP Thermo Jarell Ash, Iris Advantage model),
following the 984.27 procedure of the Association of Official Analytical Chemists

(AOAC, 2000).

Fruit quality. In fruits collected for the FP and fruit weight per plant (Yield), the
polar and equatorial diameters (PD and ED) were measured using a simple
vernier caliper (Autotec, 150mm Digital Caliper model); the firmness was
measured in these fruits using a manual penetrometer (QA Supplies, FT011
model). The total dissolved solids (TDS) were measured with a hand held

refractometer (Atago Master Refractometer Automatic).

Extraction of proteins. To prepare the extracts of the collected fruits, 1 g of the
inner part of the fresh fruit pulp was macerated in liquid nitrogen in a mortar with
a pestle; 0.3 g of this macerated amount was taken, and 1.5 g mL™ of pH 7

sodium phosphate buffer was added under cold conditions. After vigorous
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mixing using a vortex (Genie 1 Touch mixer SI-0136 model), the extract was
sonicated (Branson 1510 Sonifier 1510R-DTH Model) for 10 min and
subsequently centrifuged (Prism Labnet International Inc.) at 12,000 rpm for 10
minutes at 2 °C. The supernatant was collected and kept at -80 °C until further
use (Nugroho et al., 2002).

The total proteins were quantified to determine the specific enzyme
activity. A standard curve (y=0.0005x+0.5251, R?>=0.9712) was obtained using
0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, and 700 ppm from a stock solution of bovine
serum albumin (1000 ppm) as a reference, by adding 1 mL of Bradford reagent
(Bradford, 1976), and using a blank with a pH 7 sodium phosphate buffer. To
accomplish the quantification, 5 yL of the above mentioned extract was taken
and added to 250 uL of Bradford reagent. The mixture was placed in each of the
corresponding wells of an ELISA microplate, and the reading was performed on
a BioTek ELx808 Absorbance Microplate Readers at an absorbance of 630 nm.
Catalase activity. The catalase activity was determined according to the
modified protocol of Lubinsky and Bewley (1979). A total of 20 uL of the protein
extract was taken, and a 1:20 dilution was made with 380 pL of pH 7 sodium
phosphate buffer. A blank was prepared with 400 pL of pH 7 sodium phosphate
buffer, 150 pL of H,SO4 (2%) and 2 pL of H,O, (30%). Time O (0O minutes,
sample, H,SO, and H;0,) and time 1 (1 minute of reaction) were determined
with the 1:20 diluted sample; 2 uL of H,O, (30% w/w) was added and allowed to
react for one minute under vigorous agitation, and then, 150 pL of H,SO4 (2%)
was added to stop the reaction. Time O was the same quantity of sample, 150
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puL of H,SO4 (2%) and then 2 pL of H,O, (30% w/w). The absorbances were
measured at a wavelength of 275 nm and were made in a 10x10 mm quartz cell
in a spectrophotometer (Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis) using the
standard curve for H,O, as a reference (0, 15, 20, 25, 30, 35, 40 and 100 mM).
The linear equation generated was y=0.0047x+0.0063 with R?=0.9982. A blank
color which did not contain substrate was used to measure fruit extract
absorbance and the reading of the blank color was subtracted from each of the

samples. A unit of catalase is defined as 1 pmol of H,0, mL™ min™.

GPX activity. The GPX activity was quantified using a modified method of Xue
et al. (2001). A total of 0.2 mL of protein extract was taken, and 0.4 mL of L-
glutathione reduced (0.1 mM) and 0.2 mL of pH 7 sodium and potassium
phosphate buffer (0.067 M) were added. The mixture was incubated in a water
bath at 25 °C for 5 minutes, and then, 0.2 mL of H,O, (1.3 mM) was added to
start the reaction. The reaction was held for 10 minutes and was stopped by
adding 1 mL of trichloroacetic acid (1%). The mixture was placed in an ice bath
for 30 minutes and then was centrifuged for 10 minutes at 3,000 rpm. A 0.48-mL
sample of the supernatant was taken, to which 2.2 mL of Na,HPO, (0.32 M) and
0.32 mL of dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (1.0 mM) were added for color
development. After a five-minute incubation, the absorbance was measured at a
wavelength of 412 nm with a UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific
Genesys 10S) using a standard curve constructed with 0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.3
and 62.5 mU mL™" of pure GPX enzyme from the Glutathione Peroxidase kit

(GPx, Assay Science Cell Research Laboratories). The standard curve was
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y=0.0002x+0.0987 (R?*=0.9721). A blank color, which did not contain reagent for
color development, was used to measure fruit extract absorbance and the
reading of the blank color was subtracted from each of the samples. A unit of

GPX is defined as 1 mU GPX mL™* min™.

SOD activity. The same protein extract of the above enzyme activities were
used with three replicates per treatment to measure SOD activity using the
methodology described in the commercial SOD kit (SOD assay kit Sigma-Aldrich
19160). The SOD enzyme activity was determined by the percent activity of
SOD inhibition shown by the formation of water-soluble formazan dye (WST-1
formazan) after incubating the mixtures at 37 °C for 20 minutes and measuring
the absorbances at a wavelength of 450 nm in an ELISA microplate reader (U
LEX-808 model). According to the SOD kit methodology, three blanks were
conducted: blank 1 contained ddH,O (double distilled water), WST working
solution and enzyme working solution, blank 2 contained sample solution, WST
working solution and dilution buffer and blank 3 contained ddH,O, WST working
solution and dilution buffer. A unit of dismutase is defined as 50% SOD inhibition

activity at 450 nm.

Ascorbic acid quantification. According to the AOAC (1990) method. A full
slice was cut out of mature fresh fruit from each treatment; 10 g from the slice
were placed in a porcelain mortar and crushed. Subsequently 10 mL of 2%
hydrochloric acid was added, and the mixture was macerated for 10 minutes.

The content was washed three times with distilled water by filtration, and the
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filtrate was placed in a 100-mL volumetric flask. The remaining solid was
washed again with distilled water and the filtrate transferred to the same 100-mL
volumetric flask for its subsequent precise dilution. A total of 10 mL from this
dilution was measured out and placed in a 125-mL Erlenmeyer flask and was
titrated with a solution of 2,6-dichlorophenol-indophenol (redox indicator Sigma-
Aldrich 33125) 0.001 N until the first pink tone lasting 30 seconds appeared. A

blank of hydroclhloric acid and distilled water was used.

Quantification of lycopene. The lycopene was quantified using a modification
of the method of Bunghez et al. (2011). The quantification was carried out for 3
replicates per treatment. A random selection of mature fresh fruit was obtained,
cut into slices, placed on aluminum trays and dried in a dehydrating oven at a
temperature of 60 °C for 48 hours. The dehydrated tissue was pulverized in a
mortar, and from this powder, a portion of 0.5 g was taken and mixed with 0.5
mL of sodium phosphate buffer (pH 7) and 2 mL of a hexane/acetone extraction
mixture at a ratio of 2:3. The extract was centrifuged at 5,000 rpm for five
minutes, and two phases were obtained. The organic phase was diluted with
acetone in a 1:1 volume, and the absorbance was measured at a wavelength of
502 nm in a spectrophotometer (Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis) using
as a reference a standard curve for lycopene (96% Lycopene Xian Lukee Bio-
Tech Co., Ltd.) constructed with 0, 5, 15, 25, 35, 45, 55, 65, and 75 mg L™ from
a stock solution of 100 mg L™ (consisting of a standard lycopene and an
extractor mix hexane: acetone, 2:3 ratio). The linear equation was

y=0.0413x+0.0135 (R?=0.9884).
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Analysis of gene expression in tomato fruit by semiquantitative PCR. RNA
extraction was performed using the Trizol method (TRI Reagent, Sigma-Aldrich
93289). A total of 10 g of mature fresh fruit tissue of each treatment and
replicate was ground in liquid nitrogen with mortar and pestle; in a 2 mL tube
were added 100 mg of frozen tissue and 1 mL of TRI reagent was added and
incubated for five minutes at room temperature. This was carried out in triplicate.
Then, 200 pL of chloroform was added and the mixture shaken vigorously; next,
it was incubated for 15 minutes at room temperature and centrifuged at 12,000 g
at 4 °C for 15 minutes. The supernatant was recovered, 500 pL of cold
isopropanol was added, and the mixture was incubated for 10 minutes at room
temperature. It was then centrifuged at 12,000 g at 4 °C for 10 minutes. The
resulting pellet was washed with 500 pL of cold ethanol (70% v/v). The pellet
was resuspended with 50 uL of diethyl pyrocarbonate (DEPC) treated water
(DNase, RNase and protease free) and stored at -70 °C. The amount
(absorbance 260/280) and quality (denaturing electrophoresis) of the RNA

obtained was determined (Chomczynski, P., 1993).

cDNA synthesis was performed using the ImProm 1l Reverse
Transcription System commercial kit (Promega, A3800). Polymerase chain
reaction (PCR) was used to amplify the genes by using a thermocycler (Labnet,

multigene gradient).

The characteristics of the primers used are shown in Table 1. Primer-

BLAST tool was used to design primers. And these were synthesized by
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Macrogen Inc. (Seoul, Korea, http://www.macrogen.com) The PCR products
were separated by electrophoresis using a 3% agarose gel. They were made 3
loads per sample. Gel images were captured with a MultiDoc-It Digital Imaging
System (UVP). The obtained bands were analyzed via image densitometry

using ImageJ software (http://imagej.nih.gov/ij/).

Statistical analysis

A completely randomized design was used. An analysis of variance using the
Statistical Analysis System (SAS) 9.1.3 software was performed, and a Tukey’s
range test (a < 0.05) was used. For the relative density of the gene expression
data, a Fisher’s exact test for nonparametric comparison of means (a < 0.1) was
applied using Statistica software (version 6.0). Further, a rank correlation test
(Spearman’s rho) was applied to verify the statistical association between the
agronomic variables measured, the biochemical variables, and the gene

expression data.

RESULTS AND DISCUSSION

Fruit production. The number and weight of the fruits per plant were not
affected by Se (Table 2). There have been reports of positive effects of the
addition of selenium in vegetable crops (Germ, Kreft, & Osvald, 2005). Still, the
specific effect on tomato fruit production appears to depend on the chemical
form of Se applied, as Becvort-Azcurra et al. (2012) found no differences in

production when applying sodium selenite and Pezzarossa et al. (2013) when
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applying sodium selenate, also Carvalho, Gallardo-Williams, Benson, and

Martin, (2003) found a negative effect when applying an organic source of Se.

Accumulation of selenium in the fruit. There was a gradual increase in the Se
concentration in the fruit as the application of the element increased (Table 3),
and it was found to be associated with the morphological and chemical
characteristics of the fruit (Figure 1). The movement of Se from the roots to
tomato fruits was also observed by Becvort-Azcurra et al. (2012) and
Pezzarossa et al. (2013), who applied selenate and sodium selenite,
respectively, reaching concentrations lower than those reported here.
Successful selenium supplementation using fertilizers in bulb (Reilly et al., 2014)
or tuberous crops (Poggi, Arcioni, Filippini, & Pifferi, 2000) indicates that the

technique can be applied in almost any crop.

Fruit quality. The features of size (PD and ED), firmness, and fruit quality were
positively affected by the selenium (Figure 1 and Table 3). Other studies have
reported that Se induced positive changes in the concentration of antioxidants in
tomato fruits without changing the solids content of the fruit (Becvort-Azcurra et
al., 2012; Pezzarossa et al., 2013) or inducing an inducible change in the

number or morphology of fruits (Carvalho et al., 2003).

Significant differences in the TDS and AA variables in the fruits were
found. These positive changes in quality were accompanied by an increase in
the concentration of lycopene when applying 5 mg L™ of Se (Table 3). This

induction of non-enzymatic antioxidants was reported in other plant species like
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lettuce when applying sodium selenate (Rios et al, 2009) and in tomato by Lee
et al. (2007) and Pezzarossa et al. (2013); the latter two coincided with
increased lycopene in the fruit. To our knowledge, there is no information about
the mechanism of action of Se on these variables of the fruit. The TDS of the
fruit, which is mainly dependent on the sucrose contained in tissues, appears to
represent a summary of the overall effect of the environment on the plant
(Prado, 2002). Moreover, AA is derived from glucose and is one of the most
significant non-enzymatic antioxidants, with reports that Se (Duma, Alsina,
Dubova, Stroska, & Smiltina, 2011) and some growth regulators positively
impact their concentration (Ramirez, Rivera-Cruz, Benavides-Mendoza,
Robledo-Torres, & Reyna-Sustaita, 2010). Possibly, the effect of Se relates
partly with an improvement in C economy, as demonstrated in Solanum
tuberosum, which accumulated more carbohydrates and had a higher TDS

when Se was applied (Turakainen, Hartikainen, & Seppanen, 2004).

Catalase activity. The activity of this enzyme showed a significant increase
after applying 5 mg L™ of Se (Table 4). It has been shown that Se is associated
with higher antioxidant activity in plants subjected to various types of stress
(Djanaguiraman, Devi, Shanker, Sheeba, & Bangarusamy, 2005). The
application of Se in wheat lead to increased activity of oxidoreductase enzymes,
especially that of catalase (Nowak et al., 2004) and ascorbate peroxidase and
glutathione reductase (Kaklewski, Nowak, & Ligocki, 2008), which are enzymes
that are involved in the Halliwell-Asada cycle and, similar to catalase, cleave

H,O,. While no complete explanation is available, the changes in enzyme
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activity are assumed to occur in part from replacing S with Se in proteins

(Valkama, Kivimaenpaa, Hartikainen, & Wulff, 2003).

GPX activity. Similar to catalase, the GPX activity showed a significant increase
with the 5 mg L™ treatment (Table 4). Rios et al. (2009) found the same results
in GPX in lettuce plants treated with sodium selenite, as well as in another
peroxidase, ascorbate peroxidase. This finding is consistent with those of other
studies with the application of Se, in which an increase in GPX activity was
observed (Hartikainen, Xue, & Piironen, 2000; Xue et al., 2001; Djanaguiraman
et al., 2005; Rios et al., 2009). Additionally, Cartes et al. (2005) showed that
selenite is more efficient than selenate as an inducer of GPX activity.

SOD activity. The activity of this enzyme increased with both Se application
treatments (Table 4). The SOD enzyme has the function of transforming the
superoxide radical into H,O, (Gratao, Polle, Lea, & Azevedo, 2005), such that its
action is correlated with the action of the CAT enzyme (Ramirez-Serrano,
Larrinaga-Mayoral, Murillo-Amador, Hernandez-Saavedra, & Fujiyama, 2008).
Rios et al. (2009) also obtained higher SOD activity, reporting greater
effectiveness of selenite over selenate in this response. Sreekala, Santosh, and
Lalith (1999) also reported that the mitochondrial SOD activity increased with Se

supplementation in Trigonella foenum-graecum.

Gene expression in tomato fruits. The relative expression levels of the genes
of selected antioxidants (genes cat, gpx, sod, apx and lic) are noted in Figure 1.

The control treatment was assigned a value of 1; the relative density values
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greater than 1 are for those genes that were found to be over-expressed. This
was the case for gpx, sod and apx with the application of 2 mg L™ of Se; in
contrast, most genes with 5 mg L™ of Se were found to have values below 1.
That is, they had a lower level of expression. The exception for this case was
the gpx gene, which, though it showed a relative density value higher than 1 with

5 mg L™ of Se, it was not statistically significant.

It is known that in the fruit, the studied genes demonstrate controlled
expression through development and maturation, as cat increases while gpx and
apx decrease as the fruit ripens (Jimenez et al.,, 2002). In this study, the
characterized fruits were all within the same stage of maturity and still showed
strong differences, presumably associated with the presence of Se in different

concentrations, in the expression of the cat, gpx, sod, apx and lic genes.

Through the differential expression of genes, cellular redox balance
regulates different aspects of plant life, including development, adjustment to
environmental factors, and defense against oxidative stress. This dynamic redox
equilibrium depends on a fine balance between the amount of active oxygen
species and the concentration of antioxidants (Gadjev et al., 2006). Applications
of Se cause changes in the cellular redox equilibrium and, thus, change the level
of expression of some genes, particularly those related to antioxidant

metabolism (Van Hoewyk et al., 2008).

The levels of overexpression of the cat, gpx, sod, apx and lic genes only

under the application of 2 mg L™ may indicate a hormesis-like phenomenon in
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which the stimulus of expression depends on the concentration of Se applied
(Calabrese & Baldwin 2002). Although it did not repress expression, the 5 mg L™
application generally caused a lower level of expression. This finding,
associated with increased activity of antioxidant enzymes (Table 4), may
indicate that in addition to the effect on gene expression at 2 mg L™, Se could
also produce post-transcriptional changes in the activity of some of the enzymes
in the case of treatment with 5 mg L™. It is known that one function of antioxidant
enzymes in fruits is to regulate the rate of fruit ripening and to delay their
senescence (Baquero, Castro, & Narvaez, 2005); therefore, Se could be useful
not only in manipulating nutritional quality as seen in Table 2 but possibly in

post-harvest fruit ripening as well.

Correlation between the concentration of Se and fruit variables. Only two
significant correlations with respect to the concentration of Se were found: the
number of fruits per plant (FP) (R = 0.9637) and cat gene expression (R =

0.9636). All other variables showed no significant correlation.

CONCLUSIONS

The addition of sodium selenite did not influence the production of tomato fruit,
but did lead to positive changes in the morphological (ED and PD) and quality
characteristics (firmness and TDS). Although it was observed an upward trend
(not statistically significant) on FP and Yield under the addition of treatments in

comparison with the control, as perspective a relevant measurement of the
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production of fruit on a larger scale could be carried out, because in the present
work a fruit variety of determinate growth was used. The concentration of Se in
the fruits was 53.1% higher with 5 mg L™ of Se compared to that of the control.
The fruits of both Se application treatments showed increased accumulation of
ascorbic acid and, in the case of treatment with 5 mg L™, 66.9% more lycopene.
The antioxidant enzyme activities of CAT, GPX and SOD were also significantly
increased (60.9, 33.4 and 26.0%, respectively) with the 5 mg L™ treatment. In
contrast, the greatest levels of the gpx, sod, and apx gene transcripts occurred
under the 2 mg L™ treatment. The rest of the transcripts were found in a lower
level of relative density, this does not mean that they were repressed, but, for
the expression of a gene with antioxidant activity, different processes occur
before for example, induction of a signal, the translation process and the same
regulation posttranscriptional. Therefore, and because an effect on all transcripts
studied was observed, it can be concluded that the expression occurs at

different times.
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Table 1. Characteristics of the Primers used for the quantification of gene

expression.
Primer Annealing Amplification
name Sequences temperature product size
cat-f 5-GGC CTGTTCTGC TTG AGG AT-3
cat-r 5- GCC AGG AGC TCG GAG AAA AT-3 60 °C 170 pb
gpx-f 5- AGG ATG CTA AGG GCA AGG AC-3
gpx-r 5- TTG CAA GGG AGG GCC AGA AT-3 58 °C 169 pb
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sod-f 5- TGATGA TGG GCC AAC TAC GG-3
sod-r 5- ACC CGC ATG ACG GATTTC AT-3 59 °C 175 pb
apx-f 5-TCT CCT CTC CTT CCC CAC AT-3
apx-r 5-GTG GCCTTC AACAGCTCCTT-& 60 °C 161 pb
lic-f 5- ACC CTG TTG GAA AAAGAT GGAT-3
lic-r 5- ACC CAA AGT TTC ACA AAACTT CCT-3 58 °C 151 pb
g3f-f 5- GGA GTC GACCGG TGT TTT CA-3
g3f-r 5- GGG AGC AAG GCA ATT TGT GG-Z 60 °C 190 pb

Table 2. Number of fruits per plant (FP) and the weight of fruits per plant
(Yield) in tomato with application of selenium (0, 2 and 5 mg L™) via
nutrient solution. The data correspond to three harvests obtained at 106,
113 and 120 DAT.

Treatments FP Yield
(Fruits plant™) (g plant™)
0 mg Lt 12.00+2.9a 869.20+224.6a
2mg L™ 17.67+3.9a 1061.53+349.8a
5 mg Lt 16.67+3.6a 1184.83+378.9a

FP: fruits per plant; Yield: weight of fruits per plant. Means followed by the same
letter are not different according to Tukey’s test (a < 0.05).

Table 3. Morphological and chemical characteristics of tomato fruits from
plants with application of selenium (0, 2 and 5 mg L) via nutrient solution.

Data correspond to fruits collected at 120 DAT.

Se
Treatments PD ED Firmness TDS AA Lycopene concentration
(cm) cm (kgem®?h) (%) (mgAA10gY)  (ugg?) (ug g™)
0 mg Lt 5.544+0.7b 5.28+0.5b 2.9+0.2c 4.3%0.1b 1.20+0.2b 13.81+2.4b 16.8+0.1b
2 mg Lt 6.40+0.5a 6.02+0.3a 4.3x0.3b 5.1x0.4a 2.82%0.l1a 20.34+5.1b 24.5+0.1ab
5mg Lt 6.36+0.4a 5.97+0.7a 4.5+0.3a 4.9+0.6a 2.41+0.la 41.71+6.2a 35.8+0.1a

PD: polar diameter of the fruit, ED: equatorial diameter of the fruit, TDS: total
dissolved solids, AA: ascorbic acid. Means followed by the same letter are not
different according to Tukey’s test (a<0.05).
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Table 4. Activity of the antioxidant enzymes catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPX) and superoxide dismutase (SOD) in fruits of tomato

plants after SE application (0, 2 and 5 mg L™) via nutrient solution.

TREATMENT CAT GPX SOD
Se (U mg protein) (U mg protein) (% inhibition mg protein™)
OmgL? 14.90+2.3b 84.57+3.4b 3880.00+70.7b
2 mg Lt 11.09+3.1b 53.87+2.2b 5526.67+40.2a
5mg Lt 38.15+4.2a 126.91+10.5a 5240.00+40.5a

Means followed by the same letter are not different according to Tukey’s test
(a=0.05)
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Figure 1. Expression level of fruit antioxidant genes in tomato plants
added with selenium (0, 2, and 5 mg L™) as Na,SeOs via nutrient solution.
The values shown indicate the relative expression compared to a control

with a value of 1.
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