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1. INTRODUCCION

El selenio (Se) es un micronutriente esencial para animales y humanos ya que forma parte de
enzimas (iodotironina-deiodinasas (tipo I, 11 y 111), tiorexodina reductasa), selenoproteinas (P, W)
y enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa (GSH-Px). Ademas, son muchos los
beneficios para la salud de humana y animal siendo los méas importantes; el favorecer el sistema
inmunoldgico, sistema cardiovascular, fertilidad, incidencia de células cancerigenas y

contrarrestar la toxicidad de metales pesados como el mercurio y el arsénico.

La esencialidad del Se para las plantas aun no estd demostrada, pero si se observan respuestas
benéficas a bajas concentraciones, tales como una mejora en el sistema antioxidativo, retraso en
la senescencia y una mayor tolerancia al estrés por toxicidad de Al, entre otros. Por otra parte, a
elevadas concentraciones, el Se puede generar toxicidad en las plantas, la cual depende de la
especie y la concentraciéon de Se presentando efectos competitivos o sinérgicos con nutrientes
como el nitrégeno (N), fosforo (P) y azufre (S), los cuales afectan su disponibilidad en los suelos

y su incorporacion a la planta.

Existen diferentes formas quimicas del Se; éstas estan estrechamente relacionadas con las
propiedades quimicas y bioldgicas del suelo, presentando variaciones en sus estados de oxidacion
formando compuestos organicos e inorganicos, los cuales varian en su disponibilidad para las
plantas. Las formas de Se utilizadas en la fertilizacién de los suelos con Se son el selenito (Se**)
y seleniato (Se*®) ya que estas formas de Se son las méas comunes bajo las condiciones quimicas
de los suelos. Ambas formas quimicas de Se varian en su disponibilidad: mientras que selenito

tiene una mayor afinidad por las superficies reactivas del suelo y se adsorbe a través de un



mecanismo de intercambio de ligandos, el seleniato presenta una union de carécter electrostatico

con la superficie del suelo presentando una mayor lixiviacion y movilidad.

En la Region de la Araucania, las praderas y pasturas son el principal recurso forrajero para la
produccién de ganado, donde el género Lolium (ballica) es altamente utilizado por su amplia
gama de cultivares los cuales aportan materia seca y nutrientes a la dieta. Los cultivares de ballica
son fertilizados regularmente con compuestos minerales nitrogenados y azufrados, debido a que
ambos nutrientes son esenciales para la nutricion, metabolismo y crecimiento de las plantas.
Debido a la importancia que presenta la especie Lolium perenne L. como constituyente de
pasturas perennes para pastoreo, ha surgido la necesidad de potenciar el sistema antioxidativo de
las plantas a traves de la fertilizacion con Se ya que los suelos presentes en la zona sur del pais
son deficientes en este micronutriente, pero aun no existen antecedentes sobre si la relacion N-S-

Se es benéfica o antagdnica respecto a la absorcion del Se por parte de las plantas.

Ademaés, considerando que el ganado bovino presenta alteraciones en la salud debido a la
deficiencia de Se en los suelos de la Region, la incorporacién del Se a través del consumo de
praderas fertilizadas con este micronutriente es una muy buena alternativa para incrementar su
disponibilidad en la dieta del animal. En relacion al modo de fertilizacion con Se, en este estudio
se utilizo la tecnologia de la peletizacion, adhiriendo el micronutriente a la semilla, debido a que
el Se no se encuentra disponible como fertilizante en Chile para ser aplicado directamente a las
praderas, por lo que la peletizacion de las semillas de Lolium perenne L. es una alternativa para

incorporar el Se como fertilizante para que sea disponible para las plantas.
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1.1 HipOtesis

La peletizacion de semillas de Lolium perenne L. con dosis crecientes de selenito aumentara la
concentracion de Se foliar del cultivar en estudio, incrementando su calidad nutritiva y capacidad

antioxidante.

La concentracion de Se foliar y el sistema antioxidativo de Lolium perenne L. se veran afectados
por la fertilizacion con N, S y Se. Existird una relacion N-S-Se que maximizara la capacidad

antioxidante de las plantas.

1.2 Objetivo general

Estudiar el efecto de la peletizacion de semillas con selenito sobre la acumulacion de selenio y el
sistema antioxidativo de Lolium perenne L. cv. Quartet bajo distintos niveles de fertilizacion de

nitrégeno y azufre.
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1.3 Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de la peletizacién de semillas con dosis crecientes de selenito sobre el
rendimiento, concentracion de selenito foliar y sistema antioxidante de Lolium perenne L.

cv. Quartet.

- Estudiar la peroxidacion lipidica y capacidad antioxidante en plantas de Lolium perenne
L. cv. Quartet cultivadas en un Andisol bajo distintas dosis de fertilizacion con N, Sy Se.

- Cuantificar la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD) y
peroxidasa (POD) en hojas de plantas de Lolium perenne L. cv. Quartet cultivadas en un

Andisol bajo distintos niveles de adicion de N, Sy Se.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizacion de la especie Lolium perenne

La especie Lolium perenne L., también conocida como ballica perenne, pertenece a la familia de
las Poaceas, presenta una gran adaptabilidad a la zona sur de Chile, mayoritariamente entre las
Regiones VIII a X donde es muy utilizada en el establecimiento pasturas para consumo animal
debido a la gran gama de cultivares existentes y a su asociacién con otras especies forrajeras. Se
destaca entre las forrajeras por su alto potencial de produccion de biomasa, buena fuente proteica
y alto contenido de fibra localizado en su pared celular generando una alta digestibilidad y
palatabilidad para los animales que la consumen (Teuber, 2000).

En relacién a la calidad nutritiva de Lolium perene, en promedio la especie presenta niveles de
digestibilidad de un 75%, 18 a 25% de proteina y un 2,5 % de energia metabolizable, lo que hace
referencia a su gran establecimiento y produccion para pastoreo animal y conservacién de forraje
en las Regiones IX y X. A su vez, los cultivares de ballica son establecidos en asociaciones con
otras especies como Festuca arundinacea y Dactylis glomerata existiendo mezclas comerciales
con proporciones definidas para cada especie y asi potenciar el nivel nutritivo y proteico de la

pastura (Demanet, 2007).
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Los cultivares de ballica poseen una alta variabilidad genética, lo que genera su amplia
distribucion y adaptacién en el mundo (Kubik et al., 2001); éstos se diferencian de acuerdo a su
ciclo de vida en anuales, bianuales y perennes y de acuerdo a su genotipo en diploides (2n) y

tetraploides (4n).

Los cultivares diploides presentan una mayor resistencia a las condiciones desfavorables como
es el estrés hidrico, los ataques de plagas entre otros y presentan dentro de sus caracteristicas la
presencia de hojas finas un mayor nimero de macollos por planta (Demanet, 2008). Por su parte,
los cultivares tetraploides aunque tienen un menor nimero de macollas, poseen un mayor
contenido celular en sus hojas lo que confiere un aumento en la digestibilidad y aprovechamiento
por parte del ganado (Hannaway et al., 1999). Estudios realizados por el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIA) sobre nueve cultivares de ballica diploide y tetraploide
establecidos para pastoreo de vacas lecheras, revelaron que las especies tetraploides fueron
mayormente consumidas por el ganado lechero, teniendo ademas una mayor concentracion de

materia seca que los cultivares diploides (Opitz, 2002).

El cultivar seleccionado en este trabajo es Quartet que es de origen Neozelandés y creado por
Wrightson. Es un cultivar tetraploide utilizado principalmente para pastoreo presenta alrededor
de 285.979 semillas por kg™. Como caracteristicas principales se destacan su floracion tardia (28
dias), habito de crecimiento semi-erecto, hojas anchas de color verde oscuro y una alta cantidad
de macollos, lo que produce una amplia cobertura y densidad del cultivo aumentando la
productividad animal en los sistemas de pastoreo. Algunos cultivares comerciales tienen la
presencia de hongo enddéfito en la semilla que proporciona una relacién beneficiosa con el cultivo
protegiéndolo del ataque de plagas como el gorgojo argentino barrenador del tallo (Listronotus
bonariensis) durante todo el ciclo de vida del cultivar, aumentando su persistencia ante

condiciones adversas de clima y suelo (Demanet, 2008).

Los cultivares tetraploides han sido estudiados en numerosos ensayos en términos de su
rendimiento, calidad, productividad, preferencia y adaptabilidad a diversas zonas de la Region de

la Araucania, donde el cultivar Quartet es el mas utilizado presentando una alta concentracion de
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materia seca y una mayor eficiencia en la utilizacion del pastoreo en comparacion con cultivares
diploides (Demanet, 2011).

2.2 Importancia del selenio como micronutriente

El selenio (Se) es un elemento cuya principal caracteristica es la de encontrarse en los suelos en
una concentracién promedio de 0,2 a 0,3 mg kg™ (Fishbein, 1991; Dungan y Frankenberger,
1999). Uno de los beneficios més importantes del Se para la salud humana y animal es el rol
antioxidante que ejerce en las células. Este fue identificado al ser el Se un co-factor de la enzima
GSH-Px, la cual cataliza la reduccion de peroxido de hidrégeno en presencia de glutation
reducido, disminuyendo el estrés oxidativo y dafio celular causado por especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Flohé et al., 1973).

El Se se clasifica como microelemento esencial para animales y humanos ayudando a combatir
el estrés oxidativo, entre otras funciones. El rol que juega el Se en los animales es de suma
importancia ya que su déficit genera una variedad de problemas en la salud de los animales como
distrofia muscular, retencion placentaria, entre otros (Lopez et al., 1997). El uso del Se en la
medicina humana como anticancerigeno ha sido motivo de estudio los Gltimos afios. Por
ejemplo, estudios de Menter et al. (2000) y Jiang et al (2001) en células cancerigenas de la
préstata tratadas con selenito de sodio y selenometionina, postulan que la presencia de Se
produciria una apoptosis o inhibicion del crecimiento de las células cancerigenas de la prostata

teniendo un efecto selectivo frente a las células prostaticas normales.

Son muchos los beneficios del Se en el crecimiento y metabolismo de las plantas los cuales han

sido motivo de estudio para muchos investigadores (Cuadro 1). Estudios realizados por Singh et
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al. (1980) en plantas de Brassica juncea L. demostraron que aplicaciones de 0,5 mg kg™ de
seleniato estimulan el crecimiento y aumentan el rendimiento de materia seca. Por otra parte,
aunque no existe evidencia molecular acerca de la esencialidad del Se para las plantas, la
presencia de este elemento en la nutricion vegetal aumenta la actividad de la enzima glutation
peroxidasa (GSH-Px) generando un aumento de la calidad y persistencia de las plantas al
disminuir el estrés oxidativo. La concentracién y formas del Se (selenito o seleniato) con la que
se fertiliza la planta tiene una relacion directa con su efecto antioxidante: dosis bajas de Se acttan
como un antioxidante, inhibiendo la peroxidacion de lipidos, mientras que a altas dosis el Se
actla como un pro-oxidante generando estrés oxidativo y disminucion del rendimiento
(Hartikainen et al., 2000; Cartes et al., 2005).

Ademas, existen numerosos antecedentes de que el Se posee un efecto benéfico en las plantas
contra la toxicidad generada por altas concentraciones de metales. Experimentos con distintas
dosis de cadmio (Cd) y Se en plantas, indicaron un estrés considerable en las plantas cultivadas
solo con Cd, mientras que en aquellas las cultivadas con Cd y Se, el Se disminuy6 el efecto
toxico del Cd mejorando el sistema antioxidativo de las plantas ( Munne-Bosch y Alegre, 2002;
Munne-Bosch, 2005; VVorobets, 2006; Pedrero et al., 2008; Dom et al., 2010). Cartes et al. (2010)
observaron que en plantas de ballica fertilizadas con Se bajo toxicidad por aluminio (Al), hubo
una disminucién en el estrés oxidativo y peroxidacion de lipidos en plantas tratadas con bajas
dosis de Se y un aumento en la actividad enzimatica de la linea de defensa antioxidante.
Resultados similares fueron descritos por Peng et al., (2002) y Qi et al., (2004) en las plantas
tratadas con bajas dosis de Se en respuesta a un estrés oxidativo debido a altas dosis de

fertilizacion con hierro (Fe).
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Cuadro 1. Algunos de los benéficos estudiados por investigadores acerca del Se en las plantas.

Efecto del Se

Especie Vegetal

Referencia

Estimular el crecimiento y la acumulacién de materia seca.

Efecto beneficioso sobre el crecimiento.

Mejora el crecimiento y capacidad antioxidante.

Aumentar el crecimiento y calidad de los tubérculos.

Incrementar el crecimiento de las raices.

Asimilacién de nitrégeno.

Aumenta el potencial respiratorio.

Inducir la acumulacién de almidén en los cloroplastos.

Estimular el crecimiento y la acumulacién de materia seca.

Promueve la germinacion.

Aumenta la capacidad antioxidante y retrasa la senescencia.
Regular el estado hidrico de las plantas.
Retrasa la muerte de las plantas por dafio de radiacién UV.

Promueve el crecimiento de las plantas sometidas a radiacién UV-B.

Alivia el estrés oxidativo causado por la radiacion UV.

Aumenta la recuperacion de las plantas del estrés luminico y heladas.

Mejora la tolerancia a la salinidad.

Mejora la utilizacion de la onda corta de la luz en la planta.

Mejora la tolerancia a las heladas.

Proteccién contra el estrés oxidativo.

Minimiza el efecto toxico y estrés oxidativo causado por la presencia de

metales pesados.

Brassica juncea
Medicago sativa
Lactuca sativa
Camellia sinensis

Lactuca sativa, Lolium perenne

Glycine max

Solanum tuberosum
Lolium perenne

Hordeum distichon

Eruca sativa

Lactuca sativa

Glycine max

Momordica cochinchinensi
Lactuca sativa, Lolium perenne
Triticum aestivum

Lactuca sativa

Lactuca sativa

Lactuca sativa, Lolium perenne

Fragaria vesca

Glycine max

Solanum tuberosum
Rumex acetosa
Cucumis sativus

Lactuca sativa

Cucumis sativus

Triticum aestivum
Lolium perenne., Lactuca sativa,
Glycine max

Oryza sativa.
Brassica napus

Lolium perenne

Singh et al. (1980)

Broyer et al. (1966)
Pennanen et al. (2002)

Hu et al. (2003)
Hartikainen et al. (1997)
Hartikainen y Xue (1999)
Djanaguiraman et al. (2005)
Turakainen (2007)

Cartes et al. (2010)

Aslam et al. (1990)

Germ y Osvald (2005)
Pennanen et al. (2002)
Djanaguiraman et al. (2005)
Chen'y Sung (2001)

Xue et al. (2001)
Kuznetsov et al. (2003)
Pennanen et al. (2002)
Hartikainen y Xue (1999)

Hartikainen y Xue (1999)
Hartikainen (2000)
Valkama et al. (2003)
Djanaguiraman et al. (2005)

Seppanen et al., (2003)
Kong et al., (2005)
Hawrylak- Nowak (2009)

Xue y Hartikainen (2005)
Hawrylak- Nowak et al.,
(2010)

Xu et al. (2010)

Xue y Hartikainen (2000)
Djanaguiraman et al. (2005)

Cartes et al. (2005)
Qi et al. (2004), Peng et al.
(2002)

Filek et al. (2008)
Cartes et al. (2010)

Adoptado de: Hasanuzzaman et al. (2010).



2.3 Formas de selenio en el sistema suelo-planta-animal

2.1.1 Comportamiento del Se en el suelo

El selenio se encuentra en la naturaleza de diferentes formas quimicas siendo éstas selenuro,
selenio elemental, selenito, seleniato y compuestos de selenio organico como selenio-proteinas y
selenio-aminoacidos (Martens and Suarez, 1997), los cuales poseen una disponibilidad en el
suelo dependiente del pH y aniones presentes en el suelo (Barrow, 1999; Cartes et al., 2005).

La afinidad del Se por las superficies minerales del suelo y su disponibilidad es dependiente de la
forma quimica en que se encuentre presente (Barrow, 1999). De esta manera selenito y seleniato
presentan distintos comportamientos en cuanto a su movilidad en el suelo. La adsorcion del
seleniato no presenta una modificacion en la carga superficial del suelo, formando una unién de
tipo electrostatica con la superficie del suelo, mientras que la absorcion del selenito se produce
mediante la liberacion de OH- provenientes de los coloides del suelo a través de mecanismo de

intercambio de ligandos (Neal et al., 1987).

Las Regiones IX y X poseen valores de Se en sus suelos de 0,02 a 0,18 mg kg™ (base de datos
del Laboratorio de Analisis de Suelos y Plantas de la Universidad de La Frontera) siendo valores
deficientes en praderas en relacion a los requerimientos de los animales que las consumen. El
selenito y el seleniato son las fuentes de Se mayormente encontradas en los suelos debido a que
estas especies son mas estables a condiciones de pH y potencial redox del suelo, mientras que el
Se elemental y los selenuros sélo son estables a condiciones de suelo reductoras (Zhang y Sparks,
1990: su y Suarez, 2000). EI mecanismo de adsorcion de selenito es similar al del fosfato, por lo
cual se puede generar una competencia en la adsorcion entre ambos nutrientes, mientras, que el

seleniato se comporta en el suelo de manera similar al sulfato (Neal et al., 1987).
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2.3.2 Absorcidn, asimilacién y translocacion del Se en las plantas

La absorcion y asimilacion del Se por las plantas varia entre las especies vegetales e influyen
también las condiciones ambientales, tipo de suelo, formas de fertilizacion y forma quimica del
selenio (Werner Jaffé, 1992).

En relacion a la capacidad de las plantas de acumular Se, Rosenfeld y Beath (1964) clasificaron
las especies vegetales en tres categorias: (i) indicadoras de Se primario, las cuales poseen una
capacidad de acumular varios miles de mg Se kg<' de materia seca, (ii) indicadoras de Se
secundario capaces de absorber hasta 1000 mg Se kgt y (iii) a las plantas no acumuladoras las
cuales no absorben méas de 100 mg Se kg<?, perteneciendo a este grupo la especie Lolium
perenne L. estudiada en esta Tesis.

La asimilacion del Se en las plantas se realiza por la via metabdlica del azufre (S) ya que ambos
elementos presentan caracteristicas quimicas similares. La absorcion y traslocacién del selenito y
seleniato se desarrolla por mecanismos diferentes. El seleniato se adsorbe en forma activa a
través de trasportadores de sulfatos. Para el selenito se ha descrito que su absorcion se realiza en
forma pasiva (Brown and Shift, 1982) pero en estudios de Li et al. (2008) se postula que la
adsorcion de selenito es a través de un proceso de trasporte activo en las plantas. Dentro de la
planta el Se se transloca de las raices al resto de la plantas y se acumula de diferentes formas, el
seleniato se adsorbe y se acumula en la planta en forma de seleniato, mientras que el selenito se

acumula en las plantas en formas organicas de Se (Kahakachchi et al. 2004).
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2.3.3 Importancia del selenio en la salud animal

La mayor parte de la alimentacion del ganado de la IX Regidn se basa en el pastoreo de praderas
y el consumo de forrajes conservados, siendo un alto porcentaje deficientes en Se (Wittwer et al.,
2002) lo que ha generado una necesidad de suplementar el micronutriente en la racién animal. Su
consumo esta definido por un rango de tolerancia muy estrecho, ya que concentraciones de 0,1 a
0,3 mg Se kg=! de materia seca son indicadas como apropiadas para el consumo por rumiantes
(NRC, 2000) siendo de gran importancia respetar el rango de tolerancia de los animales para
evitar problemas de salud por toxicidad (Stroud et al., 2010).

El Se es fundamental importancia en la salud animal como un componente de Se-proteinas las
cuales desempefian un papel importante en las funciones estructurales e inmunoldgicas (Pesutic
et al., 2001) del animal. La deficiencia de Se en los animales provoca graves alteraciones en su
salud, afectando el sistema inmune y reproductivo, lo que genera patologias como retencion de
placentaria, mastitis (Kruze et al., 2000), distrofia muscular y un incremento en la aparicién de
tumores (Wittwer et al., 2000). Las formas de superar el déficit de Se en el animal consiste en
incorporar el elemento a la dieta alimenticia o a través de suministros orales o inyectables
(Wittwer et al., 2002).

La forma de quimica del Se esta directamente relacionada con la absorcion de éste en el
organismo del animal. Las formas inorgéanicas de Se (selenito, seleniato) como sales minerales
suministradas por via oral poseen una menor eficiencia de absorcion a nivel del yeyuno, mientas
que las formas organicas (selenometionina, selenocisteina) son mas eficientemente asimiladas en

el metabolismo del rumiante (Segovia, 2005).

La asimilacion del Se en rumiantes es alrededor del 29% en ovejas, 20% en bovinos. Esto se debe
a que en el rumen el Se es reducido a una forma poco asimilable que al ingresar al abomaso

produce una absorcion limitada y finalmente ingresa al yeyuno donde es absorbido en mayor
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proporcién (Wright y Bell, 1996). La biodisponibilidad del Se en el intestino del animal varia

seguin raza y estado bioldgico (Wittwer et al., 2002).

Los requerimientos de Selenio varian entre 3,6 a 7,2 mg dia™ para el ganado bovino con un
peso aproximado de 550 kg (Rogers y Gately, 1992; Hillman, 1994). Al disminuir el Se en el
organismo del animal se produce una reduccion en la actividad de la enzima glutation peroxidasa
aumentando la concentracion de perdxidos e hidroperoxidos que afectan las estructuras celulares,

las funciones inmunoldgicas y reproductivas del animal (Silva et al., 2000).

2.4 Absorcion y asimilacion del nitrégeno en las plantas

Una proporcion importante de los compuestos organicos presentes en las células vegetales
contienen nitrogeno (N), lo que hace referencia a su importancia a nivel metabolico en la
formacion de aminoacidos, fosfolipidos, clorofila, entre otros. Para que se produzca la
asimilacién de N, es necesario que se desarrolle una serie de reacciones bioquimicas algunas de
las cuales requieren de energia en forma de ATP, lo que conlleva a un gran costo energético por

parte de la planta (Salisbury and Ross, 2000).

Las plantas realizan dos procesos de incorporacion de N, los cuales tienen lugar en las raices pero
varian de una especie a otra. Las especies de la familia de las leguminosas forman asociaciones
simbioticas con bacterias capaces de fijar el N molecular (N,), mientras que las demas especies

vegetales absorben el N en forma de amonio y nitrato desde en el suelo (Taiz and Zeiguer, 2002).

Cuando las plantas absorben nitrato (Figura 1) la asimilacion se inicia por un proceso de

reduccion del nitrato a nitrito en el citoplasma por la accion de la enzima nitrato reductasa (NR)
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(Pereyra, 2001). Dado que el nitrito es un compuesto toxico, las células vegetales lo transportan
posteriormente desde el citoplasma a los cloroplastos de las hojas y a los plastidios de las raices
de la planta, y en cada organelo se produce la reduccién del nitrito a amonio por accion de la

enzima nitrito reductasa (NiR) (Barcel6 et al., 2001).

El amonio formado a traves de esta reaccion de reduccion o bien el amonio absorbido
directamente desde el suelo, es rapidamente incorporado a los esqueletos carbonados para la
formacion de glutamina que es el primer aminoécido en formarse. Posteriormente, se forman los
aminoacidos restantes y las proteinas. EI amonio al presentarse en abundancia en la planta genera
la inhibicién de la enzima nitrito reductasa para asi evitar la toxicidad en la planta (Maldonado et
al, 1991).

ABSORCION REDUCCION ASIMILACION

bacteroide

\PY

M2 o >

nitregenasa

NOs™ = = NOj = NO;y — NH = Glutamina
MR MiR GS

suelo— célula |

T
membrana celular

Figura 1. Proceso de fijacion bioldgica del nitrégeno. NR, NiR y GS corresponden a las enzimas
nitrato reductasa, nitrito reductasa y glutamina sintetasa respectivamente. Adoptado de: Marquez
et al. (2004).
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Al momento en que ocurre el proceso de asimilacion del N los niveles de iluminacion a los que se
encuentra expuesta la planta juegan un rol significativo en la actividad de la enzima nitrato
reductasa (NR). Asi, estudios realizados en hojas de Coffea arabica L. revelan que las plantas
expuestas a una mayor iluminacion absorben mas N y aumentan su produccion de frutos en
comparacion a aquellas que recibieron menor iluminacién durante el proceso enzimatico. El
contenido de humedad en el suelo produce una baja disponibilidad de agua para la planta
generando una disminucion en la sintesis enzimatica producto de la disminucion del flujo de

nitrato hacia las hojas a traves del xilema (Rodriguez et al. 2001).

2.5 Metabolismo del azufre en las plantas

El azufre (S) es un elemento esencial en el desarrollo de las plantas ya que éste forma parte de
aminoacidos y proteinas en los tejidos vegetales. EI S ingresa a la planta a través de dos vias: por
el sistema radicular de la planta, pero también por las hojas, a través de las cuales el S ingresa
como gas SO,, que se encuentra en la atmoésfera y que es producido por procesos naturales de

descomposicion de la materia organica o por combustion (Salisbury and Ross, 2000).

La mayor parte del S absorbido por las raices es de la forma de sulfato (SO4?) el cual se
incorpora al aminoé&cido cisteina en los tejidos fotosintéticos, ya que la reduccién asimilativa del
sulfato es un proceso que se lleva a cabo en los cloroplastos y es dependiente de luz (Benavides y
Mendosa, 1998).
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El proceso de asimilacion del S (Figura 2) se inicia con la absorcién del sulfato presente en el
suelo, el cual es captado por las raices de la planta y luego se transporta al interior de las células
donde es reducido por medio de la enzima ATP sulfurilasa, dando como resultado la formacion
de adenosin 5-fosfosulfato (APS) que inicia la cadena de reacciones de la reduccion del S
teniendo lugar en dos vias. La primera tiene lugar en la mayoria de los organismos procariontes
donde participan las enzimas APS quinasa, PAPS sulfotransferasa, sulfito transferasa y cisteina
sintetasa para dar como producto cisteina, mientras que la segunda se desarrolla en algas y
plantas producto de la participacion de las enzimas APS sulfotransferasa, tiosulfonato reductasa y
cisteina sintetasa produciendo cisteina. Parte de la cisteina producida se enlaza con otros péptidos
y forman glutation, un tripéptido que a través de la enzima metionina sintetasa, produce la

metionina (Azcon et al., 2000).

ATP Sulforilasa

ACTIVACION S0,7? - | APS

ATP —> PPi

APS Reductasa

APS » | SO3™2

REDUCCION

Sulfito Reductasa

S0O5”? > sS2

Cisteina Sintetasa

S ~» | Cys
INCORPORACION
Glutation Reductasa
Cys »  GSH
TRANSULFU RACIC’)N GSH Metionina Sintetasa= MET

Figura 2. Proceso de asimilacion del sulfato por las plantas. Adaptado de: Azcon et al. (2000).
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La incorporacion de S en los tejidos vegetales esté estrecha relacion con la incorporacién de N.
Cuando el S se encuentra en baja concentracion en la planta se produce un déficit que genera
trastornos fisioldgicos, alterando el metabolismo y la sintesis de las proteinas y aminoacidos
azufrados (Salisbury and Ross, 2000). Como consecuencia, la deficiencia de S en la planta genera
un crecimiento lento, debilidad de las estructuras (hoja, tallo, raiz), clorosis y desarrollo
incompleto de los frutos (Azcon et al., 2000). La forma de evitar la el déficit de S de la planta es
a través de la fertilizacion azufrada de los suelos, para asi alcanzar los niveles de suficiencia para

su Optimo desarrollo y produccién.

2.6 Interaccion nitrogeno-selenio en las plantas

La interaccion del N y el Se en las plantas ha sido poco estudiada pero la incidencia que posee la
alta 0 baja concentracién de estos elementos en la nutricion vegetal es muy relevante. Estudios
realizados en Lactuca sativa L. confirman que la fertilizacion con elevadas dosis de selenito (10
umol L) en presencia de fertilizacion con Ca(NO3), y KNO;z como fuentes de N puede
ocasionar problemas de absorcion y asimilacion de N, ya que el Se inhibe la actividad de enzimas
reductoras de nitrégeno como la nitrato reductasa (NR) ocasionando una baja incorporacion del N
a compuestos organicos de la planta. Por otra parte, la fertilizacion con dosis de 5 umol L™ de
selenito aumenta la actividad de las enzimas nitrato reductasa (NR), glutamina sintetasa (GS) y
glutamato sintetasa (GOGAT) como asi también la concentracion de N reducido en la planta
(Rios et al., 2010).
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La asimilacion del Se y el N en la raices de las plantas esta regulado por varios factores en su
mayoria enzimaticos, pero también por diferencia de gradiente, por efecto de la concentracién de
los fertilizantes y disponibilidad de agua en los suelos. En base a lo anterior, Feng et al. (2010)
estudiaron los efectos del suministro de nitrato sobre la captacion de selenito en raices de plantas
de arroz. Los resultados demostraron que a altas concentraciones de nitrato se produjo un blogqueo
en la absorcion de selenito por las raices, al suministrarse ambos nutrientes en el mismo sitio de
captacion radical. A su vez el nitrato, facilito mas la absorcion del selenito a bajas
concentraciones en la solucion nutritiva y la absorcion también mostro diferencias con respecto a

la zona radical en que se absorbieron los nutrientes.

Asi, la forma quimica en que se suministre Se y N y su dosis de aplicacion tienen una alta
incidencia en la absorcion de la planta y en el comportamiento de asimilacién ambos nutrientes.
Sin embargo, la informacion con respecto a la relaciéon Se- N es escasa; de ahi deriva la
importancia del estudio de esta relacion en esta Tesis, para asi contribuir a clarificar la

informacion existente.

2.7 Interaccion azufre-selenio en el sistema suelo-planta

Como fue anteriormente mencionado, el Se y el S poseen propiedades quimicas similares. Por
este motivo, el Se se asimila en los tejidos vegetales por medio de la via metabdlica del S, dando
lugar a su incorporacion en proteinas, aminoacidos y formas metiladas en lugar de S (Terry et al,
2000; Ellis y Salt, 2003).
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La disponibilidad y adsorcion de ambos nutrientes en el suelo depende del pH, potencial redox y
la afinidad que tengan estos nutrientes por las superficies minerales del suelo (Balistrleri y Chao,
1987; Neal et al., 1987).

Respecto a la relacion del sulfato y seleniato en el suelo, estos aniones poseen similares
mecanismos de adsorcion, siendo el seleniato absorbido en las superficies del suelo
electroestaticamente al igual que gran parte del sulfato presente, por lo cual existe una
competencia por los sitios de adsorcion de los minerales del suelo (Pardo et al., 1994). La
relacion selenito-sulfato ha sido poco estudiada, estudios sobre la absorcion del selenito en
presencia del sulfato en el suelo presentaron una disminucion de la absorcion del selenito
disminuyendo su disponibilidad en el suelo (Pardo et al., 1994). Mientras, Goh y Lim, (2004)
obtuvieron un resultado diferente donde la presencia de sulfato no gener6é una competencia con la
adsorcion de selenito lo que refleja que la relacidn selenito-sulfato aun no esta del todo clara, en

relacién a la absorcion competitiva entre ambos aniones en el suelo.

En las plantas el efecto negativo que ejerce el S en la absorcion y metabolismo del Se ha sido
motivo de diversos estudios la mayoria de ellas enfocadas a la interaccidn seleniato-sulfato (Terry
et al.,, 2000). Cartes et al. (2006) al estudiar la influencia del sulfato sobre la absorcion del
selenito, obtuvieron resultados que estan directamente asociados a la concentracion de azufre
presente en el suelo, debido a que la adicion de dosis crecientes de fertilizacién azufrada
disminuyd la absorcion del selenito por parte de las plantas de Lolium perenne, generando
ademas una disminucion en la actividad de la enzima antioxidante glutation peroxidasa (GSH-Px)
y un aumento del estrés oxidativo en las plantas. Sin embargo, existen pocos estudios sobre la
incidencia del S respecto a la actividad de enzimas antioxidantes en las plantas fertilizadas con

selenito.
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2.8 Selenio y estrés oxidativo de las plantas

El estrés oxidativo se produce debido a un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas
del oxigeno (ROS) y la produccion de antioxidantes encargados de contrarrestar el dafio
resultante por oxidacion. El desbalance que se produce por reacciones redox en la célula puede
causar efectos toxicos por la produccion de ROS que no son eliminadas ni transformadas a otros
compuestos, los que pueden producir toxicidad en las células dafiando su estructura y funcion
(Avello, 2005).

La incorporacion de Se en la planta ayuda al aumento de la capacidad antioxidante y la
resistencia de la planta en respuesta a un estrés (Hartikainen y Xue, 1999). Estudios de Xue et
al. (2001) sobre la capacidad del Se de disminuir el estrés en las plantas indicaran que la
aplicacion de seleniato a Lactuca sativa y Glycine max gener6 una mayor actividad de las
enzimas antioxidantes, disminuyendo el dafio oxidativo, en comparacion a plantas que no fueron

tratadas con seleniato.

La concentracion y forma de Se que se suministre a la planta estd en directa relacion con la
respuesta que se genere. Plantas de Triticum aestivum tratadas con bajas concentraciones el Se
aumentaron su respuesta antioxidante, mientras que concentraciones altas de Se generaron una

accion pro-oxidante (Nowak et al., 2004).

Estudios realizados en Lolium perenne han demostrado que la enzima GSH-Px en presencia de
concentraciones bajas de seleniato (0,1 a 1,0 mg Se kg™) aumenté su actividad y disminuyo la
peroxidacion lipidica, mejorando la capacidad antioxidante de las plantas (Hartikainen et al.,
2000), lo que coincide con estudios realizados por Cartes et al., (2005) donde la fuente de Se

selenito fue mas eficiente que el seleniato en inducir el aumento de la actividad GSH-Px.
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2.9 Reaccion de la peroxidacién lipidica

La peroxidacion lipidica provoca dafio celular al ocurrir la descomposicién de los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas bioldgicas, generando malonildialdehido y 4-hidroxialqueno
como productos finales de la reaccion. La peroxidacion lipidica es uno de los efectos mas
importantes de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en la célula, ya que la destruccion de los
acidos grasos poliinsaturados de las membranas provoca alteraciones significativas de la
estructura de la membrana produciendo la pérdida de permeabilidad y posteriormente, la muerte

celular.

La reaccion de la peroxidacion lipidica (Figura 3) se genera a través de la accién de ROS como el
radical hidroxilo (OH") que al combinarse con un hidrégeno del &cido graso poliinsaturado

genera agua Yy un radical organico, el cual al no ser una molécula muy estable reacciona

rapidamente con el oxigeno molecular presente en las células formando el radical peroxilo
(ROO"). Este a su vez reaccionara con otro acido graso generando un lipidohidroperéxido cuyo

producto de degradacion puede ser malondialdehido, entre otros compuestos, generando una
reaccion en cadena (Cortes, 2009).

R H,0 R
i + "OH _L. ¥ Lipido radical
H . -
Iniciacion

Lipido insaturado
Prupaga[:lun

En1

Lipido peroxido Lipido peroxil radical

Figura 3. Reaccion de la peroxidacion lipidica. Adoptado de: Vickers et al. (2007).
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2.10 Mecanismos de defensa antioxidantes

Las células poseen mecanismos enzimaticos y no enzimaticos para contrarrestar el estrés
oxidativo asi generar una proteccion a la membrana celular. La proteccion enzimatica se lleva a
cabo por medio de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD) y peroxidasas
(POD) que a través de reacciones eliminan los ROS en la célula. La SOD cataliza la dismutacion
del radical superoxido en peroxido de hidrégeno, el cual es reducido a agua a través de las
enzimas antioxidantes tales como: glutation peroxidasa (GSH-Px), ascorbato peroxidasa (APX) y
catalasa (CAT) (Torres et al., 2006).

La proteccién no enzimética se lleva a cabo mediante compuestos presentes en las células tales
como acido ascdrbico, tocoferol, glutation y carotenoides (Figura 4). ElI acido ascérbico se
encuentra en numerosos tejidos de células vegetales y animales, actta reduciendo las ROS y de
esta forma disminuye los dafios causados por el estrés oxidativo (Apel y Hirt, 2004). El tocoferol
es un compuesto organico que los cuales actia como antioxidantes protegiendo los &cidos grasos
poliinsaturados de la membrana celular y mitocondrial del dafio oxidativo. El glutatién es un
compuesto tripéptido que actda reduciendo el perdxido de hidrogeno y también es utilizado como
sustrato de enzimas. Los carotenoides son pigmentos presentes en diferentes estructuras de las
plantas y organismos fotosintéticos, una de sus funciones es proteger a las células participando en
la desintoxicacion de los ROS producto del dafio por radiacion solar.
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Figura 4. Reaccion catalizada por la enzima superoxido dismutasa (1), glutation peroxidasa (2) y
catalasa (3), reaccion del o - tocoferol (4). Adoptado de: Vickers et al. (2007).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Caracteristicas del suelo

El suelo utilizado para el establecimiento del ensayo corresponde a un Andisol perteneciente a la
Serie Freire de la Region de la Araucania, al cual se le realizé un andlisis quimico en el

Laboratorio de Andlisis de Suelo y Planta de la Universidad de la Frontera, Temuco.

Cuadro 2. Analisis quimico de suelo inicial para ensayo de invernadero. Los valores representan
el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

Parametro Concentracion
Materia Organica (%) 18 + 1
P (mg kg'l) 20 t 1
S (mgkg™) 2 + 1
pH (H20) 538 + 0,01
Ca (cmol + kg'l) 14,13 + 0,05
Mg (cmol + kg™) 1,75 + 0,02
Na (cmol +kg™) 009 + 0,02
K (cmol +kg™) 090 + 0,02
Al (cmol + kg™) 002 + 0,01
Suma de Bases (cmol + kg?) 16,87 0,07
Saturacion de Al (%) 0,12 ¢ 0,01
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3.2 Seleccién del cultivar en estudio

Para el ensayo se utilizd ballica perenne (Lolium perenne L.) la cual fue expuesta a diferentes
tratamientos experimentales. El cultivar Quartet fue seleccionado de acuerdo a sus caracteristicas
fisiologicas y genéticas (tetraploide, 4n) considerando su utilizacion en el establecimiento de

pasturas para la alimentacion animal debido a su alto aporte nutricional.

3.3 Tratamientos

Los tratamientos utilizados para el establecimiento del cultivar Quartet consistieron en dos dosis
de nitrogeno (N) (0 mg N kg=:t'y 100 mg N kg::1), tres dosis de azufre (S) (0 mg S kg, 50 mg S
kgt y 100 mg S kg::t) y tres dosis de selenio (Se) (0 g Se ha<*, 30 g Se ha@! y 60 g Se ha:?). Se
generaron 18 tratamientos experimentales, con 3 repeticiones de cada uno, instalando un total de
54 macetas (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Tratamientos experimentales utilizados para el ensayo.

TRATAMIENTO | (mg N kg) | (mg S ke | Siia'l) REPETICIONES | | TRATAMIENTO | (mg N kg | (mg S ke | @ S?ia’l) REPETICIONES
ON-0S-0Se 0 0 0 R1-R2- R3 100N-0S-0Se 100 0 0 R1-R2- R3
ON-0S-30Se 0 0 30 R1-R2- R3 100N-0S-30Se 100 0 30 R1-R2- R3
ON-0S-60Se 0 0 60 R1-R2- R3 100N-0S-60Se 100 0 60 R1-R2- R3
ON-50S-0Se 0 50 0 R1-R2- R3 100N-50S-0Se 100 50 0 R1-R2- R3

ON-50S-30Se 0 50 30 R1-R2- R3 100N-50S-30Se | 100 50 30 R1-R2- R3
ON-50S-60Se 0 50 60 R1-R2- R3 100N-50S-60Se | 100 50 60 R1-R2- R3
ON-100S-0Se 0 100 0 R1-R2- R3 100N-100S-0Se | 100 100 0 R1-R2- R3
ON-100S-30Se 0 100 30 R1-R2-R3 100N-100S-30Se | 100 100 30 R1-R2- R3
ON-100S-60Se 0 100 60 R1-R2-R3 100N-100S-60Se | 100 100 60 R1-R2- R3

3.4 Establecimiento del ensayo

El ensayo fue establecido en invernadero bajo condiciones controladas de riego y temperatura, las

cuales fueron establecidas en un rango 6ptimo para la germinacion de las semillas, emergencia de

las plantulas y el desarrollo del cultivo en estudio.

Para el ensayo se utiliz6 el Andisol previamente caracterizado (Cuadro 2), el cual fue tamizado y

previo a la siembra llevado a capacidad de campo (Figura 5). La siembra se realizé con 120

semillas de Lolium perenne L. cv. Quartet las cuales fueron sembradas en macetas que contenian

2,2 kg de suelo.
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Figura 5. Preparacion de suelo para capacidad de campo (a) y siembra de semillas de Lolium

perenne L. cv. Quartet (b) en ensayo de invernadero.

3.5 Fertilizacién

La fertilizacion del ensayo fue dispuesta en tres formas de aplicacion. Para el selenio (Se), se
utilizé el método de peletizacidn el cual sera descrito en detalle en el siguiente item. En cuanto a
la fertilizacién con fosforo (P) y azufre (S), éstos fueron incorporados en 770 g de suelo
correspondientes al tercio superior de suelo de cada maceta. La dosis de P utilizada fue de 100
mg kgt de suelo para todas las macetas y el fertilizante utilizado fue Superfosfato triple. La

fertilizacion de S se realizd con el producto Sulpomag, utilizando tres concentraciones: 0, 50 y
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La fertilizacion con N se realizd a la emergencia de las plantulas, aplicAndose dos tratamientos
experimentales: 0 y 100 mg N kg! de suelo en forma de una solucion de urea. Para aquellas
macetas que recibieron 100 mg N kg:! de suelo, la fertilizacion nitrogenada se parcializé en dos
aplicaciones semanales de 50 mg S kg cada una, con la finalidad de evitar posibles riesgos de

toxicidad a las plantulas.

3.6 Peletizacion

El proceso de fertilizacion con selenio (Se) fue llevado a cabo mediante el método de
peletizacion propuesto por Mora et al. (2008) que consiste en embeber la semilla en una solucion
que contiene adhesivo, selenio y luego aplicarle una capa de dolomita (Magnecal) a modo de
recubrimiento. El Se utilizado en la peletizacion fue en la forma quimica de selenito, utilizando
como reactivo la sal Na,SeO; x 5H,O0 (MERCK p.a.) y los tratamientos experimentales

consistieron en dosis equivalentes a aplicaciones de campo de 0, 30 y 60 g Se ha™* (Figura 6).
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3.7 Cosecha

La cosecha se realiz6 cuando las plantas alcanzaron una altura de 30 cm (Figura 7). Al momento
de la cosecha, se tomaron submuestras de materia verde las cuales fueron almacenadas en freezer
a -20 Cy -70°C para realizar los anlisis bioquimicos. Posteriormente, se realizo el corte total
del material vegetal (Figura 8) y la biomasa fue colocada en un horno de ventilacién forzada a
65°C por 48 horas para la obtencién de materia seca y para analisis quimico foliar.
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Figura 7. Macetas de Lolium perrene L. cv. Quartet en desarrollo vegetativo en invernadero.
Tratamiento ON-100S-0Se (a) tratamiento 100N-0S-60Se (b).

Figura 8. Cosecha del ensayo (a) y macetas de Lolium perrene L. cv. Quartet posterior al corte

del material vegetal (b).
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3.8 Analisis quimicos y bioguimicos

3.8.1 Analisis quimico de suelo y foliar

Posterior al corte, el suelo correspondiente a cada maceta fue secado y tamizado a 2 mm para su
posterior analisis de pH, P, S, bases de intercambio (Ca, Mg, K y Na) y aluminio de intercambio
de acuerdo a la metodologia descrita por Sadzawka et al. (2004a). Para el analisis foliar de Ny S
se utilizé la metodologia descrita por Sadzawka et al. (2004b).

3.8.2 Andlisis de selenio en tejidos vegetales

El analisis de concentracion de Se de hojas se realizd mediante la metodologia descrita por
Kumpulainen et al. (1983). Las muestras se digirieron en una mezcla &cida (16 mL 65% HNQO3, 2
mL de 70% HCIO,4 y 2 mL de 95% H,SO,) hasta alcanzar un volumen final de aproximadamente
3 mL. Al dia siguiente, se realizo la reduccion Se*® a Se™ utilizando HCI 12 % a una temperatura
de 120°C durante 20 minutos. Se determind la concentracion de Se de las muestras por

espectrofotometria de absorcion atdbmica con generador de hidruros (EAA-GH).
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3.8.3 Determinacion de la peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica se midié a través del andlisis de las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) de acuerdo al método de Heath y Packer (1968) modificado por Du y
Bramlage (1992). La absorbancia de las muestras se midio a tres longitudes diferentes de onda
(532, 600 y 440 nm) con la finalidad de corregir las interferencias producidas por los complejos
TBARS-polisacaridos. La concentracion de TBARS se expres6 en equivalentes de
malondialdehido (nmol MDA mL™)

3.8.4 Determinacion de las actividades de enzimas antioxidantes

La actividad de la enzima antioxidante superdxido dismutasa (SOD;. EC 1.15.1.1) se determiné a
través de la reduccion fotoquimica de nitroazul de tetrazolio (NBT). Una unidad de SOD se
define como la cantidad de enzima correspondiente a 50% de inhibicion de la reduccion de NBT
(Donahue et al., 1997). La solucién contenia 400 uL de fosfato de potasio tampén 0,1 uM pH
7,0, 10 pL de EDTA 10 mM, 50 pL de metionina 260 mM, 80 pL de NBT 4,2 mM, 170 pL de
riboflavina 130 uM y 300 pL de sobrenadante. La absorbancia de las muestras se midié a 560
nm, previo a que las muestras con solucién se iluminaron durante 15 minutos. Para cada reaccion

se utilizaron muestras no iluminadas como controles.

Para determinar la actividad de la enzima peroxidasa (POD; EC.1.11.1.7) se extrajo la enzima
con una solucion tampon de fosfato de potasio (50 mM) a pH 7,0. Las muestras fueron

centrifugadas a 4°C durante 15 minutos. La actividad POD se determiné por la oxidacion de los
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tetraguaicol a 470 nm durante 60 segundos. La mezcla de reaccion contenia 1 mL de tampdn de
extraccion, 5 uL de H,O, 30%, 5 pL de guayacol y 3 pL del sobrenadante. El sobrenadante se
utilizd como una extracto crudo de enzima. La actividad enzimatica se calculd utilizando el
coeficiente extincién molar de 2,8 mM™ cm™. La solucién contenia 1 mL de buffer de extraccion,
5 pL de H,0; al 30%, 5 pL de guayacol y 2 pL de sobrenadante (Pinhero et al., 1997).

La actividad enzimatica de la SOD y POD fue calculada en base a la concentracion de proteina,
determinada por el método de Bradford (1976).

3.8.5 Determinacion de la capacidad antioxidante (DPPH)

La técnica DPPH es utilizada para medir la capacidad antioxidante de las plantas atribuida a
compuestos antioxidantes. Se determind midiendo la actividad de barrido del radicales libres,
utilizando el radical 1,2 - difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) segun la metodologia de Hatano et al.
(1988) y descrita por Mora et al. (2008). La absorbancia de las muestras se midié a 520 nm y fue

expresada como mg de Trolox g™* peso verde en base a una curva estandar.
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4.8.6 Andlisis estadistico

Las variables en estudio fueron estadisticamente analizadas a través de un analisis de varianza
(ANDEVA) y posteriormente la comparacion de promedios se realizd a través de la prueba de
diferencia minima significativa (DMS) a un nivel de significancia de un 5%. Ademas, las
relaciones entre dos variables respuestas fueron analizadas a través de la correlacion de Pearson a

un nivel de significancia de 5%.
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4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Caracteristicas quimicas del suelo del ensayo

Se realiz6 un andlisis quimico del suelo utilizado en el ensayo en el Laboratorio de Andlisis de
Suelo y Planta de la Universidad de La Frontera, dando como resultado la composicion quimica
que se muestra en el Cuadro 2 en la seccion 4.1. Al término del ensayo, se realiz6 un analisis
quimico de suelo final cuyos resultados se muestran en el Cuadro 4. Al finalizar el estudio, el
promedio de pH (H,0) de 5,8 encontrandose en los rangos de valores correspondientes a un
suelo Andisol de la Region de La Araucania.

La suma de bases alcanzé un valor en promedio de 17,52 cmol (+) kg™ donde el cation
predominante fue el Ca con un valor promedio de 14,17 cmol (+) kg™ y la concentracién de Al
de intercambio presento un valor promedio de 0,037 cmol (+) kg™. Las concentraciones de S en
el suelo presentaron variaciones en los tratamientos tratados con 50S y 100S lo que refleja el
nivel de fertilizacion utilizado en estos tratamiento que genera una mayor disponibilidad de S en
el suelo, los valores en promedio presentes en los tratamientos fueron los siguientes: 8,29 (0S)
mg kg, 26,04 (50S) mg kg™ y 45,10 (100S) mg kg™.
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Cuadro 4. Anélisis quimico de suelo al final del estudio. Laboratorio de Suelo y Planta de la Universidad de La Frontera, Temuco
2010. Los valores presentados en el cuadro corresponden al promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

Suma de Saturacion
Tratamiento pH Al P S Ca Mg Na K base CICE Al
(H.0) (cmol(+)/kg) mg/kg mg/kg (cmol(+)/kg)  (cmol(+)/kg) (cmol(+)/kg) (cmol(+)/kg) (cmol(+)/kg) (cmol(+)/kg) (%)
ON 0S 0Se 5,79 £ 0,05 0,04 + 0,02 26,46 +3 8,731 14,18 £ 0,2 2,24+ 0,1 0,17 £ 0,02 0,8+0,14 17,38 £ 0,5 17,43+0,4 | 0,26 +0,09
ON 0S 30Se 5,81+0,01 | 0,10 +0,09 25/47+1 | 886+1 | 1424+0,1 | 2,23+ 00 | 0,48+0,01 | 0,89+0,07 | 1755+0,2 | 17,65+0,2 | 0,59+0,49
ON 0S 60Se 5,80+0,03 | 0,01+0,00 29,07+4 | 875+1 | 1417+0,1 | 2,28+ 0,1 | 0,47+0,01 | 0,85+0,13 | 17,48+0,2 | 17,499+0,2 | 0,11+0,02
ON 50S 0Se 5,90 +0,04 0,01 + 0,00 24,17+1 | 2693+1 | 1391+04 | 2,14+ 0,1 | 0,47+0,01 | 0,93+0,05 | 17,45+0,5 | 17,16+0,5 | 0,04 +0,02
ON 50S 30Se 5,92 +0,06 | 0,01 +0,00 24,26+1 | 2526+4 | 1432+0,3 2,16 +0,1 0,18+0,01 | 1,04+0,11 | 1769+0,2 | 17,70+0,3 | 0,03 +0,02
ON 50S 60Se 5,86+0,03 | 0,01+0,01 25/43+1 | 28,08+2 | 1419+0,5 2,20+0,1 0,18+0,04 | 1,00+0,47 | 1758+0,7 | 17,59+0,7 | 0,05+0,04
ON 100S 0Se 5,98+0,06 | 0,02 +0,00 2350+1 | 4237+3 | 14,08+0,2 2,09+0,0 0,16 +0,01 | 0,99+0,03 | 17,33+0,2 | 17,35+0,2 | 0,11 +0,02

ON 100S 30Se 5,97 + 0,06 0,02 + 0,00 2453+3 | 4907+6 | 1423+0,1 2,17+0,1 0,17+0,01 | 1,04+0,10 | 1761+0,1 | 17,62+0,1 | 0,09 +0,00

ON 100S 60Se 5,93 + 0,07 0,03 +0,00 2462+3 | 4693+4 | 1416+0,1 2,21£0,1 0,18+0,01 | 1,05+0,05 | 1761+0,2 | 1763+0,3 | 0,16 +0,02

100N 0S 0Se 5,62 + 0,00 0,03 + 0,00 26,64+3 | 751 1 | 13,68+0,7 22401 0,17+0,02 | 1,09+0,02 | 17,18+0,8 | 17,21+0,8 | 0,16 +0,03

100N 0S 30Se 5,67 + 0,06 0,03 + 0,00 2512+1 7,70+1 14,51 +0,1 2,20+00 | 0,18+ 0,02 | 098+0,19 | 17,88+0,2 | 1791+0,2 | 0,18+0,02

100N OS 60Se 5,68 + 0,04 0,04 +0,01 27,54 +3 8,18+1 14,53+ 0,9 2,28+0,2 | 017+ 0,01 | 0,79+0,14 | 17,77+1,1 | 1782+1,1 | 0,24+0,03

100N 50S 0Se 5,69 £ 0,03 0,04 + 0,00 2435+1 | 27,85+4 | 13,96+0,5 2,11+0,1 | 0,17+ 0,01 | 0,75+0,45 | 17,00£0,7 | 17,04+0,7 | 0,24+0,01

100N 50S 30Se 5,70 + 0,03 0,05+0,01 2507+3 | 2542+7 | 1439+0,0 222+01 | 0,16+ 003 | 0,80+0,07 | 1758+0,1 | 1763+0,1 | 0,27 +0,04

100N 50S 60Se 5,72+0,01 0,07 +0,02 2417+1 | 22,66+2 | 13,98+0,6 2,13+01 | 0,18+ 002 | 0,85+0,10 | 17,14+0,8 | 17,21+0,7 | 0,41+0,12

100N 100S 0Se 5,77 £ 0,03 0,08 +£0,01 2399+1 | 41,84+5 | 14,05+0,2 2,37+03 | 018+ 0,01 | 0,85+0,15 | 1746+04 | 1753+0,4 | 0,43+0,08

100N 100S 30Se | 5,75+0,03 0,03 +0,00 2588+2 | 4887+5 | 14,14+0,3 221+11 | 0,22+ 002 | 097+0,05 | 1754+09 | 1756+0,9 | 0,16+0,01

100N 100S 60Se | 5,75+0,01 0,03 + 0,00 2444+1 | 4151+3 | 1439+0,1 283+0,1 | 0,22+ 001 | 1,00+0,10 | 1844+0,2 | 1847+0,2 | 0,17 +0,02
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4.2 Efecto de la relacién N-S-Se sobre la produccion de materia seca.

Se ha demostrado que la dosis de aplicacion de Se tiene una influencia sobre la absorcion de
Se y produccion de materia seca (ms). En este contexto, Simojoki et al. (2003) observé que
concentraciones de Se sobre los 20 mg kg™ ms en plantas de Lactuca sativa generaron una
disminucion los rendimientos de materia seca ademas de afectar la morfologia de las raices.
Igualmente un estudio de Cartes et al., (2005) se observo que altas dosis de Se en plantas de
ballica disminuyeron el rendimiento de materia seca, mientras que a dosis bajas no se presento6
ninguna diferencia en el rendimiento del cultivar Quartet. Por otra parte, concentraciones bajas
de Se promovieron la produccion de materia seca en las especies Brassica juncea L. (Singh et
al., 1980), Lolium perenne L. (Hartikainen y Xue, 1999), Glycine max L. (Djanaquiraman et
al., 2005), Lycopersicon esculentum (Becvort et al. 2011) y Solanum tuberosum (Turakainen
et al., 2004).

La materia seca foliar (Figura 9) obtenida para cada tratamiento no presentd diferencias
significativas por la aplicacion de las dosis crecientes de fertilizacion con N, S y Se en
comparacion al tratamiento control (ON-0S-0Se). No hubo efecto, como era de esperarse, dado
que los niveles de aplicacién de Se fueron bajos, pues se seleccionaron de un estudio previo en
base a los requerimientos nutricionales del ganado. En dicho Cartes et al. (2011) demostraron
que al aumentar la dosis de aplicacién de Se hasta 60 g ha™, no afecté el rendimiento de hojas
ni de las raices de tres cultivares de ballica. Por otra parte, estudios de Hopper y Parker (1999)
demuestran que el selenito se transloca muy poco al follaje de las plantas, y que podria ser
metabolizado a Se organico en las raices y acumulandose en éstas (Simojoki 2003), por lo que

no presentaria una interferencia en el desarrollo foliar de las plantas.
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Figura 9. Produccion de materia seca foliar de Lolium perenne cv. Quartet a dosis crecientes
de aplicacion de nitrdgeno, azufre y selenio. Los valores representan el promedio de tres

repeticiones por cada tratamiento + desviacion estandar.

4.3 Determinacion de las concentraciones de selenio, azufre y nitrégeno foliar

La concentracion de Se foliar de Lolium perenne se incrementd progresivamente a dosis
crecientes de aplicacion de Se hasta 60g Se ha™. La concentracion de Se foliar mas alta fue de
1128,7 + 37,9 pg kg™ ms, en el tratamiento ON-0S-60Se, mientras que la més baja fue de 8,52
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+ 0,16 ug kg® ms, en el tratamiento 100N-100S-0Se, lo que demuestra que el selenito

peletizado a la semilla es incorporado a la planta y translocado al follaje (Figura 10).

Por otra parte, la concentracion de Se foliar varié entre los tratamientos fertilizados con N
(100 mg N kg'l de suelo) y los que no fueron fertilizados con N. EI valor promedio més alto
de la concentracién de Se (1128,7 + 37,9 pg kg™ ms) fue en el tratamiento sin N (ON-0S-
60Se), mientras que el tratamiento fertilizado con N (100N-0S-60Se) la concentracion de Se
disminuy6 en un 17 % (932,17 + 134,5 mg kg™ ms) lo que reflejaria que el N podria estar
limitando la incorporacion de Se a la planta de Lolium perenne, lo que coincide con los
resultados obtenidos por Rios et al. (2010) en Lactuca sativa, Feng et al. (2010) y Xu et al.
(2010) en plantas de Oryza sativa donde en ambos ensayos la adicion de N en los tratamientos
fertilizados con Se generd una disminucion de la concentracién de Se foliar en comparacién a
los tratamientos que no fueron fertilizados con N. La accion acidificante de la urea utilizada
como fuente de N en el ensayo, podria ser una causa de la disminucién de la absorcion de Se,
debido al cambio de pH del suelo.

Ademas, la concentracion de Se foliar se vio afectada por la fertilizacién con dosis de 50 y 100
mg S kg™ suelo en comparacién a los tratamientos sin fertilizacién con S. Las plantas que no
recibieron fertilizacion nitrogenada y que fueron tratadas con 60 g Se ha™ disminuyeron su
concentracion de Se foliar en un 15,2 % y 17 % bajo la aplicacién de 50 y 100 mg S kg™
suelo, respecto a los tratamientos testigos (ON-0S-0Se), lo que coincide con estudios previos
que indican la incidencia del S en la disminucion de la absorcion y/o incorporacion de selenito
en las plantas (Asher et al., 1977; Zayed et al., 1998; Cartes et al., 2006). Los tratamientos
que recibieron fertilizacion nitrogenada y dosis de 30 y 60 g Se ha™, disminuyeron su
concentracion de Se foliar bajo la aplicacién de 50 mg de S kg™ suelo en un 20% y 24%
respectivamente, mientras que las plantas que recibieron 100 mg de S kg™ a dosis de 30 y 60
g Se ha*, disminuyeron su concentracion de Se foliar en un 16 %y 20 %, lo que denota que

la fertilizacién nitrogenada generd una efecto negativo en la absorcion de selenito.

Con respecto a la concentracion de S foliar, las plantas que no fueron fertilizadas (ON-0S-0Se)

presentaron una concentracion promedio de 2,21 + 0,23 g S kg™ materia seca. En la Figura 11
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se observa un incremento en la concentracion de S foliar en los tratamientos que fueron
fertilizados con S en dosis de 100 mg S kg™ materia seca y 0 6 30 g Se ha™, presentando la
concentracion foliar més alta de S (3,16 g kg™ materia seca) el tratamiento fertilizado sélo con
100 mg S kg=! de suelo (ON-100S-0Se). Al aumentar la dosis de Se en los tratamientos con
100S y ON, se observa una tendencia a disminuir la concentracion foliar de S lo cual se podria
atribuir una competencia entre selenito y sulfato en los procesos de absorcion o asimilacion de
ambos nutrientes en los tejidos vegetales (Terry et al., 2000; Zayed et al., 1998; Cartes et al.,
2006) Las concentraciones de S foliar de los demaés tratamientos experimentales no generaron

diferencias significativas sobre la concentracion de S foliar de Lolium perenne.
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Figura 11. Concentracion de Se foliar de Lolium perenne cv. Quartet a dosis crecientes de
aplicacion de nitrogeno, azufre y selenio. Los valores representan el promedio de tres

repeticiones por cada tratamiento + desviacién estandar.
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Figura 12. Concentracion de S foliar de Lolium perenne cv. Quartet a dosis crecientes de
aplicacion de nitrégeno, azufre y selenio. Los valores representan el promedio de tres

repeticiones por cada tratamiento + desviacion estandar.

Por otra parte, la concentracion del N foliar de los tratamientos no se vio afectada con los
distintos niveles de fertilizacion con S y Se. Sin embargo, la aplicacion de N aumentd
significativamente la concentracion de N foliar. El valor promedio de N foliar fue de 44,7 +
2,9 g kg™ ms, en los tratamientos sin aplicacién de N (ON) y en los tratamientos con N (100N)
fue de 52,6 + 1,2 g kg™ ms.
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Figura 13. Concentracion de N foliar de Lolium perenne cv. Quartet a dosis crecientes de
aplicacion de nitroégeno, azufre y selenio. Los valores representan el promedio de tres

repeticiones por cada tratamiento + desviacion estandar.

4.4 Efecto de la interaccion N-S-Se sobre la actividad antioxidante en Lolium perenne.

4.4.1 Peroxidacion de lipidos (TBARS)

La peroxidacion de lipidos es un indicador de estrés oxidativo sufrido en las membranas
celulares de las plantas. En la Figura 14, se muestran los valores obtenidos de acumulacion de

sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en cada tratamiento en relacion a los



diferentes tratamientos experimentales. Los valores més altos de peroxidacion de lipidos se
observaron en el tratamiento control (ON-0S-0Se) y en el tratamiento ON-100S-60Se, mientras
que en el tratamiento 100N-50S-60Se se registr6 la mas baja acumulacion de TBARS,
disminuyendo un 53% con respecto al tratamiento testigo lo que refleja una disminucién del
dafio oxidativo de la planta. Esto concuerda con diversos estudios realizados en diferentes
especies vegetales, que indican que la adicidn de bajas dosis de Se disminuyen la peroxidacion
lipidica y con ello el estrés oxidativo, por lo cual podemos concluir el efecto protector que
presenta el Se en el sistema antioxidativo de las plantas (Xue y Hartikainen, 2000;
Djanaquiraman et al., 2005; Cartes et al., 2005). Los tratamientos sin fertilizacion nitrogenada
y fertilizados con 100 mg S kg™, aumentaron la acumulacién de TBARS a dosis crecientes de

Se (0-30-60 g Se ha™) lo que generé un mayor estrés en las plantas.

Asimismo, las plantas fertilizadas con N presentaron una tendencia a disminuir la
peroxidacion de lipidos a dosis crecientes de Se, lo que indica que la relaciéon N-Se es
favorable para el sistema antioxidativo lo que concuerda con lo descrito por Pennanen et al.
(2002) donde se produce una disminucion significativa en la peroxidacion lipidica al aplicar
selenio en presencia de fertilizacion con N en plantas de Lactuca sativa que fueron expuestas a
radiacion UV-B y UV-C.

La incorporacion de selenito como fertilizante en las plantas favorecié el sistema antioxidativo
ya que actio como antioxidante disminuyendo la peroxidacion de lipidos de membrana, como
se ha estudiado anteriormente en plantas de Lolium perenne (Cartes et al., 2011). La
aplicacion de bajas concentraciones de Se incrementa la capacidad antioxidante de las plantas,
lo que se refleja en la concentracion de TBARS que disminuye en los tratamientos con Se,
demostrando que la aplicacion de Se produce un efecto benéfico en el sistema antioxidante de
las plantas (Hartikainen et al., 2000 ; Chen y Sung, 2001 ; Cartes et al., 2005 ; Cartes et al.,
2010).
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Figura 14. Peroxidacién de lipidos en hojas de Lolium perenne cv. Quartet a dosis crecientes
de aplicacion de nitrogeno, azufre y selenio. Los valores representan el promedio de tres

repeticiones por cada tratamiento + desviacion estandar.

4.4.2 Actividad de la enzima superoéxido dismutasa (SOD)

Se ha demostrado que la incorporacion de selenito aumenta significativamente la respuesta
antioxidante de la planta (Gratao et al., 2005). En este estudio, para la actividad de la enzima
superdxido dismutasa (SOD) hubo una interaccion entre los tres factores en estudio (N-S-Se).
La figura 15 muestra que la enzima superdxido dismutasa incrementd su actividad
significativamente (p<0,05) por la aplicacién de Se en dosis de 60 g Se ha™ en los
tratamientos ON-0S y ON-100S, lo que concuerda con estudios realizados en Lactuca sativa

por Xue et al. (2001) donde la aplicacion de Se aumento la actividad de la enzima SOD y la



capacidad antioxidante de la planta, con los estudios de Sreekala et al. (1999) donde se
observé que la actividad de la SOD aumentd progresivamente en base a la dosis de Se

aplicado.
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Figura 15. Actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) en plantas de Lolium perenne
cv. Quartet a dosis crecientes de aplicacion de nitrogeno, azufre y selenio. Los valores

representan el promedio de tres repeticiones por cada tratamiento + desviacion estandar.

La actividad mas alta de la SOD fue observada en el tratamiento 100N-100S-0Se con un valor
de 36,04 + 4,3 disminuyendo en un 25 % y 49 % en respuesta de la adicién de 30 y 60 g ha™
respectivamente. Estos resultados se pueden atribuir a la hipotesis de que a dosis apropiadas,
el Se reduce la necesidad de la enzima SOD disminuyendo la concentracion de aniones

superdxido a través de la dismutacidn espontanea de éstos en presencia de Se (Hartikainen et



al., 2000; Cartes et al., 2010). Asi mismo, en las plantas que fueron fertilizadas con 100 mg N
kgt y 50 mg S kg™ suelo, la actividad de la enzima decrecié en 20 % al aumentar la dosis de
Se aplicada. Estos resultados coinciden con una reduccidn significativa del dafio oxidativo en
comparacion a los valores de peroxidacion obtenidos para las plantas correspondientes al
tratamiento ON-100S-60Se (Figura 14).

4.4.3 Actividad de la enzima peroxidasa (POD)

La actividad de la enzima POD en los diferentes tratamientos fue significativamente afectada
por las variables en estudio (N-S-Se; p < 0,05). El valor mas alto de actividad POD se registro
en las plantas que no recibieron N y que fueron fertilizadas con 50 6 100 mg S kg™ suelo y 60
g Se ha™ alcanzando una actividad promedio de 1,94 + 0,33 pmol mg™ proteina minuto™
(Figura 16), lo que confirma que la incorporacién de Se en la planta genera una mayor
actividad de enzima POD en especies como Triticum aestivum (Nowak et al. 2004), Glycine

max (Djanaguiraman et al. 2005) y Coffea arabica (Gomes et al. 2007).

No obstante, considerando los resultados de peroxidacion lipidica se puede especular que la
activacion de la enzima POD en el tratamiento ON-100S-60Se podria estar relacionado con
alguna posible alteracion del metabolismo nutricional del N en las plantas debido a que la
ausencia de fertilizacion nitrogenada podria estar limitando algunas funciones metabodlicas de
las plantas induciendo un estrés a través de la formacion de peroxidos de hidrogenos que

podrian incidiendo en la mayor actividad POD.

A su vez, la actividad POD disminuyd por efecto de la aplicacién de 100 mg N kg™ ms,

debido posiblemente a la disminucion de la concentracion de Se foliar.
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Figura 16. Actividad de las peroxidasa (POD) en plantas de Lolium perenne cv. Quartet a
dosis crecientes de aplicacion de nitrogeno, azufre y selenio. Los valores representan el

promedio de tres repeticiones por cada tratamiento + desviacion estandar.

4.4.4 Actividad de barrido de radicales libres (DPPH)

Los resultados indican que hubo un efecto significativo de los tratamientos experimentales
sobre la actividad de barrido de radicales libres (DPPH) que corresponde a la actividad

antioxidante atribuida a compuestos antioxidantes. La Figura 17 indica que el valor més alto



se present6 en el tratamiento correspondiente a la aplicacion de 60 g Se ha™, 100 mg N kg™ y
sin fertilizacion (ON-0S-60Se), demostrando un efecto benéfico del Se en la capacidad de
compuestos antioxidantes para desintoxicar las especies reactivas de oxigeno (ROS). En la
Figura 17 ademas, podemos observar que cuando las plantas fueron fertilizadas con 100 mg S
kg™ la capacidad antioxidante aumento en al menos un 40% en las plantas tratadas con 100 mg
N kg™ suelo, independientemente de la dosis de Se aplicada.

Por otra parte, para las plantas que no recibieron fertilizacion nitrogenada ni azufrada, se
aprecia que la actividad de barrido de radicales libres fue tres veces mas alta a 0 g Se ha™
aplicadas, en comparacion a la dosis de 60 g Se ha™. A su vez, la adicién de 100 mg S kg™
suelo disminuyd la actividad de barrido de radicales libres en las plantas no tratadas con N ni
Se en comparacién al tratamiento ON-0S-0Se, lo que fue acompafiado por una menor
acumulacion de TBARS en las plantas que recibieron s6lo 100 mg S kg™ suelo (Figura 14). Lo
anteriormente expuesto denota la importancia de las relaciones nutricionales N-S-Se en el
balance metabdlico entre la produccion de ROS vy la capacidad de compuestos antioxidantes

de contrarrestar el estrés oxidativo en Lolium perenne.
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Figura 17. Actividad de barrido de radicales libres (DPPH) en plantas de Lolium perenne cv.
Quartet a dosis crecientes de aplicacion de nitrogeno, azufre y selenio. Los valores representan

el promedio de tres repeticiones por cada tratamiento + desviacion estandar.

4.5 Relaciones entre pardmetros quimicos y bioquimicos del ensayo

Se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson para las variables respuestas del ensayo
(Cuadro 5), segun el cual se observO que la peroxidacion de lipidos (TBARS) esta
correlacionada negativamente con la concentracion de Se foliar de la planta (r = -0,299;
p<0,05) indicando que a mayor concentracion de Se foliar en hojas de Lolium perenne, el dafio
oxidativo a membranas bioldgicas disminuye lo que se traduce en una disminucion del estrés
oxidativo. Asi, los menores valores de peroxidacion lipidica fueron alcanzados a una
concentracién de Se foliar de 668.03 + 39,61 Se foliar ug kg, el cual correspondié al
tratamiento ON-0S-30Se.

La actividad de la POD mostr6 una correlacion positiva (r = 0,527; p<0,01) con la
concentracion de Se foliar; esto implica que hubo un incremento de la actividad de las enzimas
oxidorreductasas que desintoxican H,O; en la planta por efecto del selenito aplicado. Ademas,
se observd que la actividad del barrido de radicales libres (DPPH) estuvo inversamente
correlacionada (r = -0,30; p < 0,05) con la actividad POD lo que indica que a través de
mecanismos homeostaticos las plantas regularian la desintoxicacion de ROS a través de

mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.
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Cuadro 5. Correlaciones de Pearson entre las actividades y concentraciones de las variables

respuestas del ensayo.

Se foliar N foliar S Foliar DPPH TBARS POD SOD

Se foliar -

N foliar -0,109 -

S Foliar -0,195 0,269* -

DPPH -0,057 0,150 -0,179 -

TBARS -0,299*  -0,048 -0,108 0,103 -

POD 0,527** -0,057 -0,240  -0,300* -0,014 -

SOD -0,149 0,110 -0,083 0,041 0,251 -0,031 -

*La correlacion es significante al nivel <0,05

**La correlacion es significante al nivel <0,01

De esta manera, cuando aumenta la actividad POD, la accién de compuestos antioxidantes
disminuye, posiblemente debido a que la actividad enzimatica POD estaria reduciendo una
mayor cantidad de perdxidos de hidrogeno presente en las células, por lo que disminuye el
requerimiento de la accion de los compuestos antioxidantes. Por el contrario, cuando la
actividad enzimética de la POD disminuye, la planta genera respuesta antioxidante a través del
aumento de los compuestos antioxidantes (DPPH) para desintoxicar el exceso de perdxidos

que inducirian estrés oxidativo.

El N foliar exhibio una correlacion positiva con el S foliar (r = 0,269; p<0,05), lo que indica
gue a mayor concentracion de N foliar existe una mayor concentracién de S foliar. Esta
relacion se puede atribuir a que ambos elementos se requieren para la biosintesis de

aminoacidos azufrados y otros compuestos en las células de las plantas.
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Aunque la enzima superoxido dismutasa (SOD) no registro una correlacion significativa con la
concentracion de Se foliar, podemos observar en la Figura 18 que existe una tendencia a la
disminucion en la actividad de la enzima hasta una concentracion de Se foliar de 800 = 1,4 pg
kg™. Esta disminucién podria atribuirse a que el Se generarfa un efecto de reducir la necesidad
de la enzima SOD favoreciendo la dismutacién espontdnea de los aniones superdxido
(Hartikainen et al, 2000; Cartes et al, 2010), por lo cual la actividad de la enzima disminuye
pero se mantiene el efecto antioxidante en la planta a través de la fertilizacion con Se.
Posteriormente, a una concentracién foliar de 1000 pg Se kg™ la actividad enzimética
comienza a aumentar posiblemente debido a la produccion de una mayor cantidad de
perdxido de hidrdgeno en respuesta de la mayor concentracion de Se lo que indicaria que el Se
podia estar actuando como prooxidante (Hartikainen et al., 2000; Breznik et al., 2004; Nowak
et al., 2004; Aggarwal et al., 2010).
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Figura 18. Efecto de la concentracion de Se foliar sobre la actividad de la enzima superédxido

dismutasa (SOD) en Lolium perenne al aplicar selenito de sodio en dosis de 0-30-60 g ha™.
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5 CONCLUSIONES

La peletizacion de semillas de Lolium perenne con selenito constituye una herramienta
efectiva para incrementar la concentracion de Se foliar a niveles compatibles con los

requerimientos nutricionales del ganado.

La concentracion de Se foliar de Lolium perenne aumentd gradualmente a dosis crecientes de
aplicacion de Se (30 y 60 g ha™), sin generar efecto negativo sobre el rendimiento del cultivar
Quartet. No obstante, la concentracién de Se foliar disminuyd significativamente por la accion

combinada del N y S aplicados al suelo.

La fertilizacion con distintos niveles de N, S y Se afectd diferencialmente el sistema
antioxidante de las plantas. Mientras que, en ausencia de fertilizacion nitrogenada, la
aplicacion de 50 mg S kg™ suelo y 30 6 60 g Se ha™ aumentaron la actividad de la enzima
peroxidasa (POD) y disminuyeron la peroxidacion lipidica (TBARS), la fertilizacién con 100

mg S kg’ suelo y 60 g Se ha™ incrementaron el dafio oxidativo a membranas.

La aplicacién combinada de N (100 mg kg™ suelo), S (100 mg kg™ suelo) y Se (60 g ha™)
aumento significativamente la calidad nutritiva de Lolium perenne cv. Quartet y contribuyo a

mejorar el sistema antioxidante, disminuyendo asi el estrés oxidativo de las plantas.



6 RESUMEN

Se realiz6 un experimento en invernadero con plantas de Lolium perenne L. cv. Quartet
cultivadas en un Andisol del Sur de Chile para evaluar el efecto de la peletizacion de semillas
con selenito (0, 30 6 60 g Se ha™) sobre la absorcién de selenio (Se) y su funcién antioxidante
bajo distintos niveles de fertilizacién con nitrégeno (0 6 100 mg N kg™*) y azufre (0, 50 6 100
mg S kg™l).

Los resultados indicaron que la peletizacion de semillas con selenito aument6 progresivamente
la concentracién de Se foliar y no afectd el rendimiento de las plantas. Sin embargo, la
acumulacién de Se en el follaje fue significativamente reducida por efecto fertilizacién con N

y S aplicada al suelo.

Ademas, el sistema antioxidante de las plantas exhibié respuestas diferenciales a la
fertilizacion con N, S y Se. Cuando no se aplicd N, la adicién de 50 mg S kgy 30 6 60 g Se
ha™ activaron la enzima peroxidasa y disminuyeron la peroxidacion lipidica. Sin embargo, la

fertilizacion con 100 mg S kg™ y 60 g Se ha™ aumentaron el dafio oxidativo.

Por otra parte, la calidad nutritiva de L. perenne cv. Quartet aumentd significativamente
debido a la aplicacién combinada de 100 mg N kg™ suelo, 100 mg S kg™ suelo y 60 g Se ha™.
Ademas, estos niveles de fertilizacion contribuyeron a mejorar el sistema antioxidante,

disminuyendo asi el estrés oxidativo de las plantas.
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7 SUMMARY

A greenhouse experiment was conducted with plants of Lolium perenne L. cv. Quartet
cultivated on an Andisol of Southern Chile to evaluate the effect of seed pelletization with
selenite (0, 30 or 60 g Se ha™) on Se uptake and its antioxidant function under different of
nitrogen (0 6 100 mg N kg™) and sulfur (0, 50 6 100 mg S kg™) fertilization levels.

The results indicated that seed pelletization with selenite progressively increased the shoot Se
concentration, without any effect on the plant yield. However, Se accumulation in the shoots

was significantly reduced by effect of the N and S fertilization applied to the soil.

Furthermore, the antioxidant system of plants exhibited differential responses to N, S and Se
fertilization. When no N was applied, the addition of 50 mg S kg™ and 30 6 60 g Se ha™
activated peroxidase enzyme and decreased lipid peroxidation. However, the fertilization with

100 mg S kg™ and 60 g Se ha™ increased the oxidative damage.

On the other hand, the nutrient quality of L. perenne cv. Quartet was significantly raised due
to the combined application of 100 mg N kg™, 100 mg S kg™ and 60 g Se ha™. In addition,
these fertilization levels contributed to improve the antioxidant system, and thus to diminish

the oxidative stress in plants.
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