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RESUMEN

El aluminio (Al) es un metal muy toxico para la g de las plantas a muy
bajas concentraciones. Tiene la capacidad de mhbilseducir considerablemente el
crecimiento vegetativo de las plantas y con elsmiuir la produccion de los cultivos
horticolas.

En este trabajo se evalu6 el efecto de protecciém @ producto comercial
Manvert Silikonde la empresa Biovert S.L., tiene sobre el dedarde la planta frente
al aluminio que pueda haber en el medio. En com@ettrabajé con tomat&dglanum
lycopersicumL.), centrandonos en su crecimiento vegetativo syirdbs aspectos del
metabolismo como la composicidon de la pared radicid expresion del gen LHA y el
contenido en proteinas.

Se observaron cambios en la proporcion de los coeres de pared celular a
nivel de la raiz, detectdindose un mayor conteniglocampuestos fendlicos en las
plantas afectadas por aluminio mientras que lastgdatratadas pdvianvert Silikon
presentaban mayor contenido en polisacaridos y meaypresion del gen LHA en
solucion, aunque de manera no significativa. Noogservaron diferencias para el
contenido en proteinas entre los tratamientos. t6da esto, se puede afirmar que el
aluminio afecta a la fisiologia de la planta actida mecanismos de proteccion y
resistencia en ella.

Palabras clave:Aluminio, fitofortificante, tomate, paredes celwdar FTIR, gen LHA,
H*-ATPasa.

RESUMO

O aluminio (Al) € un metal moi téxico para a madodas plantas e a moi baixas
concentracions. Ten a capacidade de inhibir oucredansiderablemente o crecemento
vexetativo das plantas e con elo baixar a produda@ncultivos horticolas.

Neste traballo avaliouse o efecto da protecciénajpeoduto comercidlanvert
Silikon da empresa Biovert S.L., ten sobre o desenvolwemeda planta fronte ao
aluminio que poida haber no medio. En concretoattabse con tomat&planum
lycopersicumL.), centrandonos no seu crecemento vexetativestents aspectos do
metabolismo coma na composicion da parede radjcalexpresion do xene LHA e o
contido en proteinas.

Observaronse cambios na proporcion dos compofdet@arede celular a nivel
da raiz, detectandose un maior contido de compéetadticos nas plantas afectadas por
aluminio mentres que as plantas tratadadvavert Silikonpresentaban maior contido
en polisacaridos e maior expresion do xene LHA@ncgdn, ainda que de xeito non
significativo. Non se observaron diferenzas paraoatido en proteinas entre os
tratamentos. Con todo isto, pédese afirmar quesmiaio afecta a fisioloxia da planta
activando mecanismos de proteccion e resistentaa ne
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Palabras clave:Aluminio, fitofortificante, tomate, paredes celidar FTIR, xene LHA,
H*-ATPasa.

ABSTRACT

Aluminum (Al) is a very toxic metal for the majgritof plants at very low
concentrations. It has the capacity to inhibit educe considerably the vegetative
growth of plants, diminishing the production of tharticultural crops.

In this work, the protective effect of the commalgoroductManvert Silikon
from the company Biovert S.L., was assessed ome¢lrelopment of plants against the
aluminum that can be in the medium. In particuee, worked with tomatoSolanum
lycopersicuml.), focusing on its vegetative growth and differaspects of metabolism
such as the root cell wall composition, the expogssf the LHA gene and the protein
content.

Changes in the proportion of cell wall componenthe root level were observed,
with a higher content of phenolic compounds inglents affected by aluminum, while
the plants treated wittManvert Silikonshowed higher polysaccharide content and
higher expression of the LHA gene in solution, aliph not significantly. No
differences were observed for the protein contetwben treatments. Therefore, we can
suggest that aluminum affects the physiology of pt@nt by activating different
mechanisms of protection and resistance.

Key words: Aluminum, phytofortifier, tomato, cell walls, FTIRL.HA gene, H-
ATPase.
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1. INTRODUCCION
1.1.Solanum lycopersicum

El tomate Solanum lycopersicur. o Lycopersicum esculentufh Mill) es una
planta herbacea que pertenece a la familia de dd@n&ceas y que es nativo de
Sudamérica (Jardin Botanico de Castilla La Man2B&2). Es un fruto muy consumido
y cultivado en todo el mundo desde su llegada afugracias al conquistador espariol
Hernan Cortés, que en 1521 lo trajo de la ciudéecazlde Tenochtitlan, hoy Ciudad de
México. En el siglo XVI ya formaba parte de la aimacion de los aztecas, mayas y
pueblos de la regién, y hoy en dia es una de ldasfrmas vendidas y exportadas en
todo el mundo (FEPEX, 2016).

Se considera una planta anual. Por norma genersémian entre 1-3 m de alto y
las hojas son alternas de hasta 25 cm de largou&mto a las flores, estas son amarillas
y forman racimos de 3 a 12 flores. El fruto esoghdte, una baya rojiza al madurar
debido al alto contenido en pigmentos carotenatdeso el licopeno y carotenos. Es un
alimento con muy pocas calorias y su composiciotritva se basa en agua y
carbohidratos simples con algunos &acidos organmus le dan el sabor acido
caracteristico. En cuanto a la composicion minealrico en Potasio (K), Magnesio
(Mg), Fosforo (P), acido ascorbico (vitamina C)nyed complejo vitaminico B: BB, y
Bs. El licopeno junto con la Vitamina C le confierah fruto poder antioxidante y
protector del organismo siendo anticancerigenaid@otanico de Castilla La Mancha,
2012).

Cabe decir que es una planta heliéfila que necdsitiemperaturas de entre 21-
24°C durante el dia y 15-20°C por la noche. El antbidebe presentar una humedad
relativa de entre 60-80% dado que por encima odpbajo de este, se incrementa la
incidencia de enfermedades o se dificulta la pmdicion, respectivamente (Peregiliez-
Cardona, 2011). En cuanto al suelo no es muy etdg@ero no soporta las
inundaciones, por lo que prefiere los suelos biematos tanto ligeramente acidos
como basicos. Sin embargo, se sabe que las concienis altas de aluminio (Al)
afectan al desarrollo de las raices, y por enaeegimiento, dado que no se extienden
por el suelo lo suficiente como para captar losienties necesarios (Casierra y Aguila-
Avendafio, 2007), pudiendo también causar clorasig@e ésta no es tan evidente.

1.2. El aluminio

El aluminio (Al) es un metal de nimero atémico 18lymas abundante de la
corteza terrestre (Kopittket al, 2015). A pH neutro se encuentra en forma deo&xid
relativamente insolubles pero a pH &cidos (< Brseientra en forma de ién*Abor lo
que se solubiliza reemplazando otros minerales ceinvg y el Ca inhibiendo asi el
crecimiento de la raiz de los cultivos, y por tadigminuye la produccion (Casierra y
Aguilar-Avendario, 2007).

El estrés por aluminio afecta principalmente atépule las raices de forma que la
mayor parte de los mecanismos de tolerancia coosdtidsta ahora son llevados a cabo
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por este 6rgano. Esta inhibicién de crecimientpusle deber a que este metal afecta a
la sintesis del ADN asi como a las rutas de sefdin por C¥ (Acharyet al, 2013).

Sin embargo, también afecta a los genes gue llevaaba la sinteside novode lipidos

de membrana y puede provocar dafos estructurdigscipnales en esta. La tolerancia
de una planta estara determinada en gran medidentar dichos problemas con los
lipidos de membrana, como por ejemplo, mantenerosuposicion estable (Huyndt

al., 2012).

Las plantas tolerantes son aquellas capaces devsobren suelos que son
toxicos para otras plantas y por ello, adoptas mecanismos generales de proteccion
en plantas tolerantes al aluminio: uno con el gqientan evitar su entrada al interior y
en el que intervienen las barreras fisicas o laglatos de la raiz; otro con el que
intentan detoxificar el interior de las células wea que el aluminio ha entrado en ellas
(Carrefio y Chaparro-Giraldo, 2013)

Los mecanismos relacionados con la exudacion derstas pueden sela
permeabilidad selectiva de la membrana plasmaicéadaiz frente al aluminio, la
formacion de una barrera de pH en la rizosferaigrteovilizacion de aluminio gracias a
la produccién de calosa (Jones al, 2006); siendo las sustancias exudadas mas
comunes, y que se oponen a la entrada del alumioéocompuestos fendlicos y
sustancias quelantes (Kochian, 1995). También gsaomun la secrecion de acidos
organicos como malato, citrato u oxalato a trave$ad raices al exterior para formar
una especie de cubierta protectora para el apida d&z y que esta se mantenga en
todo momento en un medio &cido (kaal, 2001).

Existen dos patrones identificados de secrecidioslacidos organicos: uno en el
que la secrecidn ocurre antes de la hora de ex@osiccualquier forma de aluminio y
otro donde la secrecién ocurre horas después dgplasicion. En el primer caso, se
sugiere la activacion de transportadores de merabraentras que en el segundo patron
se sugiere la induccion de nuevas proteinas, |@xplcaria el retraso.

En cuanto a los mecanismos relacionados con laxileawion, el metal es
guelado por aniones de carboxilatos que son seadesten vacuolas (Kochian, 1995).

Segun Delhaizet al (1993) y Maet al (2001), los genes mas importantes en la
tolerancia a aluminio son los que codifican paratginas transportadoras de aniones
organicos u otros compuestos y enzimas detoxifremda@le especies reactivas de
oxigeno (ROS).

Uno de los genes implicados en la tolerancia amalio es el gen LHA,
expresado en la raiz del tom&elycopersicuiy que codifica para una’H\TPasa que
se localiza en la membrana plasmatica radiculang¥a al, 2011) cuya funcién es
regular la salida de acidos orgénicos @tal, 2001).

1.3. Manvert Silikon de Biovert S.L y los fitofbcantes
Para solventar los problemas de estrés por alumgdohan desarrollado los

denominados fitofortificantes, los cuales segun KWAH2012), consisten en sustancias
0 mircroorganismos cuya funcion es proteger a last@s frente a condiciones bioticas
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o abidticas adversas activando rutas o mecanismaei@nsa; pero siempre y cuando
se empleen antes de que la planta se encuenttadsec

Estos compuestos presentan diversos mecanismoscdin:a(l) actuar como
barreras fisicas para evitar la entrada de pat&géRpfortalecer el sistema inmunitario
de la planta creando la resistencia inducida, ¢B)aa como competidores sobre los
lugares de union del patdégeno en la rizosfera o pmr los alimentos y (4) activar
simultdneamente varios mecanismos (AEFISA, 2012). dgalquier caso, nunca
actuaran directamente sobre los patdgenos, queo egjué los diferencia de los
fitosanitarios.

Los fitofortificantes pueden ser de varios tiposl) (orgénicos, (2)
microorganismos, (3) inorganicos y (4) ceras.

En este trabajo empleamos el fitofortificarianvert Silikonde la empresa
espafiola Biovert S.A., el cual es un bioestimulantgganico de la autodefensa en
plantas que estd compuesto por oxido de siliciof30%p/p y 36%p/v.

Es un producto destinado a la agricultura que skessmplear para aumentar la
rigidez de los tejidos de las plantas y frutosaabofecer la absorcion de Fosforo (P) y
Hierro (Fe) presentes en el suelo, ademas de retutcranspiracion en suelos con
déficit hidrico mejorando la gestion del agua (Menyv

El silicio es capaz de interaccionar con los metplesados y engrosar las células
epidérmicas radiculares generando una barrerafiEgto evita la penetracion de estos
en las células y también interviene en el metaalisle la propia planta. Es decir, el
papel del silicio es similar al de la lignina y pnoeve la resistencia de la planta al
atague por hongos dado que activa genes que produeibolitos secundarios como
los polifenoles y enzimas que traen consigo laesistde toxinas que actian como
inhibidores de patdgenos (Diatom, 2010).
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2. OBJETIVOS
— Determinar el crecimiento y desarrollo de plantas wmate $olanum
lycopersicumL.) tratadas conManvert Silikonen presencia y ausencia de

aluminio.

— Analizar la composicion de las paredes celularedadeaiz en presencia y
ausencia de aluminio y déanvert Silikon

— Cuantificar las proteinas totales en presencia seratia de aluminio y de
Manvert Silikon.

— Evaluar siManvert Silikoninduce la expresion del gen LHA en plantas no
sometidas a la influencia del aluminio.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Siembra del material vegetal

Para los ensayos se emplearon plantas de tomdtevdeiedad San Pedro. Las
semillas fueron sembradas en pocillos con verntecairazon de cinco semillas por
pocillo y se dejaron embeber en agua de grifo. &ecaron en una camara de
crecimiento con ciclos de luz de 16 horas a 22% yoscuridad de 8 horas a 20°C
durante tres semanas. Después de la siembra, oadtas se regaban las semillas con
agua del grifo, y una vez salieron las plantulatoddomates se procedio a regar, cada
dos dias, con una solucion nutritiva (Tabla 1).

Tabla 1: Componentes, con sus respectivas concentracioméss sdlucion nutritiva.

COMPONENTES CONCENTRACION
KNO3 5,99 mM
Ca(NQ), 4,00 mM
NHzH-PO, 2,00 mM
MgSQO, - 7 HO 1,00 mM
KCI 49,89uM
HsBOs 24,58uM
MnSQy, - 7HO 1,1M
ZnSQ, - 7HO 1,95uM
CuSQ- 5HO0 0,48uM
H,MoO, (85%) 0,56uM
NaEDTA 19,88uM
Fe(NH)2(SQy), - 6HO 19,89uM

3.2. Tratamiento realizado

Pasadas tres semanas las plantas estaban lisgsagalzar los distintos ensayos,
de forma que se transfirieron a tubos de 50 ml logndistintos tratamientos: agua
destilada,Manvert Silikon(3 ml/l), aluminio (AICE) (500 puM) y Manvert Silikon
(3ml/l) con AICk (500 uM); cambiando el tratamiento cada dos déaa gue no variase
de forma significativa la concentracion del medialfla 2).

El tratamiento se llevo a cabo en dos métodos lilsaajdn, elManvert Silikonen
solucion y pulverizado en hojas. En el caso deulepizacion foliar delManvert
Silikon se espero entre 4-6 horas para dejar absorbely bigsgo se introdujeron en su
tratamiento correspondiente teniendo en cuentalaguplantas pulverizadas no deben
presentaManvert Silikonen solucion, sino que este sera Unicamente agidada o
aluminio (Tabla 2).
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Tabla 2:

Contenido de los tubos segun el tratamiento.

Tratamientos

Solucion (50 ml)

Pulverizacion foliar (50

ml)
H.O H.O
Manvert Silikon(3ml/l) H,O

AICI; (500 HM)

AICE (500 uM)

AWIN|PF

AICI3 (500 pM)+Manvert

AICI; (500 pM)

Silikon (3mi/l)

3.3. Determinacion del crecimiento vegetativo mettiael peso fresco y seco

A los 11 dias de tratamiento, se recogieron lasstrae separando raiz, tallo y
hojas de cada réplica. Se pesaron los distintandsgen una balanza, obteniendo asi el
peso fresco, y se recogieron en placas Petri ¢idqas con la informacion necesaria
para su correcta identificacion.

Las placas Petri se llevaron a una estufa a 70P&htiu96 horas. Luego se volvié
a pesar el contenido de cada una de las placasiatde el peso seco de los distintos
organos y tratamientos.

3.4. Composicion de la pared radicular por FTIR§Estroscopia de infrarrojos)
3.4.1. Obtencién de muestras

Para este ensayo se realizaron 3 réplicas biokgioa cada tratamiento y la
siembra se realiz6 de la manera anteriormente aadai En este caso, Blanvert
Silikonsolo fue aplicado en solucion

3.4.2. Extraccion de la pared celular

A los 11 dias se recogieron las raices para llavaabo la extraccién de paredes
celulares. Para ello, las muestras fueron homogaa&s con nitrégeno liquido hasta
conseguir un polvo muy fino, que fue recuperadaubios de centrifuga. Cada uno de
las muestras fue sometida a una serie de lavadt® denutos cada uno a 1790/ a
temperatura ambiente; y entre lavados, y con ymetpPasteur, se retird con cuidado el
sobrenadante para no resuspender las paredes.

Los lavados a los que fueron sometidas cada utesdeuestras, y en este orden,
fueron las siguientes: un lavado con agua destildals con Triton X-100 al 1%, otros
dos de agua destilada, dos lavados de Etanol @0y dos de Etanol 96° (Fernandez-
Pérezet al.,2015).

Luego se procedid a la filtracion de las muesti@s ayuda de una bomba de
vacio y filtros de celulosa. Finalmente, estosnsmdujeron en placas de Petri para ser
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llevados a la estufa a 37°C donde estuvieron deirdrgemanashasta que se secaron
totalmente las paredes.

3.4.3. Obtencidn de espectros

Las muestras fueron llevadas al SAI (Servicios gmyd a la Investigacion)
donde fueron analizadas con ayuda de un espectwBaiker Vector 2.2 FTIR en
modo ATR para obtener el espectro de cada muéstceendo un blanco antes de cada
muestra.

Este espectrometro presenta un brazo con un townike permite la compresion
de la muestra sobre un cristal permitiendo un abatgerfecto con el haz de infrarrojos.
Luego un sensor recoge la informacion recibidaoderdyos infrarrojos. Se obtuvieron
tres espectros de infrarrojo por cada muestra.

3.5. Cuantificacion de proteinas totales

La cuantificacion de proteinas se realiz6 en datarmientos distintos, agua y
Manvert Silikon usando tres réplicas biologicas por tratamientmla una con dos
réplicas técnicas.

A las 24 horas tras la aplicacion del tratamiers®,pesaron las raices y se
trituraron en frio con un mortero empleando el ttmpris HClI 50 mM pH 7,5 a una
relacion 1:4 (p:v). Luego se centrifugaron a 4°Cadte 30 min a 18.00§ y una vez
obtenido el sobrenadante se determin6 su volumarculantificacion de proteinas se
llevo a cabo por el método Bradford. Para ello epararon tubos eppendorf de 1 ml
con 50 pl de muestra, 450 pl de agua destiladaDyub@le reactivo de Bradford. Los
tubos fueron incubados 30 min en oscuridad y lusgoprocedio a medir las
absorbancias a 590 nm frente a un blanco en etgs@stituyd la muestra por tampon
Tris-HCI 50 mM pH7,5.

Las absorbancias obtenidas se compararon con crzapatron (Tabla 3) que se
realiz6 empleando seroalbimina bovina (BSA) y eteder fue el mismo que con las
muestras.

Tabla 3: Concentraciones de BSA empleadas en la recta paoréel método Bradford.

TUBOS |0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

BSA 0| 0.0025| 0.0050 0.0075 0.0100 0.015 0.0150 0.01@9200| 0.0225
(mg/50ul)

3.6. Expresion del gen LHA

Este ensayo se realizé en dos tratamientos (alenyert Silikofncon el objetivo
de evaluar si el fortificante induce la expresi@h gen LHA (que se encuentra en las
raices) en plantas que no han estado en contactel @&dCl;. Cada tratamiento consto
de dos réplicas
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A las 24 horas del tratamiento de las muestraas é&s trituraron con nitrogeno
liguido en morteros previamente autoclavados. Aicoacion, se extrajo el ARN con
el kit Aurum ™ Total RNA de la empresa Bio-Rad siguiendo las imstiones del
fabricante.

La cuantificacion de la concentracién del ARN quabih en cada réplica se
realizo con el Nanodrop ND-1000 de Thermo Scientitambién se determind el ratio
de absorbancia 260/280 para conocer la calidad detlraccion. A continuacion, se
obtuvieron alicuotas de ARN a una concentracior2@@ ng/ul. A partir de aqui se
empled el kit RevertAid First Strand ADNc Synthesylh empresa Thermo Fisher
Scientific para sintetizar ADNc.

Posteriormente, las réplicas se llevaron al SAlry8®s de Apoyo a la
Investigacion) para la realizacion de una PCRmaf®real y asi comparar la expresion
del gen LHA con otro gen constitutivo (LeTUB) ergehoma de las plantas.

La PCR en tiempo real permitié cuantificar la espia génica empleando los
ciclos Ct (ciclo umbral). Consiste en la acumuladi@ una sefial de fondo fluorescente
donde el Ct o ciclo umbral seria el nUmero de sickmueridos para que la sefal exceda
el ruido de fondo, por lo que cuanta mas cantidadacidos nucleicos haya en la
muestra, menor es el Ct (Schmittgen y Livak, 2008).

La mezcla de reaccién de PCR consistio en un vaiut@l de 50 pl constituido
por 0.3ul de cada cebador (20 uM), 2.5ul de ADNExQ SYBR Green Supermix
(BioRad). El protocolo de ampliacion consistié dewesnaturalizacion inicial de 2
min a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificacBhsegundos a 95 °C, 30 segundos a
58°C y 50 segundos a 72°C. Por ultimo, la extensinat fue de 5 min a 72°C.

Los cebadores empleados fueron los siguientes: LHAF
GGATTGCTTTCACCCG; LHAR TTCGCTCCCATCACGACACC; TubF
GTGTTACTTGCTGTTTGAGA; TubR TTTGTGCTCATCTTACCC (Yangt al,
2011).

A partir de los resultados de la PCR en tiempaq ssaktomprob6 la existencia de
un danico pico en las curvas de "melting" y que desuestra la amplificacion de una
sola secuencia del gen que queremos amplificared@mesion del gen LHA fue
calculada mediante el método comparati? (Schmittgen y Livak, 2008) ya que
supone que la eficiencia de la PCR del gen cotigttes cercana a 1 al igual que la
PCR del gen LHA.

3.7. Andlisis estadistico de los datos

Los datos del crecimiento vegetativo de las plagtantenido en proteinas,
fueron analizados con Microsoft Office Excel 20@hde se calcularon y representaron,
mediante diagrama de barras, los valores de medidesyiaciones tipicas. A
continuacion, se empled el programa IBM SPSS 8tati3 para realizar un analisis de
ANOVA. Los datos obtenidos de los espectros de FSdRwnalizaron con el programa
OPUS para realizar la correccion de la linea basa gormalizacion. Con Microsoft
Office Excel 2007 se filtraron las longitudes delamle interés (800-1800) y se realiz6
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el promedio de los datos (de los 3 espectros) phtaner un Unico espectro por
tratamiento. Los espectros se representaron mediant diagrama de dispersion.
Ademas, se realiz6 un analisis de componentesipaies (ACP) mediante IBM SPSS

Statistics 23.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Biometria: determinacién del crecimiento vatjeb

Por cada tratamiento se hicieron 6 réplicas y aatia de ellas con 3 plantas
(compensando su tamafo entre las repeticioneserthriun total de 18 plantas
portratamiento y 72 por método de aplicacion. Eal e emplearon 144 plantas.

Tras 11 dias de incubacion con distintos trataroggrge observo que las plantas
sometidas a AlG| tanto en solucion (Figura 1) como en pulverizgi@ura 2),
presentaban unas raices muy reducidas y dafada®ll®®se puede deducir que el
pequefio tamafio de las plantas, en comparaciérasatemas, sea debido al efecto de
dicho elemento sobre las raices. A su vez, callaaieda presencia de clorosis general
en las hojas que puede ser a causa de la faltatdentes.

Figura 1: Plantas de tomate a los 11 dias de estar somatidaglistintos tratamierg@n
solucion.

m

Figura 2: Plantas de tomate a los 11 dias de estar somatidaglistintos tratamientos en
pulverizado.
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4.1.1. Tratamientos con Manvert Silikon en soluc

A pesar de que en la Figur se ven efectos claros de aluminio sobre las pl:
de tomate, y que laigura 3 muestra pesfresco y seco bajgsespectivament en los
tratamientos con AlGlo con Manvert Silikony AICl3; al trabajar con un nivel ¢
significacion del 95%los ANOVAs realizados revelaror-valores > 0.05 en todos |
casos, y por ello, afecto del aluminio no es significativo y la apiga delManvert
Silikonno acaba de resultar efectiva ya que no hay didessignificativas

A 5,00

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

H Control
m Silikon
= Aluminio

m Al y Silikon

PESO FRESCO MEDIO (g)

Raiz Tallo Hojas

-300 7 H Control

0,250 | Silikon

0,200 = Aluminio

0,150 | Aly Silikon

0,100

PESO SECO MEDIO (g)

0,050

0,000

Raiz Tallo Hojas

Figura 3:Representacion del pesosco (A) y seco (Binedio de los distintos 6rganos
tomate corManvert Silikoren solucion. Las desviaciones tipicas indicanadigie dispersié
gue presentan los datos con respecto a la .

Esto puede deberse al crecimiento heterogénesdépécas y que no seevase
a cabo una buena compensacion de estas; o bian,a gfectos deManvert Silikol no
fue lo suficientemente grande como para ser deleatan nuestro tamafio muest
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Una posible solucién seria aumentar el tamafio malgstsi reducir ladesviaciones
tipicas (para que no se solapen y reducir la inflige del azar) y posiblemer
conseguir detectafectos mas pequefios Manvert Silikon

Aunque en nuestro caso no hemos detectado difagesignificativas en la ma
de las mismas, aut@ecomo Nogueiroet al (2015) han demostrado que en su
tropicales acidos y con gran concentracion de alionexisten cambios en el taman
longitud de raices y tallos en las plantas de te

4.1.2. Tratamientos con Manvert Silikon pulveriz

Si nos fijamos en la Figura, las plantas tratadas solo con AlGlconManvert
Silikony AICI3; se ven afectad dado que los pesos fresco (Figura 4A) y seco (Fi
4B) de lodistintos 6rganc son inferiores al del resto de tratamientos.

Aun asi, las plantas que estuvieron tratadasManvert Silikony AICI; presentan
pesos superiores a las que estuvieroncon AICls.

>

450 -

»

£

»

PESO FRESCO MEDIO (g)

0,00 -

»

09)

0,300

0,250

0,200

0,150

0,100

PESO SECO MEDIO (g)

0,050

0,000

»

4,00
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -
0,50

u Control
m Silikon
Aluminio
| Aly Siliken
I
Raiz Tallo Hojas
W Control
m Silikon
Aluminio
W Al ySilikon
Raiz Tallo Hojas

Figura 4: Representacion del peso fresco (A) y seco (B) medlilms distiros 6rganos del
tomate mediante pulveado deManvert Silikon Las desviaciones tipicas indican el grad:
dispersion que presentan los datos con respeatmadic
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El analisis de ANOVA realizado revel6 p-valores ®%para todos los casos, y
por ello, al trabajar con un nivel de significacif# 95%, se puede rechazar la hipétesis
gue afirma que no hay diferencias significativaslen pesos fresco y seco entre
tratamientos pulverizados; es decir, el test ha sighificativo.

Dado que en este caso (pulverizado) hay diferesigasficativas, se puede decir
que este es el modo de aplicacion mas eficient®ldeVert Silikon.

4.2. Composicion de la pared radicular por métoddHe

De las absorbancias obtenidas, de cada una deuksstnas, a partir del nimero de
onda se realizd una representacion de espectremifa (Figura 5) (siendo estos la
resta del espectro obtenido menos los valoressmonelientes en el control) para cada
tratamiento quedando reflejada la composicion tatala de las paredes radicales.

0,02 - .
= Silikon
0,015 -
0,01 - Aluminio
< .
— y Silikon
(Z) 0,005 -
< 0 Aluminio
-0,005 - .
g)) Agua
< -0,01 -
-0,015 A
'0,02 T T T T 1
800 1000 1200 1400 1600 1800

NUMERO DE ONDA (cm)

Figura 5: Representacion de los espectros diferencia de B&Iéada una de las muestras para
cada tratamiento. Obtenidos a partir de la difeeede los espectros de las plantas tratadas con
ManvertSilikon, AICI; + ManvertSilikon, yAICl; con el espectro de las tratadas con agua

(control).

En este gréfico (Figura 5), las muestras tratadasagua se corresponden al valor
0 para todos los numeros de onda dado que a darsu espectro se obtuvieron los
espectros diferencia de los demas tratamientodemas, al no estar sometidas al estrés
por AICI; muestran la composicion de referencia de las paredlulares de las raices
de una planta d&. lycopersicumLos espectros diferencia de las demas muestras
reflejan modificaciones en la composicion de swegatebido al estrés al que se vieron
sometidas.

Los principales picos de absorbancia de cada espgeencuentran en torno a los
1100cm, siendo unos mas altos que otros dependiendaalahtiento aplicado. Esta
regién del espectro (800-1200¢nse corresponde con polisacaridos de pared como
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celulosas, pectinas, ramnogalacturonanos y xilegios (Fernandez-Péstzl, 2015).
De esta forma se puede observar que las pared@dasacon AIGly Manvert Silikon
Manvert Silikono solo AICE estan enriquecidas en estos componentes frerds a |
plantas control, siendo las que mas se diferert@hnontrol los dos primeros casos.

Entre los 1200-1800 chtes muestras tratadas cdmanvert Silikonpresentan
valores mas altos en todo el rango, destacandeaurefio pico de absorbancia en torno
a los 1600 cil, que esta relacionado con compuestos con aniltoeéicos como la
formacién de ligninas (1400-1650 ¢jn(Fernandez-Péreet al, 2015). Esto puede
deberse a la capacidad protectora del fitofortifieaque promueve el engrosamiento de
las paredes; mientras que en casos en los quprestnte el aluminio la concentracién
de dicho compuesto en la pared no es tan alta.

Se realizé un andlisis de componentes princip#&P] para reducir el nUmero
de variables en el que se recoge la varianza d#gakos obtenidos mediante FTIR. Para
ello se agruparon los numeros de onda en companpriteipales (CP) de las que se
escogieron los tres primeros que agrupan un 91 drianza de los datos.

En las siguientes graficas (Figura 6, 7 y 8) seesgmtan las puntuaciones de los
distintos casos para esos tres componentes priesipa

Tratamiento

®2gua

2,00000 @ Aluminio

@ siikon

L @ siiikon y Aluminio

100000 ®

00000

FACTOR1

-1,00000

-2,00000 T T T T T T
-3,00000 -2,00000 -1,00000 00000 1,00000 2,00000 3,00000

FACTOR 2

Figura 6: Representacion de los casos en funcion de losréscloy 2.
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Figura 7:Representacion de los casos en funcion de losréscloy 3.
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]
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= °
o [
« 00000
w
o
-1,00000]
@
-2,00000

T T T T T T
300000 -2,00000 -1,00000 00000 1,00000 200000 3,00000
FACTOR 3

Figura 8: Representacion de los casos en funcion de losréscioy 3.

En las Figuras 7 y 8 se observa una agrupacioa delk tratamiento AlGlen
funcidn del factor 3 sugiriendo que el AiCbrovoca alteraciones en las paredes
radicales y en las Figuras 6 y 8 el grupavBnvert Silikony AICI3; se separa bien en
funcion del factor 2; lo que puede estar indicagde la composicién de la pared se
diferencia del resto de tratamientos.
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El siguiente grafico (Figura 9) muestra qué rarggisespectro estan recogidos en
cada uno de los factores (CP) obtenidos en el Ag#Pmitiendo interpretar el
significado biolégico de los factores:

—FACTOR 1
=——FACTOR 2
FACTOR 3

1,500 -
1,000
,500

,000

ABSORBANCIAS

NUMERO DE ONDA (cm)

Figura 9: Representacion de los espectros obtenidos porlBl kidciendo distincion entre
factores

Este grafico nos muestra que el factor 1 expliczolaa del espectro relacionada
con los compuestos fendlicos (1400-1650'km los polisacaridos (800-12008 El
factor 2 explica la zona del espectro relacionamalos compuestos fendélicos (1400-
1650 cm') por lo que muestras con puntuaciones bajas enfastor, como en el caso
de las muestras tratadas con AlCManvert Silikon(Figuras 6 y 8), tendran reducido
su contenido en ligninas con respecto a los dematatientos. Esto se refleja también
en la Figura 6 en la que, aunque pequefa, se @bgeevhay diferencias en este rango
entre muestra control y Algly Manvert Silikon Y por ultimo, el factor 3 explica la
zona del espectro relacionado con una zona congréefinida de los polisacaridos
(sobre los 990 ci) y también una zona concreta de los compuestadiden (sobre los
1700 cm), por lo que muestras, con puntuaciones bajasigefactor, como el AlGI
(Figuras 7 y 8), tendran reducido su contenidoielnod compuestos respecto al control
(Fernandez-Péret al, 2015).

El AICI; actla causando estrés en las plantas a ciertasntmamones por lo que
sus paredes presentan mas contenido en fenoleBsggdnidos y esto se traduce en
raices pequefias y menos desarrolladas (Figura)l $ir2 embargo, la aplicacion del
Manvert Silikongn presencia de Alg;lhace que el contenido en polisacaridos aumente,
y tal y como sostiene Yargj al (2008) con los cultivos de arroz, las paredeslaeds
de plantas tolerantes contienen mayor cantidad alisaparidos (Figura 5) que las
plantas susceptibles. Lo que demuestra que elffitidante induce la sintesis de
polisacaridos de pared para engrosarla y hacerkaimpermeable a la entrada del
aluminio.
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4.3.Cuantificacién de proteinas tota

Considerando que contenido erproteinas de las muestras que estuviero
agua se ha tomado corfeocantidad constitutiva en una planta no expuasatrésel
ANOVA revel6 un pvalor de 0.638 (> 0.05) mostrando que no se puedearar
hipotesis que afirma que no hay diferencias eratarnientos en solucion (Figura 1C

A
06 1 Control
M Contro

>

£ 0,5

= B SILIKON
2

0,4 -

=2 = Aluminio
-

Q _03- m Al y Silikon
a LW

> o

Z 02 -

o

2 01 -

2

=

2 0 -

8 TRATAMIENTOS EN SOLUCION

B 0,7 - M control
2 06 - m SILIKON
£

-~ 0,5 - m Aluminio
R m Aly Silikon

CONTENIDO EN PROTEINAS
o
N

TRATAMIENTOS PULVERIZADOS

Figura 10: Repreentacion del contenido proteinas de cada tratamiento Manvert Silikon
en solucion (AManvert Silikol pulverizado (B)or el método de Bradford. Las desviacio
tipicas indica el grado dedspersion que presentan ldatos con respecto a la me

En cuanto a las plantas tratadas Manvert Silikonmediante pulverizacié
(Figura 10B),el ANOVA revelé un (valor de 0.243 (> 0.05) mostrando que nc
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puede rechazar la hipdtesis que afirma que no ifayedcias entre tratamientos en
pulverizado.

Lo que cabria esperar en este caso, es que lamPlexpuestas a estrés por
AIClzy al fitofortificante indujesen la sintesis de giogs, por encima del control,
como método de proteccién. Segun &daal (2001), la exposicion prolongada al AJCI
en cultivos de arroz hace que este compuesto amdiseadas de sefiales que a su vez
provocan la transcripcion de ciertos genes queficadipara proteinas involucradas en
la produccion de calosa, la cual actua de barséeafinmovilizando al aluminio en la
pared celular(Joneset al, 2006); o bien para proteinas transportadorasai#os
organicos a través de las membranas plasmaticas lkeokfi-ATPasa expresada en las
raices del tomate.

A la vista de nuestros datos y teniendo en cuentalg secrecién de acidos
organicos al exterior se puede producir medianteadtivacion de ATPasas ya
sintetizadas, podemos decir que el tiempo de esidosde las plantas en los distintos
tratamientos no fue suficientemente grande coma paducir la sintesis de nuevas
proteinas que secretasen los acidos organicosesla@xlo que explicaria los resultados
obtenidos.

4.4. Expresion del gen LHA

En este ensayo cuantificamos la expresion del gék én las plantas de tomate
expuestas y no expuestadlanvert Silikon comparandola con la expresion de un gen
constitutivo LeTUB usado como referencia.

La Figura 11 muestra que la expresion del gen LidAnayor cuando se aplica
Manvert Silikonen solucion, es decir, que induce la expresiéndidbo gen; sin
embrago, en pulverizado esto no es tan evidenteoppre para saber si hay diferencias
en la expresion media del gen LHA entre las aplcees (solucion y pulverizado),
realizamos un test t-Student donde el p-valoresl&8.342 (>0.05), y por ello no hay
evidencias para afirmar que la expresion mediagdel LHA sea diferente entre
métodos de aplicacion.
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Figura 11: Representacion de la expresion del gen LHA en gdastdmetidas Blanvert
Silikonen ambos tratamientos.

Cuando las raices de las plantas de tomate esparestas al AlGl se induce el
gen LHA, que codifica para una#ATPasa que se encuentra en la membrana
plasmatica de las raices (Yaepgal, 2011) cuya funcion es regular la salida de &cido
organicos si el AlGlse encuentra en el medes decir, este gen actia como defensa
ante dicho estrés.

En nuestro caso, los resultados concuerdan corddogroteinas ya que, el
aluminio presente induce la activacién de protemastentes, como las ATPasas, para
evitar la entrada del metal.
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5. CONCLUSIONES

— La pulverizacion deManvert Silikonfavorece al crecimiento y desarrollo de las
plantas al producir cambios en el peso de las nisma

— El Manvert Silikoninduce cambios en la composicidon de la pared atanda el
contenido en polisacaridos mientras que el alumosaisminuye.

— Los tratamientos aplicados a las muestras en priesgrausencia dManvert
Silikonno producen cambios en el contenido en proteinas.

— Las aplicaciones realizadas (solucion y pulverizade Manvert Silikonno
muestran exista mayor expresion del gen LHA quel easo control.

CONCLUSIONS

A pulverizacion doManvert Silikonfavorece 6 crecemento e desenrolo das
plantas ao producir cambios no peso das mesmas.

— Manvert Silikoninduce cambios na composicion da parede aumentando
contido en polisacédridos mentres que o aluminidrdien

— Os tratamentos aplicados as mostras en presenrsercéa dévlanvert Silikon
non producen cambios no contido en proteinas.

— As aplicacions realizadas (solucién e pulverizade)Manvert Silikon non
mostran que haxa maior expresion do xene LHA queaso control.

CONCLUSIONS

— The spraying oManvert Silikonbenefits the growth and development of tomato
plants by producing changes in their weight.

— Manvert Silikoninduces changes in cell wall composition by insieg the
content of polysaccharides, while aluminum decreése

— The treatments applied to the samples in the pcesen absence dflanvert
Silikondo not produce changes in the protein content.

— The treatments made (solution and sprayingMahvert Silikondo not show
more expression of the LHA gene than in the cortask.
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