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SIMMBOLO O ABREVIATURA

SIGNIFICADO

Kl Yoduro de potasio
KIO; Yodato de potasio
SOD Superdxido dismutasa
CAT Catalasa
APX Ascorbato peroxidasa
GPX Glutation peroxidasa
GSH Glutation
ASC Ascorbato
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
UM Micro molar
DDY Desordenes por deficiencias de yodo
CHal Yoduro de metilo
CHal, Di yoduro de metilo
I, Yodo elemental
1,0, Dioxido de yodo
1,03 Triéxido de yodo
1,04 Tetradxido de yodo
1,05 Pentadxido de yodo
(OF} Ozono
CH,ICOO Acetato de yodo
Eh Potencial oxidoreductivo
pH Potencial de hidrogeno
HMT Haluro metil transferasa
HTMT Halouro tiometil transferasa
SAM Adenosil metionina
HIO Acido hipoyodoso
10, Yodito
103 Yodato
10,4 Peryodato
Redox Oxido reductivo
H,0, Peroxido
V-IPO Yodoperoxidasa dependiente de vanadio
OH- lon hidroxilo
OH Radical hidroxilo
O, Radical superoxido
1o, Radical Hidroxilo
ROS Especies reactivas del oxigeno
W m™ Watt por metro cuadrado
CE Conductividad eléctrica
WST Salt de tetrazolio
XO Xantina oxidasa
X Xantina
UV-VIS Ultravioleta-visible
DTNB Acido 5,5’-ditiobis 2-nitrobenzdico
Na,HPO, Fosfato acido de sodio
H,SO, Acido sulfirico

%




ADN Acido desoxiribonucleico
DEPC Dietil pirocarbonato
MOPS 3(n-morfolino) acido propanesulfonico
NCBI National Center for Biotechnology
information
EDTA Acido etilendiaminotetra acético
USDA U.S. departamento of Agriculture
ORP Potencial oxido reductor
PA Potencial antioxidante
DPPH 2,2 di fenil-1-picrilhidrazil
ANSA Acido aminonaftolsulfonico
ACP Anadlisis de componentes principales
CP Componente principal
G3F Gliceraldehido 3- fosfato
DHA Dehidroascorbato
ASCT Ascorbato total
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El yodo es un elemento catalogado como no esencial para las plantas terrestres, pero
para los humanos es esencial en el metabolismo de la tiroides y desarrollo de
habilidades cognitivas; por lo que un gran numero de investigaciones se han llevado
a cabo con el propoésito de incrementar la concentracion del yodo en plantas de
amplio consumo, obteniéndose buenos resultados como los demostrados en papa,
col, tomate, lechuga, espinaca entre otras. Logrando un gran potencial para mitigar el
déficit en la ingesta de este elemento. Adicionalmente y de modo poco explorado se
ha observado que la absorcion de yodo, induce efectos benéficos relacionados con un
incremento en el crecimiento, capacidad antioxidante y tolerancia a estrés oxidativo
en las plantas terrestres. Por lo que esta faceta del uso del yodo pudiera incentivar el
interés del uso agrondémico en los cultivos, brindando ventajas adicionales a las de la
biofortificacion. El objetivo de la presente investigacién es aportar conocimiento
acerca del efecto del yodo sobre el crecimiento, los antioxidantes, los minerales y la
expresion génica en diferentes estadios de las plantas de tomate. Para lograr tal
objetivo se experimentd con plantas de tomate cultivadas en dos ciclos; el primero
con plantulas muestreadas a los cincuenta y seis dias posteriores a la siembra, a las
cuales se les aplicé yodo en forma de KI y KIO; a concentraciones 1x10° M
diariamente 'y 1x10* M en forma quincenal, bajo un disefio experimental
completamente al azar. A estas plantulas se les mididé el crecimiento bajo las
variables de biomasa total, nimero de hojas y altura. Asi mismo se analizaron en el
tejido foliar antioxidantes enzimaticos como SOD, CAT, APX y GPX y no
enzimaticos GSH, ASC y fenoles totales. Finalmente fue cuantificado el gen SOD1
mediante PCR punto final. El segundo ciclo se llevé a cabo con plantas muestreadas
a los cien dias posteriores al trasplante, bajo un disefio experimental factorial,
evaluandose cuatro factores; concentracion (0,1 y 100 uM), especie quimica (Kl y
KI10O3), forma de aplicacion (foliar y sustrato) y tiempo de aplicacion (diario y
quincenal). A estas plantas se les analizo el crecimiento en términos de biomasa total,
altura, nimero de hojas y rendimiento del fruto. Se cuantificaron antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos y minerales esenciales en las hojas y frutos.

En el primer ciclo, los resultados obtenidos con las plantulas de tomate mostraron
que el yodo aplicado en forma de 103 o I a una concentracion de 1 uM (0.126 mg L
) directo al sustrato diariamente increment la biomasa total de 0.93 g.

correspondientes al testigo a 2.25 y 2.26 g. respectivamente, sin tener afectaciones

xii




sobre los antioxidantes o la expresion del gen SOD, sin embargo, dos tratamientos de
aplicacion quincenal (1 Fy I S) y dos tratamientos de aplicacion diaria (103 Fy | F)
mostraron una reduccion en la actividad enziméatica de SOD de 45.45% al 6.39,
17.77, 20.86 y 19.4% respectivamente. Asi mismo se observo un incremento en los
antioxidantes ascorbato de 18.17 a 41.69 mg L™ y glutatién de 5.65 mg L™ a 10.47
mg L™ tras la aplicacion diaria de yoduro foliar, sugiriendo una neutralizacion directa
del yodo sobre los radicales superdxido. Finalmente, los tratamientos con I de
aplicacion foliar y 103 al sustrato aplicados cada 15 dias mostraron un incremento un
incremento de seis veces y media en la densidad relativa en la expresion del gen
SOD sin obtener la misma respuesta sobre la actividad de dicha enzima. Se
recomendd la aplicacion de 103”1 uM por aspersion foliar cada 15 dias para obtener
plantulas con una mejora en el metabolismo redox sin afectacion sobre el

crecimiento.

En el segundo ciclo, los resultados obtenidos en las plantas adultas evidenciaron que
el crecimiento y la produccion de fruto fueron favorecidos con la aplicacion de yodo
a una concentracién de 100 pM (12.6 mg L™) en forma de 103 por aspersion foliar
cada 15 dias. Los antioxidantes se encontraron incrementados en las hojas con la
aplicacion de yodo 100 uM en forma de I” directamente al sustrato de forma diaria,
mientras que el mismo efecto ocurrid en los frutos con la aplicacién 100 uM de I" en
forma foliar cada 15 dias. En los minerales se evidencid un incremento en la
concentracion con la aplicacion de yodo 100 uM en forma de 103" directamente al
sustrato en forma diaria, mientras en los frutos la forma de aplicacion que mostro tal

efecto benéfico fue el de 100 uM en forma de 103" por aspersion foliar diariamente.

PALABRAS CLAVE: yodo, antioxidantes, biofortificacion, tomate, minerales.
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ABSTRACT

lodine is considered a non-essential element for terrestrial plants, but in humans the
iodine is essential for the metabolism of the thyroid and for the development of
cognitive abilities. A lot of researches have been carried out with the purpose of
increasing the concentration of iodine in plants of large consumption, obtaining good
results such as shown in potato, cabbage, tomato, lettuce, spinach, among others,
give great potential to mitigate the deficit in the intake of this element. Additionally,
it has been observed that the absorption of iodine induces beneficial effects related to
increase in growth, antioxidant capacity and tolerance to oxidative stress in terrestrial
plants. Therefore, this face of iodine use may encourage the interest of agronomic
use in crops, providing additional advantages to biofortification. The objective of the
present research is a knowledge about the effect of iodine on growth, antioxidants,
minerals and gen expression in different states of tomato plants. To achieve this
objective was experimented with tomato plants grown in two cycles; the first with
seedlings sampled fifty-six days after sowing, with iodine in the form Kl and KIOj3 at
concentrations 1x10° daily and 1x10™ in biweekly under a completely randomized
experimental design. Seedlings growth was measured by total biomass, number of
leaves and height. In addition, enzymatic antioxidants such as SOD, CAT, APX and
GPX and non-enzymatic GSH, ASC and total phenols were analyzed in the foliar
tissue. Finally, the SOD1 gen was quantified by PCR. In the second cycle, a sample
of plants were sampled one hundred days after the transplant, under an experimental
factorial design, with four factors being evaluated; Concentration (0.1 and 100 uM),
chemical species (KI and KIO3), application form (foliar and substrate) and
application time (daily and biweekly). These plants analyzed the growth in terms of
total biomass, height, number of leaves and yield of the fruit. Enzymatic and non-
enzymatic antioxidants and essential minerals in leaves and fruits were quantified.

In the first cycle, the results showed that the iodine applied in the form of 105 or I a
concentration of 1 uM (0,126 mg L-1) direct to substrate daily increased the total
biomass from 0.93 g. corresponding to the control to 2.25 and 2.26 g. respectively,
without affecting the antioxidants and the expression of SOD gen, however, two
biweekly treatments (IF and IS) and two daily treatments (103 F and IF) showed a
reduction in the enzymatic activity of SOD from 45.45% to 6.39, 17.77, 20.86 and

Xiv




19.4% respectively. An increase in the antioxidantss ascorbate from 18.17 to 41.69
mg L and glutathione from 5.65 mg L™ to 10.47 mg L™ was also observed after
application daily of the foliar iodide, suggesting an direct neutralization of the iodine
to superoxide radicals. Finally, foliar I" and 103" direct to substrate applied biweekly
showed an increase six-fold the relative density in the expression of SOD gen
without obtain the same response on the activity of the enzyme. It is recommended to
apply 105" 1 uM by foliar spray daily to obtain seedlings with an improvement in
redox metabolism without any effect on growth.

In the second cycle, with adult plants, was found that the growth and the fruit
production were favored with the application of iodine at a concentration of 100 uM
(12.6 mg L™) in the form of 105 by leaf spray biweekely. The antioxidants were
found to be increased in the leaves with the application of iodine 100 uM with I’
form directly to the substrate daily, whereas the same effect occurred in the fruits
with the application 100 uM of I- in foliar form biweekely. An increase in the
mineral concentration was evidenced with the application of iodine at 100 uM in the
form of 105 directly to the substrate daily, whereas in the fruits the form of
application that showed the beneficial effect was at 100 uM in the form of 105 by
daily leaf spray.

XV






INTRODUCCION

El yodo es un elemento perteneciente a la familia de los hal6genos, tiene una alta
capacidad oxido-reductora, posee varios estados de valencia (-1 a +5) y es capaz de
comportarse como donador de electrones (I)) o como receptor de estos (I,). El
principal reservorio de este elemento en el planeta es el océano, de aqui es
distribuido hacia la atmosfera y posteriormente al suelo por procesos bidticos y

abioticos.

Dada su alta capacidad oxido-reductora, se tiene la hipotesis que el yodo fue uno de
los primeros antioxidantes inorganicos utilizados al inicio de la creciente y letal
concentracion de oxigeno en la atmdsfera, producto de la fotosintesis efectuada por
las ancestrales algas marinas. Los primitivos organismos anaerobios se vieron
obligados a encontrar alternativas para hacer frente a este ataque oxidativo, y siendo
el yodo un elemento abundante en el entorno, este fue utilizado para la neutralizacién

directa de las especies reactivas del oxigeno.

Se ha demostrado tanto en organismos procariotes como eucariotes que el yodo es
capaz de neutralizar de forma directa especies reactivas del oxigeno como el radical

OH', '0, 0Oy, funcionando asi como antioxidante inorganico (Venturi 2011)

Sin embargo, evolutivamente los organismos fueron especializandose en el
almacenamiento y en el transporte del yodo, hasta convertirlo en un elemento
esencial del metabolismo, proceso bien dilucidado en plantas acuaticas como las

algas café del género Laminaria asi como en los mamiferos.

En estos Gltimos, en donde se incluye la especie humana, la mayor parte del yodo es
adquirido a traves de la dieta, y debido principalmente a la distribucion irregular de
este elemento en la corteza terrestre, sobre todo en zonas alejadas del océano, el
abastecimiento del elemento no es adecuado y constituye un problema global, que

alcanza cerca de un tercio de la poblacion mundial (Fuge 2013).

Mencionado lo anterior, la gran mayoria de los estudios e investigaciones han
tomado el enfoque que relaciona el impacto del yodo sobre la salud humana y como

tratar de resolver la problematica del consumo inadecuado.

Se ha establecido que un adulto promedio debe ingerir aproximadamente 150 ug de

yodo por dia, cualquier cantidad por debajo de este umbral causard los Ilamados
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desordenes por deficiencia de yodo (World Health Organization 2007). Estas
deficiencias pueden ser leves y pasar desapercibidas o ser tan intensas como para
comprometer la sintesis adecuada de las hormonas tiroidea y provocar bocio
exoftalmico, desarrollo mental inadecuado o incluso se ha relacionado con la

aparicion de algunos tipos de cancer (Aceves y Anguiano 2009).

Asi que, con la finalidad de mitigar el déficit en el abastecimiento de yodo en el
consumo humano, se han empleado diversas técnicas de aplicacién exdgena en
alimentos, como la yodatizacion de la sal de mesa, la fortificacion de alimentos
procesados como pan y leche (Leung et al. 2012) y recientemente se ha recurrido a la
biofortificacion de plantas de amplio consumo, la cual, es actualmente una
importante linea de investigacion en donde se han obtenido buenos resultados.
Ejemplo de esto son los logros alcanzados en los vegetales como lechuga, col y
tomate cultivados en hidroponia (Voogt et al. 2010; Zhu et al. 2003; Caffagni et al.
2011). También se han realizado estudios de acumulacion de yodo en especies
vegetales cultivadas en suelo (Weng et al. 2003; Dai et al. 2004; Hong et al. 2008;
Smolen et al. 2011) sin embargo en estos experimentos las respuestas han mostrado

ser sumamente variadas debido a la gran complejidad del sistema edéafico.

Un aspecto importante, que no se le ha prestado suficiente atencion es el impacto que
tiene la aplicacion exogena del yodo sobre el metabolismo mismo de las plantas,
especificamente sobre el sistema oxido-reductivo. Porque a pesar de que no se
conoce una funcion metabolica del yodo en plantas terrestres, estas son capaces de
absorberlo, acumularlo o volatilizarlo relacionando estos procesos con
modificaciones sobre el potencial redox y el contenido de antioxidantes obteniendo
como resultado un efecto benéfico sobre la planta (Blasco et al. 2008). Es decir se ha
notado que la presencia del yodo en las plantas terrestres otorga un incremento a la
tolerancia al estrés, una mejora en el crecimiento y contenido de antioxidantes, esto
probablemente esté relacionado con funciones puntuales que el yodo realiza en estos

organismos y aln no estan bien entendidas.



DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El yodo es un elemento que no esta clasificado como esencial en las plantas, sin
embargo, se le atribuyen efectos benéficos asociados al incremento en tolerancia
al estrés ambiental. Sobre esta faceta del uso del yodo no se dispone de
informacion suficiente que combine la parte de expresion génica, la actividad
bioquimica y la respuesta fisiologica para buscar su aplicacion en la practica

agricola.

El presente proyecto describe los efectos benéficos de la aplicacion del yodo sobre
el crecimiento, antioxidantes, contenido mineral y expresion del gen SOD1 en

plantas de tomate.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacion de yodo sobre el crecimiento, concentracion de
antioxidantes, contenido de minerales y expresion del gen SOD1 en las plantas de

tomate.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de la aplicacion de yodo sobre el crecimiento de las
plantulas y plantas de tomate.

2. Determinar la respuesta de la aplicacion de yodo sobre antioxidantes en las
hojas de las plantulas, asi como en las hojas y frutos de las plantas de tomate.

3. Cuantificar el efecto de los tratamientos con yodo sobre la concentracion de
minerales en las hojas y frutos de las plantas de tomate.

4. Determinar la expresion genica relacionada con antioxidantes enzimaticos en

las hojas de las plantulas de tomate.



HIPOTESIS

El crecimiento, los antioxidantes, el contenido mineral y la expresion génica de

las plantas de tomate son modificados con la aplicacion del yodo.



ANTECEDENTES

El Yodo y la salud humana

El yodo no es un elemento catalogado esencial en las plantas terrestres, pero si en
mamiferos. En los humanos este elemento se encuentra ligado a la formacion de
hormonas tiroideas, las cuales son vitales para el crecimiento y desarrollo de érganos
como los reproductivos, el cerebro, nervios, huesos, piel, ufias y dientes (Fisher y
Delange 1998). Adicionalmente se ha relacionado el consumo adecuado de este
elemento con la inhibicion de formacion de ciertos tumores (Aceves y Anguiano
2009) lo que pudiera indicar una serie de funciones de gran importancia, pero ain
desconocidas. De acuerdo con la Recommended Dietary Allowances (World Health
Organization 2007; Andersson et al. 2012) el consumo diario promedio de un adulto
debe ser de 150 pg, mientras que en mujeres embarazadas y en la lactancia la media
debe ser de 250 pg. Sin embargo, se estima que alrededor de dos mil millones de
personas viven con una ingesta insuficiente de este elemento (Mottiar 2013)
provocando los denominados desordenes por deficiencia de yodo (DDY). De acuerdo
con Hetzel (2002) los DDY se refieren a todos los desordenes asociados con la baja
ingesta de yodo y que pueden ser prevenidos asegurando el consumo adecuado del
elemento. EI DDY mas conocido por su clara sintomatologia es el bocio, sin
embargo, en las Gltimas décadas se ha reconocido la presencia de desérdenes menos
obvios desde el punto de vista de la sintomatologia, como un deficiente desarrollo
mental y fisico en nifios, asi como baja productividad de los adultos (Lazarus 2015).

Dinamica del yodo

El principal reservorio de yodo en el planeta es el océano, de aqui es llevado hacia la
atmosfera y posteriormente al suelo, por lo que los sitios mas alejados del mar en
promedio reciben menos yodo (Fuge et al. 1996). El abastecimiento insuficiente de
yodo en la dieta humana se debe principalmente a la distribucion irregular del
elemento en los suelos; dependiendo de la distancia del océano, por ejemplo se ha
estimado que las planicies y las montafias son los suelos mas empobrecidos en el
contenido de este elemento. Y el otro aspecto crucial es la composicién mineral de

las rocas primarias que formaron los suelos (Aston y Brazier 1979).




De las aguas marinas superficiales ocurre una intensa emision de yodo hacia la
atmosfera mediante la produccion de compuestos yodocarbonados (CHsl y CHzl,) y
yodo molecular (I;) (Le blanc et al. 2006; Moore y Groszko 1999). En las zonas
costeras esta actividad es desarrollada principalmente por las algas marinas del
genero Laminaria (Le Blanc et al. 2006). En la atmdsfera los compuestos yodados
reaccionan fotoquimicamente con el ozono (O3) y forman radicales como 1,0,, 1,03
y 1,04 los cuales llegan a formar 1,05, compuesto que forma nanoparticulas que
inducen nucleos de condensacion para la formacion de nubes y subsecuentemente,
mediante la precipitacion ocurrird la deposicion del yodo en el suelo en forma
principalmente de I y 103". De aqui sera distribuido de diferentes maneras: puede ser
volatilizado por accién microbiana, arrastrado de vuelta al océano a través de rios o
fijado en el suelo y en la biomasa (Moreda-Pifiero et al. 2011; Saunders et al. 2012),
constituyendo esto Gltimo el abastecimiento de yodo a los organismos terrestres
como las plantas, animales y humanos (Whitehead 1984). Ver Figura 1.

hv |
?
A - 0 Iluvia Deposicion
F CH,I |
0; HIO 1 CHjl

[
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EEI.I"'F

Emision

Plantas

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del yodo.

En cuanto a los factores edéaficos, el contenido enddgeno de yodo es producto del
desgaste natural de la roca madre y de las propiedades fisicoquimicas del suelo. La
combinacién especifica de estos factores permite la retencion o pérdida de este
elemento por lixiviacion y/o volatilizacion (Whitehead 1984; Moreda-Pifieiro et al.
2011).

La mayoria de los componentes del suelo son minerales derivados del desgaste de la

roca madre. Sin embargo, el material inorganico no solo proviene del desgaste

directo, también pudo haber sido generado en una localidad y ser depositado en otra
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(Johnson 2003). Se ha reportado que el contenido aproximado de yodo en la corteza
terrestre es de 0.25 mg kg™ (Fuge y Johnson 1986). El gran radio iénico del yodo
evita una rapida incorporacion a los minerales de la roca madre, es probable que
debido a esto se encuentren concentraciones uniformemente bajas en la mayoria de
los minerales de las rocas formadoras. Se ha reportado que dentro de los diferentes
tipos de rocas (ver Tabla 1), las igneas contienen menos cantidad de yodo (0.2 mg
kg™') que la roca sedimentaria (1-2.3 mg kg™) y la roca metamérfica no se ha

incluido por falta consistente de datos (Fuge 1996; Fuge 2013).

Tabla 1. Contenido de yodo en algunas rocas comunes.

TIPO DE ROCA CONTENIDO DE YODO (mg/ kg)
Rocas Igneas

Granito 0.25
Otras intrusivas 0.22
Basalto 0.22
Otras volcanicas 0.24
Vidrios volcanicos 0.52
Rocas Sedimentarias

Esquistos 2.3
Arena 0.8
Caliza 2.7
Organicas-ricas en esquisto 16.7

Otros autores han mencionado que la cantidad de yodo obtenido del desgaste natural
de la roca madre es muy poco, sin embargo, se ha demostrado que existe una
importante relacion entre el tipo de roca madre y la cantidad presente de este

elemento (Aston y Barzier 1979; Schnetger y Muramatsu 1996).

En base a lo anteriormente descrito: la esencialidad del yodo en humanos aunado a
una distribucioén irregular sobre los suelos, es lo que ha llevado a la comunidad
cientifica a realizar numerosos intentos para mitigar el déficit en el consumo de este
elemento, siendo la yodatizacion universal de la sal de mesa desde una de las
técnicas mas usadas (De Caffarelli et al. 1997; Zimmermann 2009; Charlton et al.
2013). Sin embargo, a través de los afios se ha demostrado que esta técnica por si
sola es insuficiente para asegurar el requerimiento total de yodo (De Benosit et al.
2008). Adicionalmente, en la mayoria de los paises industrializados el consumo de

sal de mesa va en disminucion (Hetzel 1989) y se ha demostrado que el yodo en la
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sal de mesa se volatiliza (Laillou et al. 2015). Por otra parte, el consumo de yodo en
formas organicas se considera mas adecuado (Weng et al. 2014), ya que también se
han evidenciado casos de bocio endémico asociado al exceso en el consumo de yodo
inorganico (Zhao et al. 2000). Por lo que la aplicacion de yodo en diversas especies
vegetales de amplio consumo humano ha sido un tema ampliamente estudiado y se
han obtenido resultados alentadores, sin embargo, estos han sido también sumamente
variados dependiendo principalmente de la especie vegetal tratada, la concentracion
y forma quimica del yodo, y el sistema en el cual se lleva a cabo el cultivo
(Medrano-Macias et al. 2016a).

El yodo en plantas terrestres

La concentracion de yodo promedio reportada en tejidos vegetales es de 0.1 a 1 mg
kg™, pudiendo alcanzar hasta 3 mg kg™ o mas. No se ha demostrado una funcién
metabolica del yodo en plantas (Benton-Jones 1998) pero se le reconoce un valor
como micronutrimento benéfico (Borst Pauwels 1961). Actualmente existe poca
informacion acerca de la forma en que el yodo es metabolizado, acumulado o
volatilizado por las plantas terrestres, sin embargo, se ha dilucidado que al aplicar
yodo de forma exdgena en las plantas ocurre un incremento directamente
proporcional en los diferentes tejidos. Ejemplo de esto son los trabajos realizados por
Zhu et al. en 2003, donde realizaron aplicaciones de yodo (como yoduro, yodato u
otras formas quimicas) mediante la solucion nutritiva de un cultivo hidroponico de
espinaca, encontrandose que la cantidad de yodo en los tejidos vegetales se elevo al
aumentar la concentracion en la solucion pero detectando un efecto negativo sobre la
biomasa a concentraciones mayores a 1x10° molar (1.3 mg L™) de yoduro, mientras
que el yodato no mostré tal efecto negativo. En otro estudio llevado a cabo en
espinaca bajo cultivo hidropénico se aplicaron diferentes formas quimicas de yodo
como acido yodo-acético, yoduro y yodato y se comprobd que con concentraciones
mayores a 0 y hasta 1 mg L™ la tasa de absorcion del yodo aumenté linealmente en
respuesta a la concentracion, manteniendo una proporcion de concentracion de 1:1 en
raices y hojas y se mostro el siguiente orden de acumulacion con las diferentes
formas de yodo CH,ICOO™ I'> 103. Adicionalmente se comprobd que inclusive
con estas bajas concentraciones se obtuvo un incremento de la biomasa en estas
plantas (Weng et al. 2008). Por su parte Blasco et al. (2008) demostraron que
aplicando yodo en concentraciones <5.1 mg L de yoduro (I) en lechuga
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hidroponica se obtuvo una adecuada acumulacion de yodo foliar, la cual fue de 900
Hg g de tejido seco, cantidad que es suficiente para cumplir la demanda diaria de
consumo de yodo en humanos (150 pg dia™®) cuando se consumen entre 17 y 200 g
de tejido fresco de lechuga por semana, ya que esta concentracion no excede la
méaxima cantidad recomendada la cual es de 2 mg por dia. Sin embargo, a
concentraciones superiores a 5.1 mg L™ de yoduro se presentaba una reduccion
significativa en la biomasa, caso que no sucedié aplicando las mismas

concentraciones de yodato.

Voogt et al. (2010) realizaron otro experimento de biofortificacién con yodo en
forma de yoduro y yodato en plantas de lechuga, aplicaron concentraciones muy
bajas de estas formas quimicas, las cuales oscilaban entre 0.013 y 0.129 mg L™,
encontrando que en ninguna de las concentraciones mostraron efecto téxico en las
plantas de lechuga y con la concentracion de 0.129 mg L™ de yoduro obtuvieron una
acumulacion de 0.653 y 0.764 pg | g de tejido fresco, cinco veces menos de la

concentracion obtenida al aplicar yodato.

Se ha concluido que los mejores resultados en cuanto a bioacumulacion se han
obtenido al aplicar los compuestos de yodo en la solucion nutritiva, sin embargo, un
reto mayor es lograr la biofortificacion con yodo en cultivos extensivos llevados a
cabo en el suelo, en donde el sistema edafico es complejo y la cantidad de factores

involucrados es mayor.

Ejemplos de estos esfuerzos son los experimentos realizados por Dai et al. (2004) en
donde realizaron aplicaciones con yodo directamente en el suelo en forma de 105" a
concentraciones de 1 y 5 mg I" por kg de suelo en especies de hoja (espinaca), de
tallo (apio), de raiz (zanahoria) y de tubérculo (papa) encontrando una incremento en
el contenido de yodo directamente proporcional con la concentracion aplicada, sin
embargo, se notd una reduccion de la biomasa en con la concentracion mas alta en
todas las especies tratadas, y con la concentraciéon de 1 mg kg™ ocurri6 una
acumulacién de yodo en las hojas de las espinacas alcanzando 3 mg kg™. Por otro
lado, Hong et al. (2008), biofortificaron con yodo inorganico en forma de 1" y yodo
organico por medio de algas a cuatro especies diferentes (col, zanahoria, lechuga, y
tomate), con el fin de observar la transferencia del yodo del suelo hacia el tejido

vegetal y se encontr6 que los niveles del yodo en los tejidos de los vegetales se

acrecentaron con la adicién del yodo, mientras que la acumulacion de este elemento

10




se presentd de la siguiente forma: raiz > tallo>hoja > fruto y los niveles de yodo
encontrado por especie fue del siguiente modo col >lechuga> zanahoria > tomate.
También se observo una mayor acumulacion de yodo con los tratamientos de I que,
con las formas organicas, sin embargo, con esta especie quimica también se produjo

toxicidad.

Caffagini et al. (2011) realizaron aplicaciones de yoduro y yodato al suelo mediante
irrigacién a concentraciones de 500 y 1000 mg L™ y 500, 1000, 2000 y 5000 mg L,
respectivamente, en plantas de cebada, maiz, tomate y papa. Encontrdndose
resultados favorables Unicamente en los frutos de tomate y tubérculos de papa,
alcanzando concentraciones de 272 a 6245 pg | por cada 100 g de peso fresco y de
527 a 5375 g | por cada 100 g de peso fresco, respectivamente. Las concentracion
de yodo alcanzada en los frutos de tomate de las plantas tratadas con yoduro a 500
mg L™ fue siete veces méas elevada que la concentracion alcanzada con la aplicacion
de yodato en 500 mg L™ (3900-527 pg g 100 g). De igual modo sucedié en el caso
de los tubérculos de papa, en donde la concentracion alcanzada con la aplicacion de
yoduro a 500 mg L™ fue siete veces mayor que la concentracién alcanzada con la
aplicacion de yodato a 500 mg L™ (1875 versus 272 ug | por 100 g de peso fresco).
Lo cual corrobor6 la mayor facilidad de absorcion del yoduro frente al yodato.

Las discrepancias en los resultados obtenidos en la biofortificacion con yodo en el
suelo, adicional a los factores ya mencionados (especie vegetal, concentracion de
yodo, etc.) se suman la gran complejidad de la dindmica de los procesos de fijacion y
volatilizacion. La materia organica y algunos compuestos inorganicos incrementan la
fijacién del yodo, reducen la volatilizacion pero también reducen la biodisponibilidad
(Whitehead 1974), el potencial oxidoreductivo (Eh) y el pH son otros factores

fisicoquimicos que modifican ampliamente la biodisponibilidad de este elemento.

El yodo contenido en el agua de riego puede ser una fuente importante para las
plantas. Sin embargo, es poco probable que el agua contenga niveles significativos
de yodo en regiones en donde el suelo presente concentraciones bajas del elemento.
La aplicacion de yodo como yodato de potasio en el agua de riego (0.010-0.080 mg
L™ por cuatro semanas) fue efectiva durante cuatro afios para elevar la concentracion
de yodo en suelos y plantas en regiones de China con severa deficiencia de yodo
(Jiang et al. 1998). A su vez Weng et al. (2003) encontraron que al aplicar algas kelp
y tierra de diatomeas al suelo se logrd elevar la disponibilidad de yodo para las
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hortalizas bajo cultivo. Los mismos autores encontraron que la absorcion de yodo por
hortalizas estaba en funcion directa de la concentracion del elemento en el suelo,

hasta alcanzar un limite que se presento diferente para cada especie vegetal.

Lawson et al. en 2015 compararon la cantidad de yodo acumulado mediante la
fertilizacion directa al suelo y por aspersion foliar en plantas de lechuga y col,
encontrando una mayor acumulacién (50 pg I 100 g™ de tejido fresco) mediante la
aplicacion foliar a 0.5 kg | ha™en las plantas de lechuga, pero no en la de col, esto
debido probablemente a la forma del transporte de este elemento. De modo similar
Smolen et al. (2011) encontraron resultados positivos en la acumulacién y
biofortificacion de plantas de lechuga con la aplicacién de KIOz en forma foliar a una
concentracion de 2 kg | ha™. Sin embargo, se ha observado que esta tendencia de
acumulacién de yodo aplicado por aspersion foliar no ocurre en los granos, en donde

el factor de transferencia del yodo es bastante bajo (Hurtevent et al. 2013)

Se ha demostrado que el yodo puede ser absorbido través de la membrana de las
células de la raiz tanto en forma reducida (I") como oxidada (103", sin embargo,

existen grandes variaciones bioquimicas entre ambos procesos de absorciéon.

El yoduro (I) es absorbido a través de canales anidnicos y transportadores haluro/ H*
por accion de la bomba de protones (White y Broadley 2009). Por otro lado, se ha
reportado que absorcion del yodato (103) a través de las raices no es efectuada de
manera directa: este primero tiene que ser reducido a la forma de yoduro,
probablemente catalizado por yodato reductasas e incluso este pueda ser utilizado
como sustrato de las nitrato reductasa (Kato et al. 2013), lo que propicia un absorcion
mas lenta y dosificada en comparacion con la especie quimica reducida (I°). Sin
embrago, debe tomarse en cuenta otros factores, como el medio en el cual se
encuentre la planta, por ejemplo, en el suelo existen numerosos factores que
modifican la especiacion quimica como el pH, la humedad, la microbiota, materia
organica, potencial oxidoreductivo, etc. (Medrano-Macias et al. 2016a). El yodato
bajo condiciones aerobias es termodindmicamente mas estable que el yoduro, por lo
que esta predominara (Shetaya et al. 2012). Adicional a este hecho, el yoduro es
facilmente volatilizado de este sistema por accion microbiana y finalmente es
atrapado por el humus de la materia organica por lo que se vuelve poco disponible

para las plantas (Kaplan et al. 2014). Sin embargo, cuando las plantas se encuentran
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cultivadas sin suelo, la especie quimica reducida es la de principal captacion y

transportacion debido a los mecanismos previamente descritos.

Por lo que el yoduro bajo estas ultimas condiciones rapidamente alcanza el punto de
toxicidad probablemente debido a una interferencia con la fotosintesis por sus

caracteristicas oxidoreductivas (Weng et al. 2008)

De acuerdo con Itoh et al. (2009) para hacer frente a la fitotoxicidad mencionada,
recientemente se ha descrito que las plantas terrestres son capaces de volatilizar el
yodo en forma yoduro de metilo (CH3l) mediante la catalisis de enzimas como haluro
metiltransferasas (HMT) y haluro-tiolmetiltransferasas (HTMT) dependiente de
adenosilmetionina (SAM). Por lo que el balance entre la acumulaciéon y la
volatilizacién de este elemento esta en funcion de diversos factores como la especie
vegetal misma y la capacidad que esta posee para soportar diferentes concentraciones

de yodo.

La absorcion del yodo a través de las hojas es un mecanismo que no esta
completamente esclarecido, sin embargo, se ha observado que este es capaz de pasar
a través de la cuticula por la “ruta hidrofilica™ (Franke 1986; Michatojc y Szewczuk
2003), asi como por los estomas (Fernandez y Brown 2013). Esta Gltima ruta ha sido
bastante discutida, se ha sefialado que las soluciones aplicadas via foliar simplemente
son inflitradas por el estoma atraves de un flujo dinamico de masas (Sands y
Bachelard 1973), sin embargo, este proceso también ha sido catalogado como
“fisicoguimicamente imposible™ (Schonherr y Bukovac 1972), por lo que una teoria
aceptada es que la absorcion ocurre debido a la alta permeabilidad de la cuticula
alrededor de las celulas guarda (Franke et al. 1967; Eichert y Goldbach 2008).
Adicionalmente se han encontrado mayores indices de absorcién cuando se le afiade

un surfactante a la solucion de yodo.

Una vez en el interior de la planta el yodo es distribuido predominantemente
mediante el xilema (Weng et al. 2009; Dai et al. 2004; Mackowiak y Grossl 1999),
sin embargo recientemente se ha demostrado que este también puede ser movilizado
por el floema, demostrado al estudiar la acumulacién de yodo en los frutos de tomate
(Landini et al. 2011). Por lo que la acumulacion de yodo es llevada a cabo

principalmente en la raiz y una porcion menor es transportada al tallo y hojas,
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encontrdndose que en estas Ultimas el yodo puntualmente se localizé en los

cloroplastos (Weng et al. 2008)

Adicional al valor nutracéutico que el yodo otorga a las plantas de consumo humano,
se ha demostrado que este elemento confiere efectos benéficos, relacionado con el
metabolismo oxido reductivo. Este elemento tiene particularidades fisicoquimicas
que le permiten actuar, bajo ciertas condiciones como donador de electrones es decir
un antioxidante o como aceptor de estos: prooxidante Se cree que constituye uno de
los primeros antioxidantes utilizados por los organismos fotosintéticos, al inicio de la
produccion de oxigeno en la atmosfera primitiva (Venturi y Venturi 2007). Sin
embargo, la accion del yodo como elemento benéfico esta aln en sus inicios. El uso
del yodo como inductor de tolerancia al estrés oxidativo y potencializador en la
sintesis de antioxidantes, mas su valor como biofortificante aporta incentivos

suficientes para la exploracion de este amplio campo.
Quimica del yodo

El yodo es un elemento quimico de nimero atdbmico 53 situado en el grupo de los
halégenos (grupo 17) de la tabla periodica de los elementos. Su simbolo es | y el
peso atémico del isétopo més abundante es de 126.9 g mol™. Quimicamente, el yodo
es el halégeno menos reactivo y menos electronegativo. Como los restantes
halégenos del grupo VII en la tabla periddica, el yodo forma moléculas diatomicas
(1) también nombrado yodo molecular, esta forma tiene gran facilidad por oxidarse o
reducirse, lo que promueve la formacion de una amplia diversidad de moléculas
i6nicas con diferentes estados de valencia por ejemplo el yoduro (I) con una valencia
de -1, el &cido hipoyodoso (HIO) con una valencia de +1, el yodito (10,) con una
valencia de +3, el yodato (103) +5 y el peryodato (10,) +7. Esta propiedad permite
que el yodo muestre la caracteristica capacidad oxido-reductora y a su vez forme
moléculas organicas al unirse con C, H y O, que pueden ser tan pequefias como el

yoduro de metilo (CH3l) o tan complejas como la hormona tiroidea.
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El yodo y su relacion con el metabolismo redox

Efecto sobre la tolerancia al estrés

En base a las caracteristicas quimicas del yodo descritas previamente se tiene que
este es un elemento sensible a cambios redox asi como biofilico (Lu et al. 2010) por
lo que se ha establecido que este pudo tener un rol especifico como antioxidante
inorganico en los mismos organismos fotosintéticos (algas) que iniciaron con la
produccién de oxigeno hace unos tres mil millones de afios. Estos organismos
habitaban en un medio rico en yodo y a su vez tienen gran capacidad de acumularlo.
Sin embargo, termodinamicamente, la reaccion llevada a cabo entre el yodo y una de
los radicales libres méas abundantes (H,O,) es muy lenta (Luther y Cullen 1995), por
lo que los sistemas bioldgicos evolucionaron acoplando este elemento a moléculas
organicas mediante células especializadas en la captacion y acumulacion del yodo
desde las primitivas cavidades gastricas de las poriferas y cordados primitivos hasta

las actuales hormonas tiroideas en mamiferos. (Venturi y Venturi 1999).

En las algas marinas la funcion del yodo como antioxidante esta bien dilucidada; el I
extracelular es usado como donador de e (cofactor) mediante la accion de la enzima
yodoperoxidasa dependiente de vanadio, con el fin de reducir el peroxido a &cido
hipoyodoso (HIO) y finalmente en yodo molecular (I,) tal como se muestra en la

siguiente reaccion:
V-1PO

1) I'+H,0, — HIO +OH"
2)HIO+I” — 1, + H,O

El HIO puede penetrar a través de la membrana o reaccionar de forma espontanea
con el I'y dar lugar al 1, (Colin et al. 2003). Este Gltimo, en condiciones de estrés
oxidativo en bajo nivel, cruza la membrana posterior a someterse a reacciones de
reduccion y es almacenado en la vacuola para estar disponible en caso de un nuevo

ataque oxidativo. Por otro lado, en caso de estrés oxidativo intenso el 1, no es
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almacenado, sino volatilizado a la atmosfera, posteriormente en su participacion
como cofactor de la enzima V-IPO. Y el HIO reaccionara con compuestos organicos
(CHgsl) y a su vez sera volatilizado (Le Blanc et al. 2006; Kupper et al. 2008), ver

Figura 2.
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Figura 2. Esquema del metabolismo antioxidante del yodo. Adaptada de Le Blanc et al.
2006.

Ademas del proceso catalitico en el cual el yodo participa en la neutralizacion del
peréxido, se ha encontrado que este es capaz de reaccionar de manera directa
inactivando radicales superoxido (Oy), radicales hidroxilo (OH’) y oxigeno singlete
(*0,), a una tasa de reaccion incluso mas alta (de 12 a 500 veces) que el ascorbato y
glutation (Kupper et al. 2008).

Sin embargo, el mecanismo por el cual las plantas terrestres son beneficiadas tras la
aplicacion de las diversas especies quimicas de yodo aun no esta establecido, incluso
a la fecha no se caracterizado alguna enzima analoga a la yodoperoxidasa

dependiente de vanadio presente en las algas café.

16




Pero lo que si se ha encontrado en algunos estudios es el incremento de antioxidantes
(Medrano- Macias et al. 2016b) que otorga la capacidad de hacer frente a ciertos
tipos de estrés abiotico como salinidad y metales pesados (Leyva et al. 2011; Gupta
et al. 2015).

Dey(néePathak) y Mukherjee en 1984 trataron semillas de soya y girasol con yodo y
carbonato de calcio reduciendo el dafio fisioldgico ocasionado por alta temperatura y
humedad, de modo similar las semillas de colza tratadas con yodo mejoraron la

supervivencia de los individuos en pruebas de deterioro (Powell et al. 2005).

El deterioro de las semillas esta principalmente asociado con el oxidativo estrés (Sun
y Leopold 1995) por lo que se deduce en base a los estudios anteriores que tal

deterioro fue inhibido por la probable accion antioxidante del yodo.

Se ha concluido, que el estado del arte carece de informacién acerca de la induccién
a la tolerancia al estrés oxidativo otorgado por el yodo a las plantas y cuél es la mejor

forma en hacer uso de este.
Incremento del contenido de antioxidantes

El efecto de la aplicacion de yodo sobre los antioxidantes ha demostrado ser muy
variado, al igual que para el caso de biofortificacion, este es dependiente de la
especie vegetal, del tipo de cultivo, de la especie quimica del yodo, concentracién,
dosis, etc. Sin embargo, se ha observado una mejor respuesta en el incremento de
estos con la aplicacién de yodato que con la de yoduro, sobre todo hablando en
términos de incrementar el contenido antioxidante sin afectar el crecimiento de la

planta.

Blasco y colaboradores han estudiado ampliamente el impacto del yodo en el
metabolismo antioxidante en plantas de lechuga bajo cultivo hidropénico, en su
primer ensayo encontraron un incremento en la concentracion de compuestos
fenolicos, acido ascorbico y potencial antioxidante, sin embargo, se observo que el
mayor incremento se presento con las concentraciones mas altas de Kl (> 45 uM)
pero teniendo una drastica reduccion de la biomasa, en cambio el 103 no evidencid
este dafio (Blasco et al. 2008). Posteriormente realizaron aplicaciones de Kl y KIO3
encontrando que la aplicacion de Kl a 80 puM indujo una reduccion en la actividad de
SOD y un incremento en CAT vy L-galactano deshidrogenasa asi como los

antioxidantes no enzimaticos glutatién y ascorbato, sin embargo, este resultado no
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fue favorable puesto que se notd un dafio sobre el crecimiento de las plantas. Por otro
lado, la aplicacién de KlOs; produjo un incremento en la actividad enzimética de
CAT, SOD y APX, principales enzimas en la destoxificacion causada por especies
reactivas del oxigeno (ROS), también se encontré un incremento en el acido
ascorbico, comprobando el efecto benéfico de esta especie quimica sin evidenciar
toxicidad mediante la reduccion de biomasa o peroxidacion lipidica (Blasco et al.
2011). En un estudio mas reciente se demostrd un incremento en el potencial
antioxidante y acumulacion en compuestos fendlicos tras la aplicacion de KIO; a

concentraciones de 20 y 40 uM (Leyva et al. 2011).

Smolen et al. en 2015 reportaron que con la aplicacion de KIOz a concentracion de
7.88 UM se incrementd el contenido de acido ascorbico y compuestos fenolicos
totales; de modo similar Garcia-Osuna et al. (2014) reportaron un incremento en el
acido ascorbico en plantas de Opuntia ficus indica sembradas en suelo bajo
condiciones de microtunel con la aplicacion de K103 a una concentracion de 100 pM.

En un estudio llevado a cabo en plantas de soya cultivadas en contenedores con suelo
y composta se observo que al aplicar KIOz a concentraciones de 20, 40 y 80 uM se

incrementaron las actividades enzimaticas de APX y SOD (Gupta et al. 2015)

Los hallazgos observados respecto a la aplicacion de yodo como elemento benéfico
requieren estudios integrales en los cuales se involucren de manera conjunta otros
aspectos como la interaccion con otros elementos, asi como la expresion de genes.
En el presente trabajo se evaluo la aplicacién de yodo, en plantulas y plantas adultas
de tomate, bajo un disefio experimental factorial, determinando el efecto sobre el

crecimiento, antioxidantes, contenido mineral y expresion de genes.
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MATERIALES Y METODOS

Etapa 1: Determinacion del crecimiento, antioxidantes y expresion de genes en
plantulas de tomate.

Material bioldgico.

Como material bioldgico fueron utilizadas semillas de tomate tipo saladette variedad
Rio Grande, las cuales producen plantas de crecimiento determinado, de precocidad
relativa, resistente a Fusarium raza 1 y 2 asi como a peca bacteriana. Las semillas
fueron tratadas previamente con fungicidas y fueron adquiridas de la casa comercial

Hydro Environment.

Condiciones de crecimiento.

El experimento se llevo a cabo en el afio 2013, en un invernadero de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México, ubicado a 25° 21’
12.8”’ latitud norte y 101° 01° 51.9”” longitud oeste. La siembra se realiz6 en vasos
de poliestireno de 355 mL de capacidad, con el uso de sustrato peat moss y perlita en
una proporcion 5:1 respectivamente. Al colocar el sustrato en los vasos este fue
humedecido a tal grado que permita moldear figuras con el pufio. En la siembra se
colocé una semilla de tomate por cada vaso a 0.5 cm de profundidad, una vez
sembrado se aplico riego hasta percolacion por los orificios en el fondo del vaso,
posteriormente se cubrieron con poliestireno negro en un sitio cerrado durante 9 dias
hasta la germinacién. Una vez que aparecio la primera plantula, los vasos fueron
fijados en un lugar del invernadero hasta el muestreo de estas. Se mantuvo la
humedad del sustrato en un 80%, la temperatura promedio del invernadero fue de

20.7 °C, la radiacién méxima de 741 Wm™y la humedad relativa de 62.8 %. El riego
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se llevo a cabo diariamente de forma manual. EI manejo y cuidado del cultivo se hizo

de acuerdo con lo establecido por Villasanti y Pantoja (2013).

Fertilizacion.

En la produccidn de plantulas de tomate se utiliz6 la solucidn nutritiva propuesta por
Steiner (Steiner 1964) diluida al 25%, la C.E. y el pH de la solucion nutritiva fueron
1.0 dS m™y 6.5 respectivamente. La aplicacion se inici tres semanas posteriores a la

siembra y se continud con aplicacion diaria hasta el muestreo (ver Tabla 2).

Tabla 2. Componentes de la solucidn nutritiva de Steiner (Steiner 1964)

Macronutrientes gr L?
KH,PO,4 0.135
MgS0, .7H,0 0.5
Ca(NO3)2.4H,0 1.07
KNO; 0.3
K,SO, 0.4

Micronutrientes mg L™
HBO, 55
MnSO, 0.7
ZnS0, 0.3
CuSO, 0.07
H,Mo0, 0.7
Fe quelado 3

Tratamientos.
Las aplicaciones de los tratamientos con yodo se iniciaron cuatro semanas

posteriores a la siembra, siguiendo un disefio experimental completamente aleatorio,
con soluciones de yoduro y yodato de potasio, a concentraciones de 1 uM

diariamente o 100 uM quincenalmente, aplicadas al sustrato o por aspersion foliar,
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tal como se muestra en la Tabla 3. Asi mismo se colocaron plantulas testigo a los

cuales sdlo se les aplicd solucidn nutritiva al sustrato.

Se hicieron diez repeticiones por tratamiento, siendo una unidad experimental una

plantula, dando un total de nueve tratamientos.

Tabla 3. Concentraciones de la aplicacion de las soluciones de yodo.

Forma de Forma de Concentracion Concentracion Tiempo de Abreviacion
Yodo aplicacion de Yodo (uM) de Yodo (mgL™) Aplicacion
Yodato Foliar 1 0.126 diaria 105(F) D
Yodato Sustrato 1 0.126 diaria 105(S)D
Yoduro Foliar 1 0.126 diaria I(F) D
Yoduro Sustrato 1 0.126 diaria I(S) D
Yodato Foliar 100 12.6 Quincenal 105(F) 15D
Yodato Sustrato 100 12.6 Quincenal 105(S)15 D
Yoduro Foliar 100 12.6 Quincenal I(F) 15D
Yoduro Sustrato 100 12.6 Quincenal I(S) 15D
Muestreos

Bajo un muestreo completamente al azar, se tomaron tres plantulas a los 56 dias
posteriores a la siembra, por cada forma de aplicacién del yoduro y del yodato para
analisis bioquimicos y expresion génica, asi como también se muestrearon cinco
plantulas por cada forma de aplicacion de yodo para el anélisis de biomasa y otras
variables agronomicas. Las muestras para variables bioguimicas y genicas
consistieron en hojas jovenes, completamente expandidas y para las variables

agrondmicas se tomo la planta completa (raiz, tallo y hojas).
Evaluacion de las variables de crecimiento.
Biomasa.

Las plantulas se dividieron en tallo, raiz y hojas, y se pesaron utilizando una balanza
digital marca OHAUS®. Posteriormente, se colocaron en un horno de secado a 60 °C

hasta obtener peso constante. El peso inicial y final se expreso en gramos.
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Altura.

La altura fue medida con cinta métrica flexible desde la base del tallo hasta el apice.

Los resultados fueron expresados en centimetros

Numero de hojas.

El nimero de foliolos fue cuantificado por cada hoja compuesta.

Evaluacion de antioxidantes.

Extraccion

El tejido vegetal se congelé a -20 °C y fue llevado a liofilizacion por 24 hrs. Se
maceré con mortero de mano y se pesaron 200 mg de este tejido pulverizado,
posteriormente fue pasado a tubo para centrifuga méas 20 mg de polivinil pirrolidona,
se le afiadié 1.5 mL de 0.1 M de buffer de fosfatos pH 7.2 y fue sonicado por 10
min., posteriormente se sometié a microcentrifugacion a 12000 rpm por 10 min a
4°C, el sobrenadante se recolecto y filtr6 con una membrana de nylon (Ramos et al.
2010). Finalmente se diluy6 en una proporcion 1:15 con buffer de fosfatos.

Cuantificacidn de proteinas totales.

Se utilizo la técnica colorimétrica de Bradford (1976) para la cuantificacion de
proteinas. Iniciando con la construccién de una curva de calibracion usando como
estandar albumina sérica bovina; mediante la cual se interpolaron los resultados de

las muestras del tejido de tomate.

Actividad catalasa

La actividad de la catalasa fue cuantificada mediante espectrofotometria. Se llevo a
cabo midiendo dos tiempos de reaccion, tiempo 0 y tiempo 1 minuto, la mezcla de
reaccion se prepar6 como se muestra en la Tabla 4. La reaccion se efectud en tubos
eppendorff, a una temperatura de 20 °C sometiéndose a agitacion constante. Se
monitore0 la cantidad de perdxido de hidrégeno consumido, mediante una curva de

calibracion previamente trazada del perdxido a 270 nm.
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Tabla 4. Especificaciones de la mezcla de reaccién para la cuantificacion de la actividad
enzimética de catalasa.

Blanco TO T1

(0 min reaccién) (1 min reaccion)
Extracto Protéico 0.1 0.1 0.1
Peréxido 100 mM 0 1 1
Buffer fosfatos 1 0 0
H,SO, 5% 0.4 0.4 0.4

Actividad Superéxido Dismutasa

Se realizd mediante el kit para determinacion de Sod de Sigma 19160. La cual tiene
como principio la oxidacién del colorante WST (Water soluble tetrazoliumsalt) a
WST- formazan por los iones superdxido formados mediante el conjunto xantina
oxidasa (XO)/xantina (X). La inhibicion de la oxidacion del WST es atribuido a la

neutralizacion de los radicales superoxido por la SOD. Tal como se ejemplifica en la

Figura 3.
Xantina
0, 20, WST 1 Formazan
H;0; 20" WST 1
acido urico

0, + H,0,

Figura 3. Esquematizacion del principio de la cuantificacion de la actividad
enzimatica de la SOD

Actividad Glutatién Peroxidasa

Se utilizo el método modificado por Xue et al. (2001) usando H,O, como sustrato
(ver Figura 4). Se colocaron 0.2 mL del sobrenadante en un tubo de ensayo mas 0.4

mL de glutation reducido 0.1 M y 0.2 mL de Na,HPO, 0.067 M. Esta mezcla fue
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pre-calentada a en bafio de agua a 25 °C por 5 minutos, posteriormente se le
agregaron 0.2 mL de H;0, a 1.3 mM para iniciar la reaccion catalitica. Se dejo
reaccionar por 10 min y fue detenida mediante la adicion de 1 mL de acido tricloro
acetico al 1%. Esta mezcla de reaccion fue puesta en bafio de hielo por 30 min.
Enseguida esta mezcla fue centrifugada a 3000 RPM por 10 min., finalmente 0.48
mL del sobrenadante se colocaron en la celdilla y se le agregaron 2.2 mL de 0.32 M
de NapHPO, y 0.32 mL del colorante 5,5 ditio-bis-2 acido nitro benzoico (DTNB) 1
mM. Se leyo en espectrofotometro UV-VIS a 412 nm.

HOOC S.. 2GSH .
9

TS vt . ’ Glutation
5.5 ditio-bis-2 acido nitro benzoico Felbitana
(DINB)

HOOC

i - GSSG

NADH

Figura 4. Mecanismo de la deteccion del glutation mediante DTNB para la

cuantificacién de actividad enzimética de glutation peroxidasa (Rahman et al. 2006)

Ascorbato Peroxidasa.

La técnica para la cuantificacion de la actividad de la ascorbato peroxidasa se llevé a
cabo de acuerdo a lo establecido por Nakano y Asada (1987). En un volumen final de
2 mL se afiadieron 0.1 mL del sobrenadante que contiene la enzima, 0.5 mL de 10
mg L™ de ascorbato y 1 mL a 100 mM de H,0O,, a una temperatura de 22 °C después
de 1 min, la reaccion se detuvo con 0.4 mL de H,SO, al 5%. Se cuantifico la tasa de

oxidacion del ascorbato mediante la disminucion de la absorbancia a 266 nm.

Determinacion del Glutation

Se realiz6 espectrofotométricamente mediante la reaccion con 5,5 ditio-bis-2 acido

nitrobenzoico (DTNB). Se colocé en un tubo de ensayo 0.48 mL del extracto y se le
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agregaron 2.2 mL de fosfato dibasico de sodio Na;HPO,4 0.32 M mas 0.32 mL del
colorante DTNB 1 mM. Se mezcld perfectamente y se ley6d en espectrofotometro
UV-VIS a 412 nm (Xue et al. 2001) la absorbancia obtenida fue interpolada en la

curva de calibracion previamente estandarizada con glutation reducido.

Determinacion de Compuestos Fendlicos Totales

Se pesaron 200 mg del tejido liofilizado, el contenido de compuestos fenolicos
totales se extrajo agregando 1 mL de la solucion agua: acetona en una proporcion 1:1
(Yu y Dahlgren 2000). Se sometié a vortex por 30 seg., posteriormente se sonificd
por 5 minutos, finalmente se sometid a ultracentifugacion a 4 °C a 12500 rpm por 10
min. Se retird el sobrenadante y la cuantificacion se efectud colorimétricamente
mediante el reactivo Folin-Ciocalteu. La mezcla de la reaccion se realizé de acuerdo
a la Tabla 5. Una vez hecha la mezcla de reaccién fue sometida a vortex y finalmente
fue colocada a 45 °C durante 30 min para que la reaccion fuera efectuada (Sultana et
al. 2009; Nsor-Atindana et al. 2012). La curva de calibracion se trazé con acido
galico a concentraciones de 1, 5, 7.5, 10 y 12.5 mg L™ siguiendo el mismo protocolo
para las muestras. Los resultados fueron expresados en mg de acido galico g™ de

tejido seco.

Tabla 5. Mezcla de reaccion para la cuantificacion de fenoles totales.

Blanco Muestra
Extracto Fendlico (mL) 0 0.050
Solucién agua:acetona 0.050 0
Folin (mL) 0.200 0.200
Agua destilada (mL) 5 5

Determinacion Acido Ascorbico
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El &cido ascérbico se determind mediante cromatografia de liquidos del extracto
agua: acetona antes mencionado, usando las condiciones cromatogréficas que se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones cromatograficas para la cuantificacion del ASC.

Fase Movil NaH,P0O,50 mM pH 2.8
Longitud de onda 230 nm

Flujo 1.0 mL min™

Fase estacionaria Aquasil C-18
temperatura 60 °C

Tiempo de corrida 15 min

Andlisis de expresion génica.

Extraccion de ARN

El tejido congelado fue macerado con nitrégeno liquido, posteriormente se pesaron
100 mg tejido en un tubo de 2 mL, e inmediatamente se agregé 1 mL del reactivo
TRI. Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se agregaron
200 pL de cloroformo y se agitdé vigorosamente hasta que se tuvo un aspecto
lechoso, la mezcla se incub6 por 15 min a temperatura ambiente. La mezcla fue
centrifugada a 12,000 g por 15 min a 4°C. Se recuper0 el sobrenadante y se coloco
en un tubo de 2 mL. Se agregaron 500 pL de isopropanol frio y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se centrifug6é a 12,000 g por 10 min a 4
°C. Se removio el sobrenadante y se lavo la pastilla de ARN con 1 mL de etanol al
70% frio, agitando haciendo inversiones del tubo. Se centrifugd a 7,500 g por 5 min
a 4°C. Se removid el sobrenadante y se dejo secar la pastilla aprox. 15 min a

temperatura ambiente. La pastilla de ARN se re suspendi6 con 50 pL de agua DEPC.

Cuantificacién de ARN

Para la cuantificacion del ARN se utilizd un espectrofotometro UV VIS. Primero se
llevd a cabo la medicion del blanco (agua milli Q) y posteriormente las muestras.
Para la medicion de estas se agregaron 2 pL del extracto de cada muestra y 198 uL
de agua milli Q y finalmente se leyeron las absorbancias a 260 y a 280 para obtener

el valor R.
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Calidad del ARN

La calidad del ARN se analiz6 mediante electroforesis desnaturalizante. Utilizando
los datos obtenidos de la cuantificacion de ARN para cada muestra. Se preparé un
gel de agarosa al 1.3%, se sumergié en la cdmara de electroforesis para ARN y se
agregd6 solucion MOPS 1X. Enseguida se cargaron cada una de las muestras en los
pozos. La camara se conectd a la fuente de poder, y se dejé correr a 70 volts por 1
hora 20 minutos. Se sacé el gel de la cAmara con cuidado y se coloco en el
transiluminador para ver las bandas. Se tomaron las fotos y se guardd en la

computadora del transiluminador.

Sintesis de ADN complementario o cDNA.

Se requirieron 2 pg de ARN de las muestras para la reaccion, se aforaron a 5 pL con
agua DEPC, se agreg6 un control negativo con 4 ug de agua DEPC y 1 ug de
random primer. Los tubos se calentaron a 70 °C por 5 minutos en una termo placa,
inmediatamente se pasaron a 4°C por 5 minutos. Se centrifugaron por 10 segundos
en micro centrifuga. Se hizo la mezcla en un tubo de 2 mL agregando 5.5 uL de agua
libre de nucleasas, 4 ul de buffer de reaccion 5X, 3 pl de MgCl,, 1 pl de DNTP mix,
0.5 ul de inhibidor de ribonucleasa y 1 pl de transcriptasa reversa dando un total de
15 pL. Estos 15 pL de la mezcla se agregaron al tubo de la primera reaccion,
posteriormente se colocaron en el termociclador en las siguientes condiciones: 25°C
por 5 min, 42°C por 60 min, 70°C por 15 min y 4°C hold, una vez terminado el

tiempo de reaccion, los tubos se guardaron a -20 °C.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Una vez que se sintetizd el cCADN se llevo a cabo la PCR con cada par de primers
para un gen especifico, en total se probaron dos pares de primers correspondientes a
los dos genes a analizar, ademas de incluir un gen enddgeno. Se realiz6 el coctel

colocando en un tubo de 0.6 mL como se muestra en la Tabla 7:

Tabla 7. Mezcla de reaccion para la realizacién de PCR.

Reactivos Volumen (1X)
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Agua destilada desionizada estéril 18 ul

Buffer para PCR 10x 2.5 ul
MgCI2 (25 mM) 1.5l
dNTPS (25 mM) 0.2 ul
Iniciador 5°-3" (15 pM) 0.83 pul
Iniciador 3"-5"(15 pM) 2.0 pl
Enzima Tag-Polimerasa (5 U/ml) 0.2 ul
TOTAL 24 ul

Se mezclaron los reactivos con la micropipeta, el tubo se depositd en un recipiente
con hielo, posteriormente se depositaron 24 pL del coctel en un tubo de 0.2 pL,
luego se adicion6 1 pL del cDNA de la muestra y se mezclaron con la micropipeta.
Los tubos se introdujeron al termociclador, donde las condiciones de PCR fueron las
siguientes: 10 minutos a 95°C, 30 ciclos (30 segundos a 95°C, 30 segundos de la TM
del iniciador, 1 minuto a 72°C) y 10 minutos a 72°C. Una vez terminado el tiempo de

corrida las muestras se guardaron a -20°C en el congelador.

Las secuencias de los iniciadores utilizados para identificar la expresion de los genes
se realizaron con las secuencias del ARNm de los genes antes mencionados
especificamente para Solanum lycopersicum, para el disefio de los iniciadores se
utilizé el Software Primer designing tool (NCBI), donde se obtuvo la secuencia de
los iniciadores, el tamafio del amplificado y la temperatura de anillamiento (TM).

Se par6 una solucién madre de cada iniciador de 100 pmol/uL y de esta se prepard

una solucion de trabajo de 15 pmol/uL.

La temperatura 6ptima de anillamiento TM de los iniciadores, se determind por
medio del contenido de acidos nucléicos, el cual determino el fabricante de los
iniciadores (Macrogen, Corea).

Una vez obtenido el producto de la PCR, se realiz6 una electroforesis horizontal para
verificar la presencia del amplificado de cada gen (banda), y comprobar con un
marcador molecular las pares de bases de cada banda. En la Tabla 8 se presentan las

secuencias de los iniciadores:

Tabla 8. Descripcion de los primers de los genes analizados.

GEN DESCRIPCION INICIADORES ™ AMPLICON (pb)
(°C)
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CAT Catalasa 1 5’-TACGGTTGGTGCAAGAGGTC 60 167
3’- CAGCACAGGTAAGGTGAGCA

SOD Superoxidodismutasa 5’-TGATGATGGGCCAACTACGG 60 175
3’-ACCCGCATGACGGATTTCAT

G3F Gliceraldehido 3 fosfato 5’-GGAGTCGACCGGTGTTTTCA 60 190
3’- GGGAGCAAGGCAATTTGTGG

Electroforesis horizontal de agarosa al 3%.
En un vaso de precipitado se disolvié 4.5 g de agarosa en 150 mL de buffer TAE 1x

(Trizma base, &cido boérico, EDTA 0.5 M) y se coloc6 en una parrilla de
calentamiento (300°C) hasta que la mezcla se torné transparente. Se dejé enfriar la
agarosa hasta una temperatura de 45°C. La solucion se vertid en un portagel al cual
se le agreg6 un peine, se evitd dejar burbujas en el gel. Se dejo solidificar el gel de
15 a 20 minutos y se removid el peine. Sobre una tira de parafilm se coloc6 una gota
(1 pl) de buffer de carga (50% de glicerol, 1 mM EDTA, 0.2% azul de bromofenol y
60 pg/mL de red gel), se colocaron 5 pl del ADN de una muestra (4 pl de marcador
molecular 100 pb marca Axygen) y se mezcld succionando y expulsando de 5 a 10
veces. La mezcla se colocé en un pozo del gel, se colocd en la camara de
electroforesis y se agregd un volumen de buffer TAE 1x hasta cubrir completamente
el gel. Las muestras se fraccionaron a 90 volts por 45 minutos. En el transiluminador

de luz UV, se visualiz6 la banda correspondiente a cada gen.

Andlisis semi-cuantitativo de la expresion de genes

Se realizd6 mediante el analisis por densitometria de imagen utilizando el software

ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Con este analisis se obtuvieron los datos

numéricos de la expresion de los genes objeto.

Andlisis estadistico

Con los datos obtenidos de las variables de crecimiento, antioxidantes y expresion de
genes se hizo un anélisis de varianza (p < 0.05) y una posterior prueba de

comparacion medias Tukey (p < 0.05) usando el software estadistico InfoStat (2008).

29



http://rsbweb.nih.gov/ij/

Etapa 2: Determinacion del crecimiento, antioxidantes y contenido mineral en

plantas adultas de tomate.

Material bioldgico.

Como material bioldgico fueron utilizadas semillas de tomate tipo saladette hibridas
Toro, las cuales producen plantas de crecimiento determinado, de precocidad
relativa, resistente a Fusarium raza 1 y 2. Las semillas fueron tratadas previamente

con fungicidas y fueron adquiridas de la casa comercial Harris-Moran.

Condiciones de crecimiento.

El experimento se llevo a cabo en el afio 2015, en las mismas instalaciones descritas
en la etapa 1. La produccion de plantulas de tomate se realiz6 en charolas de
poliestireno, con el uso de sustrato peat moss y perlita en una proporcién 1:5
respectivamente. En la siembra se coloc6 una semilla a 0.5 cm de profundidad, una
vez sembrada se aplicd riego hasta percolacion por los orificios de la charola,
posteriormente se cubrieron con poliestireno negro en un sitio cerrado durante 9 dias
hasta la germinacion. Una vez que aparecio la primera plantula, las charolas fueron
fijadas en un lugar del invernadero hasta el trasplante. Se mantuvo la humedad del
sustrato en un 80%, esto se consigue al humedecer los contenedores hasta el punto
que escurra por la parte inferior. La forma del riego se realizé directo al sustrato. Se
utilizé un fotometro digital (data logger) para medir la intensidad de la luz. Estos
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manejos agrondémicos se llevaron a cabo de acuerdo a lo establecido por Villasanti y
Pantoja (2013).

Trasplante

El trasplante de las plantulas fue a los cincuenta dias posteriores a la siembra. Dichas
plantulas contaban con cuatro hojas verdaderas, habian explorado todo el sustrato de
cada una de las cavidades de la charola y el tallo contaba con ligera lignificacion, es
decir, habian sido regadas una sola vez en los ultimos cinco dias. Las plantulas al
trasplantarse se colocaron en el centro de una maceta de 10 L con una distribucién de
cinco plantas por m? cada plantula tenia cepellon completo para evitar el

rompimiento de las raices.

Tratamientos

Los tratamientos de yodo se iniciaron quince dias posteriores al trasplante, fueron
aplicados siguiendo un arreglo factorial. Los factores fueron: concentracién y los
niveles 0, 1 (0.126 mg L™) y 100 (12.6 mg L) pM, especie quimica, con dos niveles
yoduro (KI) y yodato de potasio (KIO3), forma de aplicacion con los niveles al
sustrato y aspersion foliar y finalmente tiempo de aplicacion; quincenal y diaria. Se
realizaron diez repeticiones por tratamiento, siendo una unidad experimental una
planta y dando un total de veinticuatro tratamientos, ver Tabla 9.

Tabla 9. Descripcion de la aplicacién de los tratamientos de yodo mediante factores y niveles

empleados en las plantas de tomate.

Factor Niveles
Concentracion (UM) 0

1

100
Especie quimica Kl

KIO;
Forma de aplicacion Sustrato (S)

Foliar (F)
Tiempo de aplicacién Diario (D)

Quincenal (15 D)
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Los tratamientos puestos al sustrato fueron aplicados manualmente directo a la base
del tallo, 50 mL de cada solucién y la aplicacion foliar se aplicé mediante aspersor

en el has y envés de cada foliolo evitando el escurrimiento.

Muestreo

Cien dias posteriores al trasplante se muestrearon completamente al azar cinco
plantas para la medicion de antioxidantes, las hojas mas jovenes completamente
expandidas, asi como un fruto en madurez de consumo (en color #6 en escala

USDA), se colocaron en congelacion a -20°C para posteriormente ser liofilizadas.

Y para la medicion de minerales y biomasa se tomaron completamente al azar otras
cinco plantas, sin embargo, para este muestreo se colectaron las plantas completas, se
seccionaron por érganos (hojas, tallos, raices) y se colocaron en un horno para su
deshidratacion y posterior analisis.

Evaluacion de variables de crecimiento.

Las variables de crecimiento fueron medidas del mismo modo descrito para la etapa
1.

Evaluacién de antioxidantes.
Los antioxidants enzimaticos SOD, CAT, APX, GPX asi como los no enzimaticos
ascorbato (ASC, DHA y ascorbato total) fueron extraidos y cuantificados tal como se

describe en la etapa 1. Los analisis adicionales se describen a continuacion:

Potencial éxido-reductivo (ORP)

Fue medido con el uso de un potenciémetro marca Hanna HI 2211 en el extracto de
las biomoléculas inmediatamente después a haberse obtenido, las unidades fueron

expresadas en milivoltios.

Potencial antioxidante (PA)

Se efectué mediante la tecnica del DPPH (1,1-difenil-2-pricrilhidrazil), la forma
oxidada de este radical absorbe a un maximo de 540 nm vy la inihibicion en la
oxidacion es atribuido directamente a la presencia de antioxidantes. La absorbancia

fue leida en un lector de placas marca ELx800 mediante el uso de placas de 96
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pocillos. Se traz6 una curva de trolox y los resultados fueron expresados en unidades

de mM de equivalentes trolox.

Analisis de Minerales.

Digestién acida

Se pes6 1 g. del tejido de las muestras deshidratadas de cada 6rgano y fueron
colocadas en un vaso de precipitado, se le adicionaron 30 mL de una mezcla 3:1 de
acido perclorico y nitrico, por un periodo de 2 horas, posteriormente fueron
colocadas en una plancha de calentamiento hasta la clarificacion de la mezcla.
Finalmente fue aforado con agua destilada a 100 mL y filtrado con papel Whatman
#11 (AOAC 1990).

Determinacién de Minerales

De la extraccion 4acida fueron analizados mediante un espectrofotometro de
absorcion atomica (AA) marca Varian spectra-240 fs con flama los siguientes
elementos K, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn y Cu. El Nitrégeno (N) fue analizado mediante la
técnica de micro Kjeldahl (Muller 1961) y el fosforo (P) mediante la técnica
espectrofotométrica del acido aminonaftolsulfonico (ANSA) de acuerdo con AOAC

(1990) Todos los resultados fueron reportados en unidades de mg kg™.
Analisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico multivariado, transformando las variables originales
a sus componentes principales (ACP) usando el paquete estadistico R version 3.1.1.
Este andlisis estadistico fue aplicado para cada uno de los factores analizados en los

tres conjuntos de variables: crecimiento, antioxidantes y minerales en hojas y frutos.
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En esta etapa la finalidad fue realizar un andlisis estadistico multivariado para
observar la tendencia en conjunto de variables, en la etapa 1 se realiz6 un analisis

univariado, a manera de observar el comportamiento de cada una de estas.

RESULTADOS

Etapa 1: Determinacion de crecimiento, antioxidantes y expresion de genes en
plantulas de tomate

Variables de crecimiento.
Biomasa.

El analisis de varianza y una posterior prueba de medias de Tukey, indicaron que los
resultados obtenidos en la acumulacién de biomasa de las plantulas de tomate
tratadas con yodo de forma diaria, tanto yodato (I03) como yoduro (I) aplicados al
sustrato fueron de 2.25 y 2.26 g. de peso seco total respectivamente, siendo este
superior estadisticamente (p<0.05) a las plantulas testigo, las cuales presentaron 0.93
g. de peso. Se puede observar en la Figura 5, que las plantulas sometidas a
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tratamientos de yodo aplicado diariamente (a excepcion de la aplicacion diaria de I

foliar) muestran una tendencia de mayor acumulacién de biomasa, que las tratadas en

forma quincenal a los 56 dias posteriores a la siembra.

Figura 5. Comparacion de la biomasa total de las plantulas tratadas con yodo y las

testigos. Medias con la misma letra dentro de la columna no difieren estadisticamente

(P>0.05)

Altura

De acuerdo al anélisis de varianza y la posterior prueba de medias Tukey, se

encontrd6 que ninguno de los tratamientos con yodo promueve una diferencia

estadisticamente significativa (p> 0.05) en la altura de las plantulas, comparandolas

con las plantulas testigo, tal como se puede observar en la Figura 6, esto comparado a

los 56 dias posteriores a la siembra.
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Figura 6. Comparacion de la altura de las plantulas tratadas con yodo y las testigos.
Medias con la misma letra dentro de la columna no difieren estadisticamente.
(P>0.05)

NUmero de hojas.

Respecto al nimero de hojas producidas después de 45 dias de aplicar yodo, el
analisis de varianza y la prueba de comparaciones de medias de Tukey, indicaron que
no hay diferencias estadisticamente significativas, entre las plantas tratadas con yodo

y las plantas no tratadas, tal como se puede observar en la Figura 7.
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Figura 7. Comparacion del namero de hojas de las plantulas tratadas con yodo y las
testigos. Medias con la misma letra dentro de la columna no difieren

estadisticamente. (P>0.05)
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Evaluacidn de antioxidantes.

El analisis de varianza y las pruebas de medias de Tukey mostraron que cuatro
tratamientos de yodo redujeron el % de actividad enzimatica de la SOD en las hojas
de las plantulas, dichos tratamientos fueron dos de aplicacion quincenal (I” sustrato y
foliar) y dos de aplicacion diaria (103" y I foliar). En el caso de las enzimas
encargadas de neutralizar a los radicales perdxido (CAT, APX y GPX) no se
encontraron diferencias estadisticamente significativos (P>0.05) comparando los

tratamientos con los testigo.

Respecto a los antioxidantes no enzimaticos, se observé que la concentracion del
glutation se incrementd con la aplicacion de I' y 105 aplicados al sustrato cada
quince dias, asi como la aplicacion diaria de 1" via aspersion foliar. Adicionalmente la
concentracion de acido ascorbico (ASC) se incrementd con la aplicacion diaria de I’
por aspersion foliar en comparacion con las plantas testigo. El contenido de
compuestos fendlicos totales no evidencié una diferencia estadisticamente

significativa (p= 0.05) en comparacion con las plantas testigo (ver Tabla 10).
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SOD = superoxido dismutasa; CAT = catalasa; APX = ascorbato peroxidasa; GPX = glutation
peroxidasa; GSH = glutation; ASC = ascorbato; Ft = fenoles totales.

Los niveles de significancia se presentan por el valor de P ( P>0.05) no significativo (NS), con el
valor p (P<0.05) *significativo, **altamente significativo (P<0.01). Medias con la misma letra dentro
de columna no difieren estadisticamente (P > 0.05). IO3™ (yodato), I (yoduro). Los valores pequefios
de Ul se anotaron con notacién cientifica base 10.

Andlisis de la expresion génica.

Anadlisis de la calidad del ARN
Después de un proceso de estandarizacion se procedié a extraer el ARN de tejido

fresco de hoja a partir de las cuales se obtuvieron bandas definidas y a una
concentracion adecuada al ser analizadas en electroforesis en gel de agarosa (ver
Figura 9). Posteriormente se procedi6 a hacer una lectura del ARN mediante
espectrofotdmetro UV-VIS para obtener la relacién entre acidos nuclé icos (260 nm)
y proteinas (280 nm) con la finalidad de verificar la calidad y cantidad del ARN
obtenido.
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Andlisis semi-cuantitativo de la expresion del gen CAT (Catalasa).

El analisis de la expresion del gen CAT en de las plantulas no pudo efectuarse, es
decir no se observd la expresion del gen evidenciado por la ausencia de las bandas
(Figura 9, carriles 4, 5, 6 y 7), sin embargo, los genes enddgenos actina y G3F si

fueron amplificados tal como se observa en la Figura 9, carriles 2 y 3.




Figura 9. Electroforesis para la semi cuantificacion de la expresion del gen CAT. 1. Marcador de peso
molecular (marca Bioline), 2. Amplicon actina, 3. Amplicén gliceraldheido 3-fosfato, 4-7.
Repeticiones muestras para la amplificacion de gen Catl de hojas de plantulas tratadas con 105 F 15

D.

Andlisis semi-cuantitativo de la expresion del gen SOD (Superéxido dismutasa).

El anélisis semi-cuantitativo de la expresion del gen SOD1 en las hojas de las
plantulas de tomate mostraron un incremento de seis veces y media en la densidad
relativa por la aplicacion quincenal, ya sea de I y 105" directamente al sustrato
respecto al testigo; el resto de los tratamientos no evidenciaron una modificacion

estadisticamente significativa (p>0.05) (ver Figura 10).
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Figura 10. Electroforesis para la semi-cuantificacion de la expresion del gen SOD1. a) Grafica de la
expresién del gen SOD1 en unidades de densidad relativa de los diferentes tratamientos con yodo. NO
b) Andlisis electroforético de la expresion del gen SOD1 en plantulas de tomate usando como control
interno G3F.

Etapa 2: Determinacion de crecimiento, antioxidantes y contenido mineral en

plantas adultas de tomate.

Variables de crecimiento.

Respecto a las variables de crecimiento se encontrd0 que la aplicacion de la
concentracion 100 uM de yodo ejercié una correlacion positiva con el nimero de
hojas y el rendimiento, caso contrario a lo encontrado para la concentracion 1 uM en

la cual solo se registro una relacion positiva con la altura.

En cuanto al factor especie quimica se observo un incremento en todas las variables
de crecimiento tras la aplicacion de 103y una reduccion tras la aplicacion de I. Para
el caso del factor forma de aplicacion se encontré un incremento para la mayoria de
variables de crecimiento con la Unica excepcion del diametro del tallo con la

aplicacion foliar, y hecho inverso con la aplicacion directa al sustrato, finalmente en
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el factor tiempo de aplicacién, la tendencia al incremento en todo el conjunto de
variables es dado por la aplicacion quincenal y resultado opuesto con la aplicacion

diaria, como se puede ver en la Tabla 11.

Tabla 11. Comparacién entre las tendencias al incremento (+) o decremento (-) en el

crecimiento para cada factor analizado mediante componentes principales en las plantas

de tomate.
Factor Concentracion Especie Forma Tiempo
(UM) guimica aplicacion  aplicacion
Variable 0 1 100 | 10; S F D 15D
Biomasa + - + - + = a4 - o=
Altura - + - - + - + - +
Ndmerode - - Ak - 4k - + - +
Hojas
Diametro + - + - + + - - +
Rendimiento - - Ak - “F - + - +

Los factores analizados en el ensayo se encuentran descritos en la Tabla 12 anotando
los coeficientes con que cada variable contribuye al componente principal. Dichos
coeficientes pueden interpretarse como indicadores de la importancia relativa
(considerando magnitud y signo) en cada una de las variables originales de los

componentes principales.

Para el factor concentracion, se obtuvo que con los dos primeros componentes
principales (CP1 y CP 2) se explica el 100% de la varianza. En el componente
principal 1 se explica el 66.8% Yy el componente principal 2 el 33.2%. Asimismo, las
mayores contribuciones del CP 1 estan ejercidas por el nimero de hojas y el
rendimiento y para el CP 2 las variables de biomasa, diametro del tallo y altura, ver
Figura 11 (a).
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Respecto a los factores especie quimica, forma y tiempo de aplicacion del yodo el
componente principal 1 explica el 100% de la varianza, sin embargo, a pesar de esto
el CP 2 es tomado en cuenta por ser necesario para la construccion de los biplots, ver
Figura 11(b, c y d).

Tabla 12. Valores de los componentes principales (CP) para las variables de crecimiento
de las plantas de tomate en cada uno de los factores: concentracion (C), especie quimica

(E), forma de aplicacion (F) y tiempo de aplicacion (T).

CP1 CP2

VARIABLE C E F T C E F T
Biomasa 0.36 0.45 -0.45 -0.45 0.59 0.09 0.02 -0.35
Altura 0.42 0.45 -0.45 -0.45 -0.49 0.15 0.24 -0.17
Numero de 0.53 0.45 -0.45 -0.45 -0.17 0.29 0.35 -0.14

hojas

Diametro 0.37 0.45 045 -0.45 0.57 0.33 0.86 0.88
Rendimiento 0.52 0.45 -0.45 -0.45 -0.24 -0.87 0.24 -0.21
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Evaluacion de antioxidantes.

Hojas

En los resultados obtenidos de las hojas de las plantas de tomate se encontrd que el
mayor efecto sobre el incremento en antioxidantes y minerales fue obtenido tras la
aplicacion de 100 uM de yodo. Esto se puede observar para el caso de la CAT, SOD,
APX, GPX y GSH asi como para los elementos N, Ca, K, Mg, Fe, Mn, Cu y el Zn.
Adicionalmente se encontrd una disminucién para el PA, ASC, DHA, ASC total y el
P. Para el caso de la aplicacion de 1 uM se evidencié un incremento para ORP, P y

Fe y un decremento para ASC y Cu, de igual manera comparandose con el testigo.

Para el factor especie quimica, tras la aplicacion de I” se obtuvo un incremento en la
CAT, SOD, APX, GPX, PA, ASC, P y Zn, a su vez un deceso en el ORP, GSH,
DHA, ASC t, N, Ca, K, Mg, Fe, Mn y Cu. Y bajo la aplicacién de 103" la tendencia

encontrada fue exactamente la inversa.

En el factor forma de aplicacion, se encontr6 la misma tendencia inversa entre la
aplicacion al sustrato y por aspersion foliar, mientras en la primera se evidenci6 un
incremento para la mayoria de las variables evaluadas exceptuando el ORP y el P. Y

la aplicacién foliar solo mostré incremento en el ORP y el P.

Finalmente, para el factor tiempo de aplicacion, la aplicacion diaria evidencié un
incremento en CAT, APX, GPX, GSH, DHA, ASCt, P, K, Mg, Fe, Cu y Zn, por otro
lado, se encontrd una reduccion en SOD, PA, ORP, ASC, N, Cay Mn. Y como ya se
describié previamente el resultado opuesto fue mostrado para la aplicacién

quincenal. Estas tendencias pueden verse en la Tabla 13.
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Tabla 13. Comparacion entre las tendencias al incremento (+) o decremento (-) en antioxidantes y

minerales en las hojas de las plantas de tomate para cada factor analizado mediante componentes

principales.
Factor Concentracion Especie Forma Tiempo
(UM) quimica aplicacion aplicacion
Variable 0 1 100 | 10; S F D 15D
CAT - - + + - + - + -
SOD - E + + = + = - +
APX - - + + - + - + -
GPX - - + + - + - + +
PA + + - + - + - - +
ORP - + - - + - + - -
GSH - - + - + + - + -
ASC + = = + - + = - +
DHA + + - - + + - + -
ASCT + + = - + + 5 + =
N - - + - + + - - +
P - + - + - - + + -
Ca - - + - + + - - +
K + A + - + + - + -
Mg - - + - + + - + -
Fe - + + - + + - + -
Mn - - + - + + - - +
Cu + - + - + + - aF -
Zn - - + + - + - + -

En el factor concentracion, se obtuvo que con los dos primeros CP explican el 100%
de la varianza. En el CP 1 se explica el 70.8% y el CP 2 el 29.2%. Las contribuciones
del CP 1 estan ejercidas con magnitudes muy similares, salvo para las variables de
Cu y Zn, las cuales muestran una contribucién menor. Para el CP 2 las variables que

mas influyeron fueron el ORP, el ASC, P, Mg, Cuy Zn.

Para los factores especie quimica, forma y tiempo de aplicacion el 100% de la
varianza fue explicada mediante el componente principal 1, y teniendo todas las

variables la misma contribucion, ver Tabla 14 y Figura 12.
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Tabla 14. Valores de los componentes principales (CP) para las variables de
antioxidantes y minerales en hojas de las plantas de tomate, en cada uno de los factores:
concentracion (C), especie quimica (E), forma de aplicacion (F) y tiempo de aplicacion

(M.

Variable CP1 CP2
C E F T C F T C
CAT 0.27 -0.23 0.23 0.23 0.07 -0.08 0.22 -
0.06
SOD 0.27 -0.23 0.23 - -0.05 -0.06 0.15 -
0.23 0.01
APX 0.27 -0.23 023 0.23 0.09 -0.06 0.02 0.07
GPX 0.27 -023 023 0.23 0.07 -0.09 - 001
0.15
PA -0.27  -0.23 0.23 - 0.10 -0.06 0.07 -
0.23 0.01
ORP 0.13 0.23 - - -0.36 0.07 0.04 0.02
0.23 0.23
GSH 0.27 0.23 0.23 0.23 -0.05 -0.26 - -
0.65 0.73
ASC -0.18 -0.23 0.23 - 0.31 -0.07 - -
0.23 0.04 0.01
DHA -0.24 0.23 0.23 0.23 0.18 0.07 - 0.05
0.06
ASCT -0.24 0.23 0.23 0.23 0.20 0.07 - 0.04
0.06
N 0.24 0.23 0.23 - 0.20 0.07 - -
0.23 0.04 0.12
P -0.14 -0.23 - 0.23 -0.35 0.21 - 0.01
0.23 0.27
Ca 0.27 0.23 0.23 - -0.03 0.18 0.18 0.28
0.23
K -0.27 0.23 0.23 0.23 0.06 0.05 - -
0.40 0.14
Mg 0.21 023 0.23 0.23 0.25 0.07 031 054
Fe 0.27 0.23 0.23 0.23 0.05 0.07 0.04 0.09
Mn 0.19 0.23 0.23 - 0.29 -0.86 - -
0.23 0.04 0.05
Cu -0.05 0.23 0.23 0.23 0.40 0.11 0.27 0.13
Zn 0.02 -0.23 0.23 0.23 0.41 -0.07 - 0.05
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Figura 12. Gréficas bioplots de componentes principales para las variables de antioxidantes y
minerales en las hojas de las plantas de tomate. Factor de concentracion (a), especie quimica (b),

forma(c) y tiempo (d) de aplicacion del yodo
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Frutos

En los resultados encontrados en los frutos de las plantas de tomate se obtuvo que el
mayor efecto al incremento en antioxidantes y minerales fue tras la aplicacion de 100
UM de yodo. Esto para el caso de CAT, APX, GPX, PA, DHA, ASCT, asi como para
los elementos P, Mg y Mn y una disminucion GSH, Ca, K, y Zn. Con la aplicacion
de 1 uM se encontré un incremento para SOD, ASC, N, Fe y Cu. En el factor
especie quimica, la aplicacion de I" mostro un incremento en la actividad CAT, APX,
GPX, GSH, ASC, DHA, ASC total, ORP y K asi como un decremento para SOD,
PA, ASC, N, P, Ca, Mg, Fe, Mn, Cuy Zn. Y en la aplicacion del 103 la respuesta fue
la opuesta.

En el factor forma de aplicacion se encontrd un incremento en la CAT, APX, GPX,
PA, Ca, Mgy Zn y una reduccion en SOD, ORP, GSH, ASC, DHA, ASC t, N, P, K,
Fe, Mn y Cu bajo la forma sustrato y una respuesta inversa con la forma foliar.

Finalmente para el factor tiempo de aplicacion, la diaria evidenci6é un incremento en
CAT, APX, GPX, PA, ORP, N, P, K, Mg y Cu por otro lado se encontré6 una
reduccién en SOD, GSH, ASC, DHA, ASCT, Ca, Fe, Mn y Zn como ya se describid
previamente el resultado opuesto fue mostrado para la aplicacién quincenal. Dichas
tendencias pueden observarse en la Tabla 15.
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Tabla 15. Comparacion entre las tendencias al incremento (+) o decremento (-) en los antioxidantes y

minerales en los frutos de las plantas de tomate para cada factor analizado mediante componentes

principales.
Factor Concentracion Especie Forma Tiempo
Variable 0 1 100 | I0; S F D 15

ﬂ'

SOD - + - - + - + - +

GPX + - + + - + - + -

ORP - + - + . - + o+ -

ASC - + - - + - + - +

ASCT - -+ + - - + - +

A
+
+
'
+
'

'
+
+
'

Tn
(1]
1
+
1
1
+
1
+
1
+

O
c
1
+
1
1
+
1
+
+
1

Ul
o



Para el factor concentracion, se obtuvo que con los dos primeros componentes
principales se explica el 100% de la varianza. En el componente principal 1 se
explica el 64.5% y el componente principal 2 el 35.5%. Las mayores contribuciones
del CP 1 estan ejercidas por la CAT, APX, GSH, DHA, ASCt, el P, Mn y el Zn,

mientras que para el CP 2 las variables que mas influyeron fueron SOD, Cu y el Fe.

De modo similar a los resultados encontrados en las hojas, para los factores especie
quimica, forma y tiempo de aplicacién, la varianza fue explicada al 100% por el
componente principal 1 y todas las variables mostraron la misma contribucién (ver
Tabla 16 y Figura 13)

Tabla 16. Valores de los componentes principales (CP) para las variables de antioxidantes y
minerales en los frutos de las plantas de tomate en cada uno de los factores: concentracién (C), especie

quimica (E), forma de aplicacién (F) y tiempo de aplicacion (T).

CP1 CP2
Variable C E F T C E F T
CAT 0.27 - 0.23 0.23 0.06 028 042 0.27
0.23
SOD 012 023 -0.23 -0.23 -0.36 = 0.05 =
0.01 0.04
APX 0.27 - 0.23 0.23 0.06 001 0.01 0.02
0.23
GPX 0.18 - 0.23 0.23 031 0.05 -0.03 0.09
0.23
PA 026 023 023 0.23 0.13 - -0.04 0.09
0.01
ORP -0.17 - -0.23 0.23 -0.31 0.01 0.02 0.02
0.23
GSH -0.27 - -0.23 -0.23 -0.07 053 0.75 0.92
0.23
ASC 002 023 -0.23 -0.23 -0.40 0.07 0.03 =
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DHA 0.27 -0.23 -0.23 0.10 0.01 0.03 -

0.23 0.04

N 020 023 -0.23 0.23 -0.27 -0.22  0.02

0.13

Ca -025 023 023 -0.23 0.17 013 0.04 -
0.04

Mg 023 023 023 0.23 -0.22 -0.02 0.04

0.01

Mn 027 023 -0.23 -0.23 -0.07 - -0.06 -

0.01 0.13

Zn -0.27 023 023 -0.23 -0.01 096 0.06 -
0.04
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Figura 13. Gréficas bioplots de componentes principales para las variables de antioxidantes y

minerales en los frutos de las plantas de tomate. Factor de concentracién (a), especie quimica (b),

forma(c) y tiempo (d) de aplicacion del yodo
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DISCUSIONES

Etapa 1: Determinacion del crecimiento, antioxidantes y expresion de genes en
plantulas de tomate.

Variables de crecimiento.

En el presente estudio ninguno de los parametros de crecimiento (biomasa, altura y
numero de hojas) se encontré reducido tras la aplicacion de los tratamientos con
yodo, por el contrario con las aplicaciones al sustrato diarias (1 M) de I' y 103 se
observo un incremento en la biomasa, lo cual es similar a lo obtenido por otros
investigadores, ejemplos de esto se ha encontrado en cultivos en hidroponia con
especies de hoja como espinaca y col china, en donde el crecimiento se incrementa
(Weng et al. 2008b; Zhu et al. 2003) a concentraciones de I' y de 103 tan bajas
como 0.5y 1 uM. Sin embargo, también se ha notado que en este mismo tipo de
cultivo estas especies alcanzan una disminucion de la biomasa a concentraciones que
excedan los 10 uM de I' y con el 103 se ha encontrado una resistencia de hasta 240
MM (Blasco et al. 2008).

Por otra parte, Landini et al. (2011) realizaron un experimento en el cual aplicaron
altas concentraciones de yodo que van desde 5 mM a 20 mM (5000 a 20000 uM) de
I” (K1) en plantas de tomate bajo cultivo en hidroponia y observaron que a pesar de
sufrir signos de toxicidad como clorosis y quemaduras en el borde de las hojas, las
plantas sobrevivieron y produjeron frutos. Por lo que concluyeron que las plantas de
tomate son resistentes a altas concentraciones de yodo ya que fueron capaces de
completar su ciclo reproductivo. De modo similar Kiferle et al. (2013) realizaron un
experimento con plantas de tomate aplicando yodo semanalmente al suelo en
concentraciones de 1, 2y 5 mM de I’y 0.5, 1 y 2 mM de 103, encontrando que la
biomasa de las plantas no se vio disminuida respecto a los testigos salvo con las

aplicaciones de 5 mM de I'.

Las plantulas tratadas en este trabajo, recibieron al final del tratamiento un total de
30 uM de yodo en las aplicaciones diarias y un total de 300 uM en las plantas con
tratamientos quincenales, las cuales se consideran concentraciones altas, comparadas

con las concentraciones utilizadas para la experimentacién en cultivos sin suelo. Lo
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que corrobora lo previamente descrito: las plantulas de tomate son capaces de resistir
grandes cantidades de este elemento, probablemente debido a un equilibrio entre la
acumulacién y/o volatilizacion, lo que convierte a esta especie en una buena opcién

para intentar la biofortificacion, asi como mejorar la tolerancia al estrés.

Evaluacién de antioxidantes.

Se evaluaron las actividades enzimaticas de las enzimas SOD, CAT, APX y GPX, la
actividad enzimatica de SOD fue la Unica que respondio a los tratamientos aplicados.
El andlisis de actividad SOD demostrd una tendencia a la disminucion en algunos de
los tratamientos aplicados, y otros no presentaron cambios significativos respecto al

control

Los tratamientos que mostraron disminucion en la actividad enzimatica de SOD
fueron: I foliar y I al sustrato aplicados cada quince dias (300 uM final), asi como en
105"y I foliar aplicado diariamente (30 uM final). Estos resultados son similares a
los previamente reportados por Blasco et al. (2011) para el caso de la aplicacién de I
a 20, 40 y 80 uM los cuales evidenciaron una reduccion en la actividad SOD en
plantas de lechuga, pero contrario a lo observado para la aplicacion de 1037, en donde
se encontr6 que a concentraciones mayores de 40 UM increment6 la actividad SOD.
Leyva et al. (2011), obtuvieron un incremento en la actividad de SOD tras la
aplicacion de 103" a la concentracion de 80 uM. Por otro lado, Gupta et al. (2015)
encontraron que la actividad de SOD aumento en los tratamientos con 103 con 40
M pero no con 20 u 80 uM.

El anién superoxido es usualmente el primer radical libre formado de manera natural
en la fotosintesis y respiracion, por lo tanto, la SOD representa una linea primaria de
control del estrés oxidativo (Gill y Tuteja 2010). A pesar de ello en este experimento
se encontro la actividad de esta enzima disminuida cuando se aplicé I" asi como 103
a concentracion baja (30 uM final). Aunque existen pocos reportes al respecto en
plantas terrestres, en plantas marinas se ha encontrado que el yoduro es capaz de
reaccionar de manera rapida y directa con radicales libres provenientes de los
sistemas bioquimicos energeticos, tales como el superdxido, el oxigeno singlete,
incluso sobre el hidroxilo, a tasas de 12 a 500 veces més altas que el ascorbato o el

glutation (Luther et al. 1995; Kupper et al. 2008). Es posible que eso mismo pueda
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ocurrir en el caso de las plantas de tomate, tras la aplicacion de la forma reducida del
yodo (I"), dando lugar a una neutralizacion directa de dichos radiales libres formados

y originando por ello una disminucion en la actividad de SOD.

Como se menciono anteriormente, para la actividad catalasa (CAT), glutation (GPX)
y ascorbato peroxidasa (APX), no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las plantas tratadas, contrario a lo reportado por Blasco et al.
(2011) y Gupta et al. (2015). Blasco et al. (2011), observaron un incremento en la
actividad CAT a concentraciones mayores de 80 pM tanto de I' como 10s3,
encontrando igualmente con estas concentraciones graves dafios de toxicidad y
reduccion de biomasa. Asi mismo observaron un incremento en la actividad APX
tras la aplicacién de yodo en forma de 103" a todas las concentraciones aplicadas (20,
40 y 80 uM) sin observar reduccion de biomasa; sin embargo, en los tratamientos
con I" no se encontraron diferencias en dicha actividad. Gupta et al. (2015) también
reportaron aumento en la actividad de CAT en los tratamientos de 105 a una
concentracion de 40 uM pero en combinacién con CdCl, a 100 uM, lo cual
posiblemente sea debido al estrés inducido por el metal pesado. Por otra parte,
evidenciaron un incremento en la actividad de APX tras la aplicacién de 1035 a
concentraciones de 20 y 40 uM en plantas tratadas con 100 uM de CdCl,.

Se sabe que la funcién de la catalasa es reducir el peroxido a agua y oxigeno para
impedir la formacion del radical OH (Asada 1999); en tanto que la APX esta
involucrada en la destoxificacion del H,O, usando como donador de electrones al
ascorbato (ASC) (Nakano y Asada 1987). En este trabajo los tratamientos con yodo
aparentemente no modificaron el estatus basal de estas enzimas, posiblemente por el
efecto al verse disminuida la actividad de SOD, la formacion de H,0O, también se
redujera, manteniendo la actividad CAT y APX en un nivel basal, por lo que no
presentaron variaciones al respecto. De modo similar a lo descrito anteriormente para
APX y catalasa la actividad enzimatica de glutation peroxidasa no mostré diferencias
entre tratamientos con yodo y testigo. Dado que la glutatién peroxidasa también es
una enzima degradadora de H,O, (Bela et al. 2015), probablemente la ausencia de
diferencias entre tratamientos también pueda explicarse como consecuencia de la

menor actividad de SOD.
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En los resultados obtenidos de glutation, se encontré un incremento en la
concentracion de este antioxidante no enzimético en la aplicacion quincenal de 105
al sustrato y I al sustrato. El efecto fue notable en el tratamiento de aplicacion diaria

de I foliar, el cual coincide con la disminucién de la actividad de la SOD.

Si bien no se encontrd informacion acerca de la relacion entre el yodo y el glutation
en tomate; en plantas de lechuga cultivadas en hidroponia, Leyva et al. (2011)
obtuvieron un incremento en la concentracion de glutation tras la aplicacion de 1037a
una concentracion de 20 uM. La respuesta, sin embargo, fue diferente en el estudio
de Blasco et al. (2011) quienes obtuvieron también en la lechuga una disminucion en
la concentracion del glutation a concentraciones de 80 pM. Lo que pone en evidencia
que la influencia del yodo varia de acuerdo a la especie vegetal, formas quimicas y

concentraciones aplicadas, entre otros factores.

En el caso de la concentracion del ascorbato, se encontré un incremento tras la
aplicacion del tratamiento de I foliar aplicado diariamente, mismo tratamiento en el
cual se evidencio disminucion de la actividad de SOD e incremento en la
concentracion de GSH. De modo similar Weng et al. (2008) determinaron un
incremento en la concentracion del ascorbato en espinacas cultivadas en hidroponia,
al afiadir yodo en forma de I', mas no con la de 103", pero a concentraciones mucho
mas bajas que las aqui aplicadas: 0.33 y 0.66 uM de I'. Por otra parte Blasco et al.
(2011) encontraron la mayor concentracion de ascorbato en plantas de lechuga con
los tratamientos de 1" a la concentracion de 80 pM, misma concentracion en la cual
las plantas presentaron una severa disminucion en la biomasa. Por otra parte, Leyva
et al. (2011) encontraron un incremento en el ascorbato, en plantas de lechuga al
aplicar 103" en concentraciones menores a 40 uM. La discrepancia en los resultados
quizd pudiera explicarse por el uso de diferentes especies vegetales y formas

quimicas de yodo.

Para el caso de los fenoles totales no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos y el testigo. No se encontraron trabajos
previamente realizados en los cuales se cuantificara estos compuestos tras la
aplicacion de yodo. Sin embargo, parte de la explicacion del porque el yodo no
modificd el estatus basal de estos compuestos pudiera relacionarse con el hecho de

que la acumulacién de fenoles es inducida en respuesta a la mayor cantidad de H,O,

resultante del estrés oxidativo (Sakihama et al. 2002). De nuevo, la menor actividad
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de SOD, posiblemente derivada de un efecto antioxidante del yodo, lo que pudo ser

la causa de la ausencia de diferencias entre tratamientos.

Andlisis de expresion genética.

A nivel transcripcional se encontré un incremento en la expresion del gen SOD 1
(Zn-Cu SOD) después de una aplicacion quincenal de I y 103 al sustrato; sin
embargo, este incremento en la expresion no correspondié a un incremento de la
actividad enzimatica de la misma, como previemente se ha expuesto. Lo anterior,
probablemente sea debido a que en las plantas de tomate se han identificado al
menos 9 genes que codifican para SOD: 4 para ZnCu SOD, 4 para Fe SOD y 1 Mn
SOD en 12 cromosomas (Feng et al. 2016), sin embargo, en el presente trabajo solo
fue analizada la expresion de SOD ZnCu (SOD1). Adicional a esto, se sabe que el
MRNA de SOD 1 es draméaticamente regulado debido a un gran numero de factores
ambientales quimicos, fisicos y bioldgicos (Zelko et al. 2002) por lo que
posiblemente se pudo haber sufrido de alguna regulacion postranscripcional que

impidio que la sobre expresion se presentara en forma de la proteina activa.

Por otra parte la enzima CAT es crucial en la destoxificacion del radical H,O, es
sintetizada copiosamente en organelos de produccion energética como cloroplastos
(se estima que de un 10-20% del flujo electronico a través del fotosistema | ocurre
una reduccion incompleta del O, a H,O,) y en las mitocondrias, en donde se estima
que cerca del 2% del O, utilizado es reducido a H,O, (Asada 2006; Chance et al.
1973). Datos que practicamente sitla a esta enzima como constitutiva, por lo que la
expresion de este gen debe encontrarse de manera constitutiva, sin embargo, en el
presente trabajo no se logré realizar la amplificacion del gen CAT 1. La falta de
amplificacion probablemente fue debida a una falla de tipo técnica, por lo que mas

experimentos con la sintesis de otros primers debera efectuare en el futuro.
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Etapa 2: Determinacion del crecimiento, antioxidantes y contenido mineral en

plantas adultas de tomate.

Andlisis del efecto de la concentracion de yodo aplicado

Se compararon los resultados obtenidos con la aplicacién de la concentracion 1y 100
KM con las plantas testigo. De modo general se observo un mayor crecimiento en las
plantas, asi como el rendimiento de los frutos con la aplicacion de la concentracion
mas alta utilizada (100 uM). Tal impacto probablemente fue debido al incremento en
la absorcion de los macro y micro elementos en el tejido foliar (exceptuando el P) y
en los frutos (exceptuando P, Mg y Mn). Se ha reportado previamente que el yodo
causa cambios en el estatus oxidoreductivo del sistema que lo absorbe (Venturi
2011), tal hecho pudo desencadenar un cambio en la biodisponibilidad (Terzano et
al. 2014) de los elementos esenciales mencionados, promoviendo una mayor
absorcion. Los resultados obtenidos y los previamente observados demuestran que
las plantas de tomate tienen una gran capacidad de tolerar concentraciones altas de
yodo, probablemente debido a un balance entre la acumulacion, la sinergia en la
absorcién de los elementos esenciales (Zhang et al. 2014) y volatilizacién del yodo
(Landini et al. 2011)

A diferencia de este cultivo, en otras especies se ha encontrado una gran variabilidad
de resultados en el crecimiento tras la aplicacion del yodo, es decir, no se ha
demostrado un comportamiento general, y el efecto observado depende de la
concentracion, forma de aplicacion, etc. Sin embargo, se ha notado que a
concentraciones de > 1 a < 45 pM las plantas pueden desarrollarse de manera
normal y presentar efectos benéficos como un incremento de tolerancia al estrés y
acumulacién de este elemento en las partes comestibles con el fin de la
biofortificacion. Numerosos ensayos (Zhu et al. 2003; Weng et al. 2008; Caffagni et
al. 2011; Kiferle et al. 2013; Garcia Osuna et al. 2014; Smolen et al. 2014) han
comprobado que la aplicacion de yodo a concentraciones altas (> 45 M) provoca
una evidente reduccion en la biomasa y en el crecimiento, como producto de una
posible toxicidad de este elemento. Dicha condicion ha impedido establecer de
manera sistémica e integral la aplicacion de este elemento sobre los diferentes

cultivos con la finalidad de obtener efectos benéficos sobre el crecimiento,
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antioxidantes y absorcion mineral. Sin embargo, con los resultados obtenidos en el
presente trabajo se puede concluir que las plantas de tomate son una excelente opcion

para incluir este elemento en la fertilizacion y obtener grandes beneficios.

La concentracion de antioxidantes también fue favorecida Unicamente por la
aplicacion maés alta de yodo (100 uM) en las hojas de las plantas, el impacto de la
aplicacion de la concentracion 1uM sobre la concentracion de antioxidantes fue

practicamente nula, encontrandose solamente un incremento en el ORP.

La concentracion del ascorbato disminuyd, probablemente debido el consumo de este
tras el incremento en la actividad de la APX, sin embargo, para poder evidenciar tal
suposicion se esperaba encontrar una mayor concentracién de la forma oxidada:
dehidroascorbato (DHA), pero no fue asi. EI DHA se encontr6 en una concentracion
disminuida y el glutation se encontr6 incrementado a pesar del consumo por la GPX,
esto probablemente puede estar relacionado con el ciclo de glutatién-ascorbato: el
DHA es reducido a ASC por la enzima dehidroascorbato reducatsa siendo el GSH el
donador de electrones (Noctor y Foyer 1998; Asada 1999). De acuerdo a los
resultados observados la balanza esta inclinada hacia la reduccién del GSH y no del
ASC, para establecer de modo claro la implicacion del yodo en este ciclo serian

necesarios mas estudios.

Finalmente, se pudo observar una reduccion del potencial antioxidante (PA), sin
evidencia de una alteracion en el potencial oxidoreductivo del sistema, a pesar de
haberse encontrado incremento en las enzimas antioxidantes y glutation. Si bien el
principio de la técnica de medicién del potencial antioxidante, es la neutralizacion de
los radicales libres mediante todas las moléculas con potencial reductor (Floegel et
al. 2011), este esta mas correlacionado con los antioxidantes no enzimaticos, debido
a la mayor abundancia en hoja y fruto (particularmente compuestos fenolicos totales
y acido ascorbico). En el presente trabajo como ya se menciono, se encontrd una

reduccion en el contenido de ASC lo cual se reflejé en una reduccion el PA.

En los frutos de tomate con la aplicacion de la concentracion de 100 pM, se encontrd
un incremento en los antioxidantes enzimaticos CAT, GPX y APX pero una
reduccion en SOD, en cuanto a los antioxidantes no enzimaticos se observé una
reduccion en la concentracion de GSH asi como en el ascorbato reducido (ASC), por

otro lado el incremento de la forma oxidada del ascorbato (DHA) lo que dio como
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resultado un incremento en el ascorbato total, la razon probable de ello seria un
incremento en el PA y una reduccion en el ORP.

La concentracion 1 uM solamente evidencio un incremento en SOD y ASC. Se sabe
que la SOD es una enzima que se encuentra en la linea de defensa primaria,
encargada de neutralizar al primer radical libre formado: superdxido, esta enzima
dismuta el superdxido a peroxido y agua (Gill y Tuteja 2010) por lo que un
incremento en la actividad de la SOD desencadenarad un incremento en las enzimas
antioxidantes con funcion de neutralizacion del peréxido (Mittler 2002) tal y como

sucede con la actividad de catalasa, ascorbato peroxidasa y glutation peroxidasa.

Medrano-Macias et al. (2016b) evidenciaron en un experimento realizado en
plantulas de tomate, que el yodo producia en las hojas una reduccion en la actividad
de SOD, atribuyendo tal hecho a una posible neutralizacion directa por parte de este
elemento sobre el radical superdxido, resultado opuesto a lo sucedido en el presente
trabajo, en donde la respuesta de las plantas adultas sugieren que el yodo esta
actuando como un prooxidante, es decir, este elemento al ser sensible a cambios
redox (Moisan et al. 1994) debido a sus multiples estados de valencia (-1,0 1,5y 7)
probablemente desencadend un estrés oxidativo moderado, capaz de elevar el
contenido de especies reactivas de oxigeno de su estado basal, motivo por el cual se
encontré un incremento en la sintesis de antioxidantes para control del exceso de
moléculas oxidantes (Suh et al. 2002). Sin embargo, el estrés generado por la
concentracion 100 uM no alcanza la magnitud de provocar una disminucion en el
crecimiento de las plantas. Las discrepancias entre la actividad enzimatica
antioxidante de plantulas y plantas adultas, pudieran radicar en el tiempo de
exposicion al yodo o al estadio de crecimiento de las plantas, esto pudiera estar
evidenciando la capacidad dual del yodo: actuar bajo ciertas condiciones como un
donador de electrones (antioxidante) o como receptor de estos (prooxidante) (Klpper
et al. 2008; Venturi 2011).

Especie quimica del yodo

Los resultados obtenidos entre la aplicacién de I" y 103 en las variables de
crecimiento fue clara; un incremento en todas las variables de crecimiento en
presencia de 103 y una reduccion con I. Ademas se encontré un incremento
sustancial en la concentracion de macro y micro elementos en las hojas y frutos de

las plantas de tomate, exceptuando el P para hojas y K en los frutos, Previamente
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Smolen et al. (2011) para considerar el efecto de la especie quimica en la aplicacion
de yodo, realizaron la aplicacion de Kl en suelo y KIO3; por aspersion foliar,
concluyendo que no existe un cambio sustancial en la composicién mineral en
lechuga. Sin embargo, se encontré un incremento en el K, Mg, Ca, Mn y Cd asi
como una disminucion en P, Cu y Zn independientemente de la dosis, forma y
método de aplicacion de yodo. Estos mismos autores encontraron posteriormente
(Smolen et al. 2014) que en tanto la aplicacion foliar de KIO3; reduce la
concentracion de Ca, Mg y Fe, la incorporacion del mismo KIO3 en la solucién
nutritiva no causa los efectos negativos en el contenido mineral. Los mas recientes
hallazgos realizados por Smolen et al. (2015) confirman el antagonismo del yodo con
los elementos K, Mg, Ca, S, Na, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Cd y Pb en lechuga cultivadas
en suelo. Por otro lado Blasco et al. (2012) encontraron una reduccion en la
absorcion de N, K, P tras la aplicacion de Kl a 80 uM, sin embargo concentraciones
de 20 y 40 uM no mostraron este efecto negativo; en cambio, tras la aplicacion de
KIO3; a las mismas concentraciones, el balance mineral se mantuvo en dptimas

concentraciones, incluso se encontrd un incremento en Mgy Fe.

Por lo anterior, aunque no se ha establecido el mecanismo fisiolégico y bioquimico
de la interaccion del yodo con la absorcion de los minerales esenciales en las plantas,
se ha demostrado que este puede tener efectos tanto de sinergia como antagonismo
dependiendo de la concentracidn, especie quimica, tiempo y forma de exposicion, asi
como la especie vegetal tratada. Sin embargo, se atribuyen las propiedades
oxidoreductivas del yodo a cambios en la absorcion mineral, Hageman et al. (1942)
mencionan que de la oxidacion de 1" a I, se desprende un potencial redox de -0.53 V,
el cual de algin modo puede cambiar la biodisponibilidad de otros elementos. Por
otro lado se ha hipotetizado la sintesis de enzimas reductoras del 103" a I en raiz,
posiblemente similares a la nitrato reductasa, y que indirectamente tengan un
impacto en la absorcion de nitrogeno asi como en el estatus oxidoreductivo del

sistema (Smolen et al. 2014).

Respecto al contenido de antioxidantes enziméaticos y no enzimaticos en hoja, la
respuesta fue contrastante, por un lado, se encontré un incremento en las enzimas con
actividad antioxidante (SOD, CAT, APX y GPX), asi como un incremento en el PA

y ASC tras la aplicacion del I" y por otro lado con la aplicacién de 103" se evidencid

una reduccion en todas las enzimas con actividad antioxidante y PA, pero un
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incremento en los antioxidantes no enzimaticos GSH, ASC total y ORP. En los frutos
la tendencia fue similar al de las hojas, con la aplicacion del 1" se encontr6 un
incremento en CAT, APX y GPX, GSH, DHA y una reduccion en actividad
enzimatica de SOD, PA, y ASC y en contraste con la aplicacion de 103 un

incremento en la SOD, en el ascorbato reducido, asi como el PA.

Estos resultados evidenciaron un mayor efecto en la sintesis de antioxidantes por
efecto de la aplicacion de yodo en forma de yoduro; el cual pudiera estar relacionado
con un proceso de toxicidad por que aunado a esto se evidencio una reduccion en el
crecimiento de las plantas y reduccion en la concentracion de elementos esenciales.
Este efecto ha sido previamente reportado en otros cultivos (Blasco et al. 2008) y se
ha explicado que el efecto del I' es probablemente debido a una mayor tasa de
movilizacién comparado con el 103" (Kato et al. 2013). En cambio con la aplicacion
del yodato mostré tener un mejor efecto en frutos que en hojas, siendo una gran
ventaja el encontrar incremento en SOD, ASC y el PA. Se ha concluido de previas
investigaciones que el yodato ha mostrado mejores efectos sobre la sintesis de
antioxidantes que el I, sin afectar el crecimiento de las plantas (Blasco et al. 2008;
Medrano-Macias et al. 2016b).

Forma de aplicacion.

La aplicacion por aspersion foliar mostré un incremento en el crecimiento de las
plantas de tomate, sin embargo, la concentracion de todos los elementos esenciales
analizados en las hojas se encontrd disminuida para esta forma de aplicacion, caso
contrario para los frutos, en donde se evidencié un incremento en los minerales
exceptuando Ca y Cu. Otros autores han encontrado el mismo fenémeno en
experimentos de aplicacion de yodo via foliar (Smolen et al. 2011), a pesar de
encontrar una diferencia estadistica en el balance de los elementos no tiene una
afectacion desde el punto de vista fisioldégico y como se ha explicado anteriormente
el mecanismo por el cual el yodo favorece o impide la absorcion de otros elementos
no esta bien dilucidada, pero se atribuye a un posible cambio en el estado redox de la
planta (Venturi 2011).

Se han demostrado respuestas favorables a la aplicacion de yodo por aspersion foliar

en el crecimiento y la acumulacion de yodo, debido principalmente porque se evitan
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las complejas interacciones de este elemento con los componentes del suelo (Eichert
y Fernandez 2011; Lawson et al. 2015). Adicionalmente se ha evidenciado que el
yodo es capaz de ser absorbido por las estructuras aéreas, tanto por los estomas como
por la cuticula cérea con alta eficiencia (Suh et al. 2002). Sin embargo, no se
encontraron investigaciones acerca del efecto de la aplicacion del yodo por aspersion
foliar en el contenido de antioxidantes.

Los antioxidantes en las hojas de las plantas fueron estimulados mayoritariamente
por la aplicacion directa al sustrato, tanto los enzimaticos como para los no
enzimaticos y el PA, adicionalmente se evidenci6 reduccion en el ORP. Contrario a
lo sucedido con la aplicacion foliar, en donde se observo una reduccion en todos los
antioxidantes y en el PA de hoja, asi como un incremento en el ORP. En cambio, en
los frutos se encontré un incremento en la actividad enzimatica de SOD vy
decremento en el resto de las enzimas antioxidantes, ademés in incremento en los
antioxidantes enziméaticos ASC y GSH asi como ORP. Este fendmeno pudiera estar
relacionado con la diferencia en la tasa de absorcion del yodo efectuado por las
raices y por las hojas de tomate, es decir una mayor tasa de movilizacion ocurrida
desde la raiz, como se ha mencionado antes, el transporte de este elemento es
efectuado principalmente via xilema y solo en cantidades muy pequefias es
transportado via floema (Landini et al. 2012 ) lo que pudo haber ocasionado una
intoxicacion, visto en términos de reduccion de crecimiento e incremento de

antioxidantes en las hojas.

Tiempo de aplicacion.

La frecuencia de aplicacion en el cual se observé un efecto favorable en las variables
de crecimiento fue la aplicacion quincenal y esto puede estar relacionado con el
incremento en la concentracion de N asi como de Ca y Mn en las hojas y un
incremento en Ca, Mg y Mn en los frutos. La respuesta entre los tiempos de
aplicacion (diaria y quincenal) no fue contundente, es decir con la aplicacion diaria
se encontré un incremento en las enzimas que degradan peréxido (CAT, APX y
GPX), asi como aumento en la concentracion de GSH y DHA pero una reduccion en
el PA. En cambio, tras la aplicacion quincenal se observé un incremento en la SOD y

el ascorbato asi como un incremento en el potencial antioxidante y una reduccion en
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el ORP, Antioxidantes clave en la defensa y conservacién en el estatus redox de las

células.

A pesar que los tratamientos de aplicacion diaria recibieron un total de setenta y siete
aplicaciones de yodo, lo que equivale a una concentracion total aplicada de 77 puM
con el tratamiento 1 uM y 7700 uM con el tratamiento de 100 uM, por otro lado los
tratamientos de frecuencia quincenal obtuvieron un total seis aplicaciones,
equivaliendo a un total de 6 pM y 600 UM de acuerdo a la tratamiento de
concentracion alta y baja respectivamente. Esto pudiera estar tratdndose de un
proceso de adaptacion por parte de la planta. Es decir, la absorcién del yodo aplicado
quincenalmente otorg0 el tiempo necesario para la movilizacion y metabolizacion del
yodo, en cambio en las aplicaciones diarias se pudo estar suscitando una excesiva
acumulacién de yodo (Franke 1986; Michalojc y Szewczuk 2003) provocando una
reduccion en el crecimiento de la planta e incremento en la mayoria de los

antioxidantes.
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CONCLUSIONES

La biomasa de las plantulas de tomate se incrementa por la aplicacion diaria
de 1uM de I' y 105" al sustrato.

El crecimiento y el rendimiento en las plantas adultas de tomate se favorecen

por la aplicacion quincenal de 103" a una concentracion de 100 UM via foliar.

En plantulas la aplicacion diaria de I via foliar provoca una disminucion en la
actividad de SOD, asi como un incremento en la concentracion de GSH y
ASC.

El contenido de algunos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos clave se
incrementan en hoja con la aplicacidn diaria de 1"a 100 pM directo al sustrato
y en fruto por la aplicacion foliar de I"a 100 uM cada 15 dias.

La expresion del gen SOD1 se induce en pléantulas tratadas quincenalmente
con I'y 103" aplicados al sustrato a una concentracion de 100 uM.

La concentracion de minerales se incrementa en las partes aéreas con la
aplicacion diaria de 103" a 100 uM directo al sustrato, en tanto que la
aplicacion foliar diaria de 100 pM de 103 muestra tal efecto benéfico en
fruto.

En forma general, se recomienda la aplicacion de yodo bajo el tratamiento
100 uM de 103 por aspersion foliar cada 15 dias, ya que este tratamiento no
muestra efectos negativos sobe el crecimiento, proporciona el incremento de
antioxidantes clave, asi como macro y micro elementos esenciales benéficos

para las plantas de tomate.
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PERSPECTIVAS

Al finalizar el presente trabajo de investigacion y visualizar la forma de aplicar yodo
para obtener un impacto positivo sobre el crecimiento, el metabolismo antioxidante y
contenido mineral en las plantas de tomate cultivadas en un sustrato inerte, el
proximo gran paso seria someter las plantas a algun tipo de estrés, bidtico o abiotico

y comprobar el incremento en la tolerancia al estrés.

Otro punto de interés es investigar los mecanismos metabdlicos bajo los cuales el
yodo es capaz de proporcionar tal efecto benéfico. Incluso se esperaria resolver
algunas dudas acerca de funciones aun no esclarecidas de este elemento hasta una

posible esencialidad.

Adicionalmente se proyecta investigar la capacidad que tienen las plantas de tomate
de acumular el yodo en los diferentes 6rganos y asi poder relacionarlo con el efecto

sobre el contenido de los antioxidantes y la expresion génica de estos.

Finalmente seria sumamente interesante escalar el experimento a plantas cultivadas

en suelo, asi como explorar la respuesta con otras especies vegetales.
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