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RESUMEN

El selenio (Se) es un micronutriente esencial para la salud animal a bajas concentraciones,
aungue puede ser tdxico a elevadas concentraciones. A pesar de que se piensa que las plantas
superiores no requieren Se y que tienen una baja tolerancia a éste, hay indicaciones crecientes
de que el Se actia como un antioxidante a través de la actividad glutation peroxidasa
(GSH-Px). Ademas, se ha reportado que dosis crecientes de aplicacion de Se mejoran su

incorporacion relativa hacia proteinas en las plantas.

El objetivo general de esta investigacion fue estudiar el comportamiento de incorporacién del
Se desde el suelo a la planta bajo condiciones controladas, evaluando los principales factores
que inciden en la disponibilidad del Se en el suelo y en su acumulacién y asimilacion un
sistema pratense modelo, asi como determinar el efecto del Se sobre el sistema antioxidativo
de las plantas y, con ello, sobre la calidad del forraje en funcion de los requerimientos

nutricionales del ganado.

Se evalud la adsorcion de Se en sistemas simples y binarios. De acuerdo a los resultados, la
adsorcion de selenito (SeOs? y HSeO3) fue més alta que la de seleniato (SeO,™), debido a la
mayor afinidad del selenito por las superficies reactivas del suelo. Los modelos matematicos
de Langmuir y Freundlich indicaron que la capacidad de adsorcién y la afinidad de los aniones
por las superficies del suelo fue en orden decreciente: fosfato > selenito > sulfato > seleniato.
Ademas, se observd una mayor adsorcion de selenito que de seleniato como consecuencia de

cambios en el pH y de la presencia de aniones competitivos (fosfato y sulfato) en solucién.

En un primer experimento de invernadero se demostré que la concentracion de Se foliar de
Lolium perenne aumentd con la aplicacion de selenito y seleniato al suelo. Sin embargo, la
mas alta concentracidon de Se foliar fue obtenida en las plantas tratadas con seleniato. Para
ambas fuentes de Se, hubo una significativa correlacion positiva entre la concentracion de Se
foliar y la actividad GSH-Px y la dependencia de Se de esta actividad enzimatica estuvo
especialmente relacionada con la forma quimica de Se aplicada méas que con la concentracion

de Se en los tejidos vegetales. Ademas, a bajos niveles de concentracion de Se foliar diminuy6



la peroxidacion lipidica, alcanzando el nivel mas bajo a aproximadamente 20 mg Se kg™ de
materia seca y luego aumentd progresivamente sobre este nivel. Asi, el Se actu6 como
antioxidante a baja concentracion de Se foliar, mientras que concentraciones mayores a 20 mg

Se kg™ de materia seca tuvieron un efecto prooxidante en los tejidos vegetales.

En un segundo experimento de invernadero, se evaluo la influencia del nivel de suministro de
azufre (S) sobre la concentracion de Se foliar de Lolium perenne y sobre el sistema
antioxidativo de las plantas tratadas con selenito. Ademas, se investigd el efecto de la
aplicacion de S sobre la distribucion del Se en el follaje. Los resultados indicaron que la
concentracion de Se foliar disminuyé a medida que aumento dosis de aplicacion de S al suelo.
Ademas, disminuy0 la actividad GSH-Px y hubo un incremento en la peroxidacion lipidica por
efecto de dosis crecientes de aplicaciéon de S. Finalmente, un andlisis de fraccionamiento del
Se en el follaje indico que el Se fue localizado principalmente en la fraccion de Se-organico.
La contribucion relativa del Se a las fracciones de proteina soluble y aminoacidos libres
disminuyd en respuesta a la aplicacion de S al suelo. La disminucién en actividad GSH-Px, en
aporte de Se a la fraccion de proteina soluble y la atenuacion de algunas bandas de proteinas
en un analisis de electroforesis SDS-PAGE sugieren una reduccion de la capacidad

antioxidante del Se como consecuencia del nivel de suministro de S a las plantas.



SUMMARY

Selenium (Se) is an essential micronutrient at low concentrations for animal nutrition,
although it can be toxic in high concentrations. Even though higher plants are thought not to
require Se and to have a low tolerance to it, there are increasing indications that Se acts an
antioxidant through the glutathione peroxidase activity (GSH-Px). Also, it has been reported

that increasing rates of Se application enhance its relative incorporation into proteins in plants.

The general objective of this research was to study the Se incorporation behavior from soil to
the plant, by evaluating the main factors that affect both the Se availability in Andisols and the
uptake and assimilation of Se in a model of pasture system, as well as to determine the effect
of Se on the antioxidative system of the plants, and then, on the forage quality as function of
the Se requirements of the cattle.

The sorption of Se in the soil was evaluated in both single and binary systems. According to
the results, the adsorption of selenite (SeOs2 y HSeOs) is higher than selenate (SeOs?),
because the highest selenite affinity by the soil reactive surfaces. The mathematical models of
Langmuir and Freundlich indicated that the ability for sorption and the anion affinity to the
soil surfaces were in decreased order: phosphate > selenite > sulfate > selenate. Furthermore, a
higher adsorption of selenite than selenate was observed as consequence of both the changes
in pH and the presence of competitive anions (phosphate and sulfate) in solution.

In a first greenhouse experiment it was demonstrated that Se concentration in shoots of Lolium
perenne increased with the application of both selenite and selenate to the soil. However, the
highest shoot Se concentrations were obtained in selenate-treated plants. For both Se sources,
there was a significant positive correlation between the shoot Se concentration and the GSH-
Px activity, and the Se-dependence of this enzymatic activity was related especially with the
chemical form of applied Se rather than the Se concentration in plant tissues. Furthermore, the
lipid peroxidation decreased at low levels of shoot Se concentration, reaching the lowest level

at approximately 20 mg Se kg™ DW and then increased steadily above this level. Thus, Se



acted as an antioxidant at low shoot concentrations, meanwhile concentrations above 20 mg Se

kg™ DW had a prooxidant effect in the vegetal tissues.

In a second greenhouse experiment, the influence of sulfur (S) supply levels on both the Se
concentration in the shoots of Lolium perenne and the antioxidative system in plants supplied
with selenite was evaluated. Furthermore, the Se distribution in the shoots as affected by the S
application to the soil was investigated. The results indicated that the shoot Se concentration
decreased as the rate of S application was increased. Additionally, the GSH-Px activity was
decreased and the lipid peroxidation was raised by effect of increasing rates of S application.
Finally, a Se fractionation analysis in the shoots indicated that Se was mainly allocated into
the Se-organic fraction. The relative contribution of Se to both the protein soluble and the
aminoacid fractions decreased as response to the S application to the soil. The decrease in the
GSH-Px activity, the Se incorporation into the soluble protein fraction, and the attenuation of
some bands of proteins in an electrophoresis SDS-PAGE analysis suggest a reduction in the

antioxidative ability of Se as consequence of the S supply level to the plants.



INDICE GENERAL

1 INTRODUCCION
1.1 Antecedentes Generales
1.2 Hipdtesis de Trabajo
1.3 Objetivo General
1.4 Objetivos Especificos

2 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
2.1 Nivel de selenio en los suelos y plantas de diferentes regiones del mundo
2.2 Formas quimicas de selenio en el suelo y factores que afectan su disponibilidad
2.3 Absorcion y metabolismo del selenio en las plantas
2.3.1 Efecto de la especie en la acumulacién de Se en los tejidos vegetales
2.3.2 Mecanismos de absorcién y factores que afectan la acumulacién,
translocacion y asimilacion de selenito y seleniato en especies vegetales

2.3.3 Selenio: Un micronutriente esencial para las plantas

3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Estudios de la adsorcion de selenio en el suelo en sistemas simples y binarios

3.1.1 Caracterizacion fisico-quimica del suelo
3.1.1.1 Anélisis quimico del suelo en estudio
3.1.1.2 Determinacion de la carga proténica del suelo
3.1.1.3 Titulaciones potenciométricas en presencia de selenito y
seleniato

3.1.2 Cinética de reaccion del Se en el suelo

3.1.3 Adsorcion de Se en el suelo y adsorcion de P y S en sistemas simples
3.1.3.1 Isotermas de adsorcion de Se en funcion del pH del suelo
3.1.3.2 Estudios de adsorcién de Se, P y S en sistemas simples

3.1.4 Estudios de competencia en sistemas binarios

3.1.5 Ajuste de los valores de adsorcidn a ecuaciones multicomponentes tipo

Freundlich en los sistemas binarios selenito/fosfato

0 ® ~N ~

(o]

12
20
20

21
26

29
29
29
29
31

31
32
32
33
33
35

36



3.2 Seleccion de un cultivar de Lolium perenne para los estudios del sistema suelo-
planta
3.2.1 Determinacién de la concentracion de Se foliar por espectrofotometria de
absorcién atomica con horno de grafito (EAA-HG)
3.2.2 Anélisis estadistico
3.3 Evaluacion de la dinamica de acumulacion del selenio y su rol antioxidante en
Lolium perenne segun la fuente y dosis de Se aplicada. Estudio de invernadero
3.3.1 Produccion de materia seca y analisis quimicos y bioguimicos en tejidos
vegetales
3.3.1.1 Determinacion de la actividad GSH-Px
3.3.1.2 Determinacidn de la peroxidacion lipidica
3.3.2 Determinacion de la concentracion de Se disponible en el suelo
3.3.3 Anaélisis estadistico
3.4 Estudio preliminar de la tecnologia de aplicacion del Se bajo condiciones de
invernadero
3.5 Evaluacion de la dindmica de incorporacion del selenio y su rol antioxidante en
Lolium perenne a distintos niveles de aplicacion de azufre al suelo. Estudio de
invernadero
3.5.1 Produccion de materia seca y analisis quimicos y bioquimicos en tejidos
vegetales
3.5.1.1 Anélisis de Se, P, Sy N foliar
3.5.1.2 Determinacion de la actividad GSH-Px
3.5.1.3 Determinacidn de la peroxidacion lipidica
3.5.1.4 Fraccionamiento del Se en los tejidos vegetales
3.5.1.5 Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida — dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE)

3.5.2 Andlisis estadistico

4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizacion fisico-quimica del suelo

4.1.1 Composicion quimica y carga neta del suelo

38

39
40

40

40
41
42
43
43

44

45

45
46
46
47
47

49
50

51
51
51



4.1.2 Efecto del selenio adsorbido sobre la carga del suelo 53
4.1.3 Cinética de reaccion de selenito y seleniato en el suelo 55
4.1.4 Efecto del pH sobre la adsorcion de selenito y seleniato en el suelo 57
4.1.5 Estudio de la adsorcién de selenito, seleniato, fosfato y sulfato en sistemas
simples 60
4.1.6 Estudios de competencia selenito/fosfato 64
4.1.6.1 Estudio de la adsorcion de selenito y fosfato en el suelo a través
de las ecuaciones de Freundlich y Sibbesen 64
4.1.6.2 Estudio de la competencia selenito/fosfato a través de ecuaciones
multicomponentes tipo Freundlich 67

4.1.7 Estudios de competencia seleniato/sulfato 71

4.2 Efecto de la fuente y dosis de selenio sobre la dindmica de acumulacion del
selenio y su actividad antioxidante en Lolium perenne 74

4.2.1 Seleccion de un cultivar de Lolium perenne para estudios de invernadero 74

4.2.2 Concentracion de Se foliar y produccion de materia seca 75
4.2.3. Actividad GSH-Px y peroxidacion lipidica 79
4.2.4 Se disponible en el suelo y relacion suelo-planta 84

4.2.5 Estudio preliminar de la tecnologia de aplicacion del Se bajo condiciones

de invernadero 88

4.3 Efecto del selenio sobre la capacidad antioxidante y distribucion del selenio en

Lolium perenne bajo distintos niveles de aplicacion de azufre al suelo 91
4.3.1 Produccién de materia seca y concentracion mineral en el follaje 92
4.3.2 Actividad antioxidante del selenio 95
4.3.3 Distribucion del Se en distintas fracciones en los tejidos vegetales 97
4.4 Proyecciones del estudio 102
5 CONCLUSIONES 104

6 REFERENCIAS 106



Figura

INDICE DE FIGURAS

Contenido

Modelo de dos etapas para el rol del Se en la prevencion del cancer.

Diagrama pH-pE para la especiacion del Se en sistemas acuosos a
concentracién de Se de 1 mmol m®. En el diagrama, la zona achurada
corresponde a los valores de pH y pE encontrados habitualmente en los
suelos. pE = Eh * 59,16™ , siendo Eh el potencial de electrodo expresado
en mVolts.

Via propuesta para la asimilacion del Se en las plantas. La localizacion
subcelular de las reacciones a paritr de SMT no ha sido confirmada. Los
compuestos escritos en cursiva no han sido aun identificados. La flecha
punteada indica la reaccion sugerida, pero existe carencia de antecedentes
que respalden esta informacién. Cisteina sulfoxido liasa (CS liasa) ha sido
identificada sélo en los géneros Allium y Brassica.

Esquema general del fraccionamiento del Se en tejidos vegetales.

Curvas de titulacion potenciométrica de un Andisol de la Serie Vilcun a

distintas concentraciones de KCIl y temperatura de 25°C.

Curvas de titulacion potenciométrica del suelo en presencia y ausencia de
(@) Selenito de sodio y (b) Seleniato de sodio, utilizando KCI 0,1 M como

electrolito de soporte.

Cinetica de reaccion de (a) selenito y (b) seleniato en el suelo modelada a
través de la ecuacion de Elovich a una concentracion de Se de 5 mM, pH

5,0y 25°C, utilizando KCI 0,1 M como electrolito de soporte.

Efecto del pH sobre la adsorcién de selenito y seleniato en el suelo a una
concentracion inicial de Se de 2 mM, 25°C y KCI 0,1 M.

Pagina

14

23

48

52

54

56

58



10

11

12

13

14

15

16

17

Disminucion relativa de la adsorcion de selenito y seleniato en el suelo.
Entre pH 4,0 y 8,0, 2mM de Se (selenito o seleniato), 25°C y KCI 0,1 M.

Isotermas de adsorcion de selenito, seleniato, fosfato y sulfato a pH 5,0 ,
concentracion anionica entre 0 y 5 mM, 25°C y KCI 0,1 M. Ajuste al

modelo de Freundlich.

Comparaciéon de los valores experimentales y modelados de la adsorcion
de selenito en el suelo a través de las ecuaciones de Freundlich y
Sibbesen. Valores expresados en escala logaritmica.

Adsorcion de selenito en sistemas simples ajustada a un factor de afinidad
relativa neta de adsorcion de fosfato. Valores expresados en escala

logaritmica.

Adsorcion de selenito en los sistemas simples y binarios ajustada a un
factor de afinidad relativa neta de adsorcion de fosfato. Valores

expresados en escala logaritmica.

Valores experimentales y modelados de la adsorcion de (a) selenito y (b)
fosfato en el suelo a través de una ecuacion multicomponente tipo

Freundlich de 8 parametros.

Descripcion de la adsorcion de seleniato a través de la ecuacion de
Sibbesen a concentracion de sulfato de (a) 0,5 mM, (b) 1,0 mM y (c) 2
mM. La adsorcion de seleniato (eje y) fue graficada en escala logaritmica
con la finalidad de destacar el efecto del sulfato a bajas razones molares

seleniato/sulfato en solucién.

Valores experimentales de la adsorcion de sulfato en los sistemas binarios

seleniato/sulfato.

Concentracion de Se foliar (mg kg?) en Lolium perenne cv. Aries al
aplicar (a) selenito de sodio y (b) seleniato de sodio en dosis entre 0 y 10
mg Se kg™ de suelo.

61

64

66

67

68

72

73

76



18

19

20

21

22

23

24

25

26

Produccion de materia seca de Lolium perenne cv. Aries y sintomas de
seleniosis asociados al aplicar 10 mg Se kg™ de suelo. (a) plantas tratadas

con selenito y (b) plantas tratadas con seleniato.

Correlacion de Pearson entre la produccién de materia seca (g maceta™) y
concentracion de Se foliar (mg kg™) en las plantas de Lolium perenne cv.
Aries tratadas con selenito y seleniato. La concentracion de Se foliar (eje
x) fue graficada en escala logaritmica con la finalidad de diferenciar las
respuestas al selenito y al seleniato de sodio.

Actividad GSH-Px (nmol mg™ proteina min™) en el follaje de Lolium
perenne cv. Aries a tasas de aplicacion de Se entre 0 'y 10 mg Se kg™

suelo. (a) selenito de sodio y (b) seleniato de sodio.

Correlacion de Pearson entre la concentracion de Se foliar (mg kg™) y la
actividad GSH-Px (nmol mg™ proteina min™) en plantas tratadas con (a)

selenito de sodio y (b) seleniato de sodio.

Relacion entre la peroxidacion lipidica (TBARS) y la concentracion de Se

foliar en plantas tratadas con selenito de sodio y seleniato de sodio.

Se disponible en el suelo (ug kg™ suelo) al aplicar (a) selenito de sodio y

(b) seleniato de sodio en dosis entre 0y 10 mg Se kg™ de suelo.

Correlacion de Pearson entre el Se disponible en el suelo (ug kg™ suelo) y
la concentracion de Se foliar (mg kg™) en plantas tratadas con selenito y

seleniato de sodio.

Efecto del método de aplicacion de Se sobre la concentracion de Se foliar
en Lolium perenne cv. Aries, utilizando como fuentes de Se (a) selenito de

sodio y (b) seleniato de sodio.

Efecto del Se sobre el sistema antioxidativo y distribucion del Se en

Lolium perenne bajo distintos niveles de aplicacion de S al suelo.

78

79

80

83

84

86

87

89

92

Vi



27

28

29

30

31

32

Actividad GSH-Px (nmol mg™ proteina min™) en Lolium perenne cv.
Aries a distintos niveles de aplicacién de S y niveles constantes de
aplicacion de P (400 mg kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo. Valores promedio
de 3 repeticiones + DE.

Peroxidacion lipidica (nmol MDA g™ PV) en Lolium perenne cv. Aries a
distintos niveles de aplicacion de S y niveles constantes de aplicacion de P
(400 mg kg?) y Se (2 mg kg™) al suelo. Valores promedio de 3
repeticiones + DE.

Concentracion de Se (mg kg™) en diferentes fracciones de Lolium perenne
a distintos niveles de S y niveles constantes de aplicacion de P y Se al

suelo. Promedio de 3 repeticiones + DE.

Distribucion relativa de las fracciones de Se organico e inorganico en
Lolium perenne cv. Aries a distintos niveles de aplicacion de S y niveles
constantes de aplicacion de P (400 mg kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo.

Valores promedio de 3 repeticiones = DE.

Distribucion de la fraccion de Se-organico soluble en Lolium perenne cv.
Aries a distintos niveles de aplicacién de S y niveles constantes de
aplicacion de P (400 mg kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo. Valores promedio
de 3 repeticiones + DE.

Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE de Lolium perenne cv. Aries a
distintos niveles de aplicacion de Sy niveles constantes de aplicacion de P
(400 mg kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo.

96

96

97

98

99

101

vii



Tabla

INDICE DE TABLAS

Contenido

Concentracion de Se total y Se disponible en suelos de distintas regiones del

mundo.
Concentracion de Se en especies forrajeras de diferentes regiones del mundo.

Anélisis quimico de un Andisol de la Serie Vilcin de la IX Region.

Analisis de disolucidn selectiva y estimacion de diferentes formas de Al y Fe

activas de un Andisol de la Serie Vilcun de la IX Region.

Constantes estimadas por los modelos matematicos de Langmuir y
Freundlich para la adsorcion de fosfato, selenito, sulfato y seleniato en el
suelo a una concentracién anionica inicial entre 0 y 5 mM, pH 5,0, 25°C y
KCI 0,1 M.

Estimacion de parametros a través de la ecuacion multicomponente tipo
Freundlich de 8 parametros (Modelo 3) para el sistema binario

selenito/fosfato.

Concentracion de Se de seis cultivares de Lolium perenne provenientes de la
Estacion Experimental Las Encinas perteneciente a la Universidad de La

Frontera-Temuco.

Efecto de la peletizacion de semillas y de la aplicacion de soluciones de
selenito y seleniato de sodio sobre la produccién de materia seca (g maceta™)

en Lolium perenne cv. Aries bajo condiciones de invernadero.

Produccion de materia seca foliar y concentracion mineral de Se, S, Py N en
Lolium perenne cv. Aries a distintas dosis de aplicacion de S y niveles

constantes de aplicacién de P (400 mg kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo.

Pagina

10

30

31

63

70

74

88

93

viii



10

11

Propiedades quimicas del suelo Vilcun posterior al ensayo de invernadero a
distintas dosis de aplicacién de S y niveles constantes de aplicaciéon de P

(400 mg kg™*) y Se (2 mg kg™) al suelo.

Relacion entre la concentracion de Se en diferentes fracciones en Lolium
perenne cv. Aries a distintos niveles de aplicacion de S y niveles constantes

de aplicacion de P (400 mg kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo.

94

100



1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Generales

El selenio (Se) es un microelemento importante en los agroecosistemas debido a que es un
nutriente esencial para la salud animal y humana, pero que sin embargo es tdxico a altas
concentraciones. Su caracteristica de micronutriente implica que el rango de concentracion
entre requerimiento y toxicidad es bastante estrecho. Al respecto, los requerimientos
nutricionales de los animales varian entre 0,1 y 0,3 mg kg™’ de materia seca (NRC, 1983;
2000), mientras que dietas con concentraciones entre 2 y 5 mg kg™ causan toxicidad en el
ganado (Wilber, 1980; Wu et al., 1996).

En 1973 se identificd glutation peroxidasa (GSH-Px; Ec 1.11.1.9) como la primera
metaloenzima Se-dependiente importante para los animales. Esta enzima cataliza la reduccion
de peroxido de hidrogeno en presencia de glutation reducido y, por lo tanto, inhibe la
propagacion del dafio celular producido por especies de radicales libres durante el
metabolismo o frente a un estrés oxidativo en los tejidos animales (Flohé et al., 1973).
Ademas, en la Gltima década se han identificado otras Se-enzimas esenciales para los
animales; éstas incluyen iodotironina deiodinasas Tipo I, 11 y Il (Berry et al., 1991; Ramauge
et al., 1996; Pallud et al., 1997), tioredoxina reductasa y varias selenioproteinas (Gladyshev et
al., 1998; Birringer et al., 2002).

Niveles de Se deficientes en la dieta del ganado generan una disminucién de la actividad
GSH-Px y, con ello, una serie de patologias asociadas a su déficit nutricional, tales como la
enfermedad del mdsculo blanco, miopatia cardiaca, retencion de placenta, infertilidad, abortos,
partos prematuros, debilidad o muerte neonatal, ovarios quisticos, retardo en la concepcion,
tasas de fertilizacion bajas, diarrea, inmunodeficiencia, degeneracion testicular y mastitis
(Maas, 1983; Corah e lves, 1991; Ceballos y Wittwer, 1996).



La deficiencia de Se es comunmente controlada a través de sumisnistros orales o inyectables,
suplementacién de la dieta y aplicacion de fertilizantes al suelo. Desde el punto de vista del
sistema suelo-planta, el contenido de Se en cultivos y forrajes establecidos en suelos acidos
Se-deficientes puede incrementarse a través de la adicion de Se al suelo bajo la forma de
selenito o seleniato (Ylaranta, 1983a,b,c). Al respecto, Whelan y Barrow (1994) demostraron
que fertilizantes en base a Se de entrega lenta son adecuados para areas que sustentan pasturas
permanentes y Whelan et al. (1994a,b) encontraron incrementos significativos en el peso vivo

y produccién de lana al aplicar Se-fertilizante a pasturas pastoreadas por ovinos.

El requerimiento exacto de Se para la dieta de bovinos no esta claramente establecido ya que
depende de la forma quimica del elemento, las concentraciones sanguinea y tisular
preexistentes, la especie animal, el antagonismo con otros minerales y las variaciones
genéticas entre individuos de la misma especie y aun raza, factores que afectan la absorcion,

transporte, distribucion y excrecion del Se como fue revisado por Wittwer (2002).

En el caso de los seres humanos, los niveles dietarios mas aceptados correponden a 55y 70 g
Se dia™ para mujeres y hombres adultos, respectivamente. Birringer et al. (2002) revisaron la
bioquimica del Se y las implicancias médicas de un suministro deficiente. En este contexto, se
ha determinado que el Se presenta un efecto anticarcinogénico mas activo en dosis
supranutricionales (200 pg Se dia™) y entre las hipdtesis que actualmente se discuten acerca
del rol protector del Se desctacan: (i) alteracion del metabolismo carcinogénico, (ii)
mejoramiento de la respuesta inmune, (iii) inhibicidn especifica de enzimas, (iv) interferencia
en la proliferacion y regulaciones del ciclo celular, (v) inhibicién de la angiogénesis, (V)
induccion de apoptosis y (vii) toxicidad. Segun los autores, el efecto apoptosico se debe a la
autooxidacion del H,Se en presencia de GSH lo que genera produccion de superdxido. Las
especies de Se que presentan un potencial de generar la produccion de radicales libres son
metanoseleniol, selenito, didéxido de Se, Se-cistina, Se-cistamina, &cido metanoselénico y
varios diselenuros sintéticos. Por su parte, las especies de Se que presentan un efecto
anticarcinogénico mas activo son seleniato, Se-metionina, Se-metilseleniocisteina, vy
trifenilselenonio. Chauhan (2003) resumid el rol del Se en la salud humana en un modelo de

dos etapas (Figura 1) basado en 5 hipdtesis postuladas acerca del efecto quimioprotector del



Se contra el cancer, destacando que la quimioprevencion ocurre en el rango de dosis
supranutricional, debido a que en este rango el nivel de compuestos de selenol cataliticamente
activos y su ciclo redox producen estrés oxidativo e inducen la apoptosis en las células
cancerigenas mas sensibles. Segun el autor, la quimioprevencion ocurriria por una sensibilidad
diferencial entre las células cancerigenas y las células normales para generar compuestos de

selenol que inducen la apoptosis.
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Figura 1. Modelo de dos etapas para el rol del Se en la prevencion del cancer. Adoptado de:
Chauhan (2003).

La cantidad de Se del suelo que se encuentra potencialmente disponible para las plantas podria
ser el principal factor limitante que afecta su movilidad en la cadena tréfica, por lo cual resulta
de gran relevancia estudiar el comportamiento de adsorcién de selenito (SeOs? y HSeOs) y
seleniato (SeO4?) en el suelo, los cuales constituyen las formas de Se inorgénico que son

solubles en agua y moviles en los suelos. El seleniato es la especie de Se predominante en



ambientes alcalinos y oxidantes y constituye la forma de Se potencialmente méas disponible
para las plantas debido a que se adsorbe débilmente a las superficies minerales del suelo,
mientras que el selenito es la especie de Se predominante en suelos &cidos y neutros y es
escasamente movil debido a su alto grado de adsorcion en las superficies minerales y en la
materia organica del suelo. Las diferencias en el comportamiento de adsorcion de selenito y
seleniato se deben a que los mecanismos que regulan la adsorcion de ambos aniones son
diferentes, postulandose que el selenito se une de manera especifica a la superficie a través del
mecanismo de intercambio de ligandos (Hayes et al., 1987; Neal et al., 1987b; Sposito et al.,
1988; Zhang y Sparks, 1990a; Su y Suarez, 2000) y que el seleniato se adsorbe a través de
mecanismos electrostraticos formando complejos de esfera externa (Hayes et al., 1987; Zhang
y Sparks, 1990a).

El comportamiento de adsorcién del Se en el suelo depende no s6lo de su concentracion y
especiacion, sino que también del pH, contenido de arcilla, éxidos de hierro, materia organica
y la presencia de aniones competitivos en solucion, los cuales afectan directamente su
absorcién y biodisponibilidad (Gissel-Nielsen, 2002; Neal, 1990). Con respecto a la extension
de los efectos de competencia, se ha determinado que el fosfato presenta un comportamiento
de adsorcion similar al selenito, disminuyendo significativamente la adsorcion de selenito al
formar complejos de esfera interna sobre los sitios reactivos del suelo y reducir el potencial
eléctrico de la superficie (Barrow, 1992; Goh y Lim, 2004) y que el sulfato compite con el
seleniato por los sitios de adsorcion del suelo, debido a que ambos aniones forman complejos
de esfera externa con los minerales del suelo (Goh y Lim, 2004). Por lo tanto, resulta de
particular importancia para los aniones selenito y seleniato el estudio del efecto de
competencia ejercido por los aniones fosfato y sulfato, mas aun en el caso de los Andisoles,
cuya condicion natural de acidez, constitucion mineralégica, contenido de materia organica y
carga variable otorgan caracteristicas propias a la interfase superficie-solucién, lo que en

definitiva regula la disponibilidad de macro y micronutrientes para las plantas.

Desde el punto de vista de la nutricion vegetal, el rol del Se como nutriente esencial es un
hecho de controversia. Terry et al. (2000) revisaron el conocimiento acerca de las respuestas

bioquimicas y fisiologicas de las plantas superiores al Se y concluyeron que no existen Se-



proteinas esenciales claramente identificadas por andlisis de secuencia de proteinas 0 DNA en
las plantas. No obstante, Hatfield et al. (1992) caracterizaron un Se-cisteil-tRNA que contiene
el anticodon de UGA en Beta vulgaris y Sabeh et al. (1993) purificaron una proteina
tetramérica con actividad GSH-Px desde Aloe vera. Otros estudios también confirman la
presencia de proteinas que contienen Se-cisteina y la presencia de la maquinaria de sintesis de
Se-cisteina en Chlamydomonas reinhardtii (Fu et al., 2002; Novoselov et al., 2002; Rao et al.,
2003). Ademas, estudios desarrollados en Finlandia sobre Lactuca sativa y Lolium perenne
han demostrado que aunque el Se es tdxico a elevadas concentraciones, puede ejercer efectos
benéficos para las plantas a bajas concentraciones. Asi, existen evidencias crecientes que
indican que el Se ejerce un rol como antioxidante en las plantas superiores a través de un
incremento en la actividad GSH-Px y una disminucion de la peroxidacion lipidica
(Hartikainen y Xue, 1999; Hartikainen et al., 2000; Pennanen et al., 2002; Xue y Hartikainen,
2000; Xue et al., 2001) y un incremento en la utilizacion del Se en la sintesis proteica al
suministrar Se a las plantas en dosis crecientes (Hartikainen et al., 1997; Hartikainen, 2002).
Este hecho podria tener particular relevancia en el caso de los sistemas pratenses del Sur de
Chile, cuya persistencia y calidad podrian incrementarse significativamente al contar con un

nivel adecuado de Se disponible en el suelo.

La mayoria de las investigaciones relacionadas con la absorcion y distribucion del Se en los
tejidos vegetales se ha centrado en el estudio de la forma quimica de Se. Desafortunadamente,
existen muy pocos reportes acerca del antagonismo de los aniones selenito y sulfato sobre la
absorcidn y distribucion del Se en fracciones organicas e inorganicas en las plantas y el efecto

del azufre (S) sobre la capacidad antioxidante del Se no ha sido ain reportado.

En Chile, la deficiencia de Se ha sido descrita en rebafios lecheros afectando principalmente a
vaquillas a pastoreo entre la VIII y X Region (Laporte et al., 1997; Ceballos et al., 1998).
Araneda et al. (2001) y Wittwer et al. (2002), en estudios basados en el consumo de forraje de
praderas naturalizadas en 12 predios lecheros, concluyeron que en la IX Region existen
forrajes que presentan bajas concentraciones de Se para ser empleados en la alimentacion de
bovinos de lecheria y cuyo consumo se asocia a una baja actividad sanguinea de GSH-Px,

indicando deficiencias metabolicas de Se en los animales. A su vez, de acuerdo a la base de



datos del Laboratorio de Analisis de Suelos y Plantas de la Universidad de La Frontera los
suelos de la IX y X Region de Chile presentan niveles deficitarios de Se, con un rango de

concentracién entre 0,02 y 0,18 mg Se kg™ de suelo.

Por lo tanto, el rol del Se como antioxidante en las plantas sugiere que la adicion de Se al
suelo puede mejorar la calidad del forraje, a través de una disminucion de la senescencia y un
aumento de la persistencia de las pasturas deficientes en Se. Ademas, si la aplicacion de dosis
crecientes de S al suelo afectan la dindmica de incorporacion del Se en el follaje de las plantas,
se puede esperar un efecto del S sobre la asimilacion del Se hacia formas organicas e

inorganicas y, con ello, sobre la capacidad del Se como antioxidante en los tejidos vegetales.

Paralelamente, si se consigue mejorar la calidad del forraje a través de un aporte adecuado de
Se a las plantas y de un manejo de la relacion Se-S en el suelo, se estaria suministrando al
animal una importante cantidad del Se requerido bajo formas organicas, las cuales presentan
una mejor y mas eficiente asimilacion en comparacion a las formas de Se inorganico en los
tejidos animales (Ceballos y Wittwer, 1996; NRC, 1983; 2000; Ortman y Pehrson, 1999;
Pehrson et al., 1999; Gunter et al., 2003) incidiendo finalmente en la relacién costo-beneficio

de los sistemas pecuarios cuya alimentacion base es la pradera.



1.2 Hipotesis de Trabajo

Considerando la mineralogia caracteristica de los Andisoles, su carga variable y condicion
natural de acidez, se espera que el anion selenito sea menos disponible para las plantas que el
anion seleniato a iguales tasas de aplicacion, debido a que se adsorbera mas fuertemente por su
mayor afinidad por las superficies coloidales. Ademas, si se considera que en términos de
adsorcién, el selenito se comporta como el fosfato y que el seleniato presenta un
comportamiento analogo al sulfato, se espera que la disponibilidad de selenito y seleniato
dependa en gran medida del efecto competitivo ejercido por los aniones fosfato y sulfato,

respectivamente, por los sitios de adsorcion del suelo.

La dinamica de acumulacion del Se en las plantas estara en estrecha relacion con la dosis y
forma quimica de Se suministrada, esperandose una menor concentracion de Se en las plantas
tratadas con selenito en relacién a las plantas tratadas con seleniato. Se espera, ademas, que el
comportamiento de incorporacion del Se a los tejidos vegetales (acumulacién y asimilacion)

esté relacionado con la disponibilidad de Se relativa a la concentracion de S en el suelo.

La actividad GSH-Px podra utilizarse como una medida indirecta de la esencialidad del Se
para las plantas. Se espera un incremento de dicha actividad enzimatica al aumentar la dosis de
aplicacion de Se y, con ello, un retardo en la senescencia de las plantas y un incremento en la
calidad del forraje. Ademas, el nivel de aplicacion de S al suelo, al incidir en la captacién y
asimilacion del Se en los tejidos vegetales, estara directamente relacionado con el crecimiento

y la calidad del forraje.



1.3 Objetivo General

El objetivo general de esta investigacion fue estudiar el comportamiento de incorporacién del
Se desde el suelo a la planta bajo condiciones controladas, evaluando los principales factores
que inciden en la disponibilidad del Se en el suelo y en su acumulacion y asimilacion un
sistema pratense modelo, asi como determinar el efecto del Se sobre el sistema antioxidativo
de las plantas y, con ello, sobre la calidad del forraje en funcion de los requerimientos

nutricionales del ganado.

1.4 Objetivos Especificos
Seleccionar un Andisol de reaccion moderadamente acida y niveles medios de Py Sy evaluar
el potencial de acumulacion de Se en distintos cultivares de Lolium perenne para el estudio de

la dindmica de incorporacion del Se en un sistema pratense modelo.

Evaluar el efecto de la fuente de Se (selenito y seleniato) sobre la adsorcién en el suelo, en
funcion del pH a fuerza idnica y temperatura constantes.

Determinar el efecto competitivo que ejerce el fosfato sobre la adsorcion de selenito y el
efecto del sulfato sobre la adsorcion de seleniato en el suelo a pH, fuerza idnica y temperatura

constantes.

Evaluar el efecto de la fuente de Se (selenito y seleniato) y de la dosis de aplicacion sobre la
concentracion de Se foliar en Lolium perenne y su incidencia en la actividad GSH-Px de las

plantas.

Determinar el efecto de la aplicacion de Se sobre la capacidad de acumulacion de Se foliar,

actividad GSH-Px y peroxidacién lipidica bajo distintos niveles de aplicacién de S al suelo.

Estudiar el efecto de la aplicacion de Se sobre la acumulacion de fracciones organicas e

inorganicas de Se en los tejidos vegetales a distintos niveles de aplicacién de S al suelo.



2 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 Nivel de selenio en los suelos y plantas de diferentes regiones del mundo

La concentracion de selenio (Se) en los suelos y cultivos varia considerablemente debido a
diferencias en el material parental de los suelos, condiciones climéticas y vegetacion. En la
mayoria de los suelos existen concentraciones de Se total entre 0,1 y 2,0 mg kg™, con un
promedio de 0,2 a 0,3 mg kg™ (Fishbein, 1991; Dungan y Frankenberger, 1999) mientras que
se han reportado concentraciones de Se total superiores a 1200 mg kg™ y contenidos de Se

soluble en agua de 38 mg kg™ en suelos seleniferos (Lakin, 1972).

En el Tabla 1 se presentan las concentraciones de Se reportadas para suelos de diferentes
zonas del mundo. En Chile, estudios desarrollados para 12 predios de la zona Sur mostraron
que el contenido de Se de los suelos varié entre menos de 0,01 y 1,5 mg kg™ (Araneda et al.,
2001) y de acuerdo a la base de datos del Laboratorio de Analisis de Suelos y Plantas de la
Universidad de la Frontera, el contenido de Se fluctdia entre 0,02 y 0,18 mg kg™ en los suelos

localizados en la IX y X Region de Chile.

Debido a que el contenido de Se total no es un buen indicador del contenido de Se disponible
en el suelo, el contenido de Se en el forraje es considerado como el mejor indicador del nivel
de Se en una region determinada. En la Tabla 2 se presentan las concentraciones de Se

reportadas para distintas especies forrajeras en diferentes regiones del mundo.



Tabla 1. Concentracion de Se total y Se disponible en suelos de distintas regiones del mundo.

Region Concentracién de Se (mg kg™) Referencia
Templada (rango) 0,01-4,0 a
Templada (rango comun) 0,1-2,0 a
UK 0,02-2,0 a
USA <0,1-80 a,b
China 0,18-0,31 C
Dinamarca 0,14 -0,52 d
Finlandia

Suelos minerales 0,05-0,63 e

Suelos organogénicos 0,21-1,28
India 2,5-69,5 d
Nueva Zelandia 0,12 -0,37 d
Taiwan 0,03-0,23 f
Taiwan 0,53-0,65 g
Chile (IX'y X Region) 0,02-0,18 h
Chile (IX Regidn) <0,01-15 i
Chile (V Region) 0,15-0,40 J

Adaptado de: *Whitehead (2000), "Berrow y Ure (1989), “Wang et al. (2003), “Gupta y Gupta
(2000), ®Ylaranta (1985), "Huang et al. (1987), "Wang y Chen (2003), "Laboratorio de Analisis
de Suelos y Plantas — Universidad de La Frontera (2005), 'Araneda et al. (2001), 'De Gregori
et al. (2000).
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Tabla 2. Concentracion de Se en especies forrajeras de diferentes regiones del mundo.

Region Especie Se (mg kg™ Referencia
USA Gramineas 0,01-0,50 a
Finlandia Mezclas de gramineas 0,007 - 0,028 a
Escocia Gramineas, ensilaje y heno 0,041 a
UK Gramineas 0,013 -0,230 a
Nueva Zelandia Ballica — Trébol 0,005 - 0,07 a
Alberta (Canada) Graminea — Leguminosa 0,002-2,0 a
Dinamarca Pasturas mixtas 0,005 - 0,280 a
Finlandia Pasturas de gramineas 0,01-1,38
Ensilaje de gramineas 0,01-0,96 b
Heno de gramineas 0,009 -0,70
Chile (IX 'y X Region)  Ballica perenne — Trébol blanco 0,01 - 0,05 c
Chile (IX Regidn) Pradera naturalizada <0,01-0,08 d
Chile (V Region) Alfalfa 0,10-0,37 e

Adaptado de: *Whitehead (2000), ° Ylaranta (1990a), ‘Laboratorio de Analisis de Suelos y
Plantas — Universidad de La Frontera (2005), “Wittwer et al. (2002), °De Gregori et al. (2000).

Las concentraciones de Se en especies forrajeras generalmente varfa entre 0,05 y 1,0 mg kg,
aungue en areas asociadas con deficiencia de Se en animales la concentracion puede llegar a
ser inferior a 0,02 mg kg™ (Fishbein, 1991). Se han reportado concentraciones de Se toxicas en
cultivos de la region centro-oeste de USA y Canada, en Venezuela, India y China, y las areas
con deficiencia de Se corresponden a las zonas costeras del este y oeste de Norteamérica,
Venezuela, Australia, Nueva Zelandia y China. Ademas, se han encontrado niveles toxicos de

Se en cultivos de ciertas &reas de Gales e Irlanda en el norte de Europa; sin embargo, en
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general la concentracion de Se en plantas de esta region es adecuada o deficiente para la

nutricion animal y humana (Gissel-Nielsen et al., 1984).

En Chile, las deficiencias de Se se concentran en la zona sur del pais. Segun Wittwer et al.
(2002) la concentracion de Se en praderas de 12 predios de la IX Region fluctuo entre menos
de 0,01 y 0,08 mg kg, con un 83% de las muestras de forraje presentando valores
considerados deficientes (< 0,05 mg kg™) segun los estandares de referencia empleados en
Nueva Zelandia. Ademas, segln la base de datos del Laboratorio de Analisis de Suelos y
Plantas de la Universidad de la Frontera la concentracion de Se de las praderas de la IX y X

Region fluctda entre 0,01 y 0,05 mg kg™ de materia seca.

2.2 Formas quimicas de selenio en el suelo y factores que afectan su disponibilidad
En el medio ambiente, existen 4 estados de oxidacion del Se (-2, 0, +4 y +6) formando una
variedad de compuestos organicos e inorganicos que difieren considerablemente en cuanto a

su comportamiento.

En el suelo existen formas de Se organico e inorganico y su concentracion y forma quimica
estd estrechamente relacionada con el pH, potencial redox, solubilidad e interacciones
bioldgicas (Neal et al., 1987a; Neal, 1990; Losi y Frankenberger, 1997).

La disponibilidad de Se a partir del Se organico se encuentra regulada por transformaciones
quimicas y biologicas. Las transformaciones bioldgicas corresponden a las reacciones
biogeoquimicas que incluyen procesos de mineralizacién/ inmovilizacion, oxidacién/

reduccion y biometilacion/demetilacion microbiana (Bolan et al., 2005).

En el suelo, el Se en la forma de selenito (Se™) y seleniato (Se™) es reducido
microbiolégicamente a Se elemental (Sep) bajo condiciones aer6bicas y anaerdbicas por
mecanismos asimilatorios y desasimilatorios. La biometilacion es considerada uno de los
principales procesos en la volatilizacion del Se en suelos y sedimentos (Zhang et al., 1999) y

representa un mecanismo potencial en la remocion del Se desde ambientes contaminados a
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través de la formacion de compuestos volatiles, siendo el dimetilselenuro (DMSe) el principal

metabolito emitido hacia la atmdsfera (Losi y Frankenberger, 1997).

En un estudio utilizando lisimetros, Dungan et al. (2000) estudiaron la volatilizacion del Se
desde suelos tratados con selenito marcado (Se’), recuperando el 84,5% del Se adicionado a
los 135 dias. En este experimento 59% y 34% del Se permanecié en los primeros 5y 10 cm de

profundidad, respectivamente, mientras que 2,7% del Se fue volatilizado.

El transporte y la transformacion del DMSe en el suelo depende del contenido de humedad del
suelo (Zhang et al., 1999). Los autores encontraron que las pérdidas de DMSe por
volatilizacién fueron entre 87 y 96%, 20y 88% y 4,3 y 16,8% en un experimento en columnas

con suelo seco, suelo humedo y suelo anegado, respectivamente.

Zhang y Frankenberger (1999) obtuvieron resultados similares al trabajar en un suelo seco y
en un suelo saturado de agua, encontrando ademas que la aplicacion de enmiendas organicas
incrementd la produccion y volatilizacion de DMSe. Por su parte, Stork et al. (1999) evaluaron
el efecto de la aplicacion de enmiendas orgéanicas al suelo sobre la tasa de volatilizacién en 6
suelos en un estudio de 8 semanas, encontrando que zeina y L-metinonina incrementaron
significativamente la volatilizacion del Se, con un maximo de volatilizacion de 43% del total

de Se aplicado.

El selenito (SeOs? y HSeOs) vy el seleniato (SeO,?) son las especies estables bajo las
condiciones de pH y potencial redox que son encontrados en la mayoria de los suelos,
mientras que el Se elemental y los selenuros metalicos son estables bajo condiciones
fuertemente reductoras (Neal et al., 1987a). Lim y Goh (2005) realizaron un estudio batch
sobre la especiacion del Se en la fraccion fina de un suelo &cido (< 150 um) por un periodo de
220 dias y encontraron que cuando se aplicd selenito de sodio el 86% del Se adicionado
permanecio como Se(IV), mientras que al aplicar seleniato de sodio el 90% del Se permanecio
bajo la forma de Se(VI).
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En la Figura 2 se presenta un diagrama de la especiacion del Se en sistema acuoso a

concentracion de Se de 1 mmol m™ (78,96 ug L™) en funcién del pH y el potencial redox.

HSeO;

20

Figura 2. Diagrama pH-pE para la especiacion del Se en sistemas acuosos a concentracion de
Se de 1 mmol m>. En el diagrama, la zona achurada corresponde a los valores de pH y pE
encontrados habitualmente en los suelos. pE = Eh * 59,16™ |, siendo Eh el potencial de

electrodo expresado en mVolts. Adoptado de: Neal et al., 1987a.

La movilidad del Se en los suelos se encuentra controlada principalmente por procesos
geoquimicos de adsorcién y desorcion, oxidacion y reduccion, precipitacion y complejacion
con otros minerales. Por lo tanto, su disponibilidad en el suelo depende del pH, de su forma
quimica e interaccion con las superficies minerales y de la presencia de aniones que compiten
por los sitios de adsorcion (Balistrieri y Chao, 1987; Neal et al., 1987a; Zhang y Sparks,
1990a,b; Barrow, 1992; Barrow, 1999; Su y Suarez, 2000).
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Barrow y Whelan (1989a) indican que la adsorcion de Se en el suelo disminuye al aumentar el
pH, existiendo una disminucion mas marcada en el rango de pH 4 a 6 para el seleniato en
comparacion al selenito, debido a que la quimica en solucién de ambos aniones difiere
apreciablemente: (i) el seleniato es derivado del acido selénico que es un &cido fuerte cuyo
pK: es 1,7 y, por lo tanto, presenta baja afinidad por los metales que forman parte de los
oxidos de la superficie del suelo y (ii) el selenito presenta un valor de pK; de 2,75 y pK; de
8,5, por lo cual el i6n SeO3 es derivado de un 4cido débil HSeOs™ y presenta una alta afinidad
por los iones metéalicos de la superficie de los éxidos. Ademas, a valores de pH superiores a 4,
el seleniato se encuentra totalmente disociado y al estar localizado en un plano de adsorcion
mas alejado de la superficie en comparacion al selenito, el efecto sobre la adsorcion del

cambio de potencial eléctrico por efecto del pH es, por lo tanto, pequefio.

Neal et al. (1987a) encontraron que la adsorcion de selenito en el suelo disminuyo
progresivamente en el rango de pH 4 a 6 en 5 suelos aluviales y que la adsorcion a pH superior
a 6 fue inferior a 25%, indicando que un incremento en la carga positiva de la superficie
induce a un mayor intercambio de grupos hidroxilos y, por lo tanto, a una mayor adsorcién de
selenito a valores de pH mas bajos. Ademas, a valores de pH menores a 6 se registraron
diferencias en porcentaje de adsorcion entre los suelos evaluados, lo cual estuvo en directa

relacion con las cantidades de Fe, Al y Mn solubilizadas desde el suelo.

Desde el punto de vista de la nutricion vegetal, el selenito y el seleniato son biodisponibles,
mientras que el Se elemental y los selenuros metélicos son generalmente insolubles en el
suelo. El seleniato es la especie mas disponible para el crecimiento vegetal en ambientes
alcalinos y oxidantes como aquellos encontrados en los suelos seleniferos semiaridos bien
aireados. En estos suelos, el seleniato es muy disponible y puede producir toxicidad en las
plantas y/o vegetacion toxica para el ganado (Rosenfeld y Beath, 1964). Por otra parte, el
selenito es la forma de Se predominante en suelos &cidos y neutros y es escasamente movil
debido a su alto grado de adsorcion en las superficies minerales y en la materia orgénica del

suelo (Pezzarossa y Petruzzelli, 2001).
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Ahlrich y Hossner (1987) evaluaron el comportamiento de adsorcion- lixiviacion de selenito y
de seleniato en un estudio de lisimetros a pH entre 2 y 9, en el cual las columnas de suelo
fueron lavadas con soluciones de CaCl, 0,01 M. En este experimento, el selenito fue
completamente adsorbido en el primer cm de suelo mientras que el seleniato fue lixiviado en
todo el rango de valores de pH evaluado. Yldranta (1991) encontro resultados similares al
realizar un experimento en columnas con suelo arcilloso, arenoso y turba, observando que
entre 0 y 2% del selenito adicionado fue lixiviado a través de 20 primeros cm de suelo,
mientras que en el caso del seleniato los porcentajes de lixiviaciéon fluctuaron entre 11,9 y
75,4%.

La concentracion de Se en solucion se encuentra gobernada principalmente por el complejo de
adsorcién del selenito con los 6xidos de hierro (Balistrieri y Chao, 1987; Su y Suarez, 2000) y
se ha determinado que el selenito puede estar adsorbido sobre dxidos de aluminio (Rajan,
1979), alofan (Rajan y Watkinson, 1976) y materia organica (Ylaranta, 1985; Wang y Chen,
2003).

Nakamaru et al. (2005), estudiaron la adsorcion de selenito en 7 Ordenes de suelo y
determinaron que en Andisoles entre 80 y 88% del Se fue adsorbido en las fracciones de
aluminio (Al) y hierro (Fe) activas del suelo. En este estudio, la proporcion de Se ligada a Al y
Fe fue, respectivamente, directa e inversamente proporcional al coeficiente de distribucion del
Se en los suelos, determinandose que la movilidad y disponibilidad del Se estuvo

estrechamente relacionada con el contenido de Al activo del suelo.

Lim y Goh (2005) reportaron que la adsorcion de Se en la fraccion fina de un suelo &cido
tratado con selenito y seleniato fue, respectivamente, 61% y 46% en relacién a la cantidad de
Se incialmente adicionada (25 mmol kg?). A partir de un andlisis de fraccionamiento
secuencial se determino en el caso del seleniato un 60% del Se permanecio en el suelo como
Se intercambiable, mientras que para el selenito s6lo un 30% de la concentracién inicialmente
adicionada correspondié a Se intercambiable y un 60% bajo formas moderada a fuertemente

adsorbidas y ligadas a la fraccion residual del suelo.
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Wan y Chen (2003) evaluaron las formas y distribucion del Se en distintas fracciones de
suelos de las principales zonas agricolas de Taiwan, encontrando que entre un 30 y 50% del Se
del suelo se encuentra ligado a los 6xidos de Fe y Al y concluyeron que los 6xidos y la materia
orgénica asociados especialmente a la fraccion de arcilla juegan un rol significativo en la

adsorcion de Se.

En cuanto a los mecanismos que regulan la adsorcion de Se, Zhang y Sparks (1990a)
realizaron un estudio cinético de la adsorcion de selenito y seleniato en goetita y determinaron
que el seleniato se adsorbe a través de mecanismos electrostaticos acompafiado de una
reaccion simultanea de protonacion de la superficie. A diferencia del seleniato, la adsorcion de
selenito generd dos tipos de complejos, XHSeOs’ y XSeOs, a través del mecanismo de
intercambio de ligandos. En este estudio se propuso que el proceso de adsorcion de selenito
consta de dos etapas: (i) la formacion de complejos de esfera externa a través de atraccion
electrostatica y (ii) la sustitucion de grupos hidroxilo desde la superficie protonada con

liberacion de H,0, formando un complejo de esfera interna.

Hayes et al. (1987) concluyeron que el seleniato forma un complejo débilmente ligado de
esfera externa y que el selenito se une de manera especifica a la superficie, formando un
complejo fuertemente ligado de esfera interna. En este estudio, el selenito se adsorbié a la
superficie de goetita formando complejos bidentados con dos atomos de Fe y el seleniato fue
retenido en el sistema a través de su esfera de hidratacion. Estos resultados se corroboran al
analizar un estudio de Hingston et al. (1974) basado en la reversibilidad de la adsorcion de
selenito y seleniato sobre goetita y gibsita: Solo una pequefia cantidad del selenito adsorbido
sobre goetita pudo ser desorbido, mientras que la adsorcion de seleniato sobre gibsita fue
facilmente reversible cuando se lavé con una solucién de NaCl 0,1 M a pH constante. Sin
embargo, Su y Suarez (2000) en un estudio de la adsorcion de Se en 0xidos de Fe amorfos y
goetita encontraron que la adsorcion de selenito y seleniato no fue reversible y que ambos
aniones disminuyeron el punto de carga cero de los éxidos estudiados, sugiriendo la formacion
de complejos de esfera interna de ambos aniones a través de la formacion de complejos
bidentados. No obstante, los autores postularon que el selenito forma complejos mas fuertes

con la superficie que el seleniato, debido a que un incremento de la fuerza idnica no tuvo
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efecto en la adsorcion de selenito pero disminuyo la adsorcion de seleniato.

Pardo y Guadalix (1994) observaron que la adsorcion de selenito en dos suelos alofanicos
generd la liberacién de OH’, sulfato y silicato a la solucién y un incremento en la adsorcién de
Na®, por efecto de un aumento en la carga negativa de la superficie. Rajan y Watkinson (1976)
obtuvieron resultados similares al estudiar la adsorcion de selenito y fosfato sobre un alofan
natural. En este experimento, la adsorcion de fosfato y selenito liber6 a la solucién sulfato,
silicato y grupos OH-. Sin embargo, fosfato desplazé 3 veces mas OH," haciendo a la
superficie menos positiva. Ademas, a las concentraciones estudiadas, la adsorcion de selenito
alcanz6 un maximo mientras que el fosfato continué reaccionando con la superficie,
presumiblemente por un mecanismo adicional de adsorcion de fosfato sobre alofan a través del

desplazamiento del Si estructural de la arcilla y disrupcion de polimeros de aluminio.

Se debe considerar que la movilidad, biodisponibilidad y toxicidad del Se en los suelos es
afectada por la presencia de aniones competitivos en solucion. En términos de competencia, la
extension de los efectos de interaccion entre diversos aniones en la adsorcion depende de su
concentracion relativa y afinidad de adsorcion (Balistrieri y Chao, 1987, Sposito, 1989; Dynes
y Huang, 1997, Wijnja y Schulthess, 2000, 2002).

Balistrieri y Chao (1987) realizaron un estudio de los factores que regulan la adsorcion de Se
sobre goetita, observando que a igual valor de pH, la adsorcién de seleniato sobre goetita fue
mucho mas baja que la adsorcion de selenito y que la secuencia de competencia con el selenito
en sistemas binarios fue la siguiente: fosfato > silicato > citrato > molibdato > bicarbonato ~

carbonato > oxalato > fluoruro > sulfato.

Con respecto a los efectos competitivos generados por &cidos organicos de bajo peso
molecular, Dynes y Huang (1997) reportaron que, sobre un éxido de Al amorfo a rayos X, la
competitividad de los acidos organicos sobre la adsorcion de selenito aumenté al incrementar
la concentracion de acidos en solucién y que el grado de competencia por los sitios de
adsorcion fue mas alto en las primeras 3 horas de reaccion. Los resultados indicaron que la
capacidad de los &cidos orgénicos para inhibir la adsorcion de selenito fue en orden
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decreciente: oxalico > malico > citrico > tartarico > succinico > glicolico > aspartico >

salicilico > p-hidroxibenzoico > glicina ~ formico ~ acético.

Wijnja y Schulthess (2002) encontraron que el carbonato promueve la adsorcion de seleniato a
valores de pH entre 6 y 8, con un mayor efecto a pH 6,9 y a concentracion de carbonato de 0,2
mM en solucidn, postulando que el carbonato promueve la adsorcién de seleniato al generar
un mayor nimero de sitios para la adsorcion de seleniato por efecto de los grupos superficiales
protonados que coexisten con carbonato. Sin embargo, a concentraciones mayores, el
carbonato compite efectivamente con el seleniato disminuyendo su adsorcion sobre goetita. En
este experimento, el acetato también fue capaz de promover la adsorcion de seleniato en el
rango de pH 6,2 a 7,2, mientras que el sulfato disminuyé significativamente la adsorcion de
seleniato a valores de pH inferiores a 6,5.

Neal et al. (1987b) estudiaron los efectos de la composicidn de la solucién de suelo sobre la
adsorcion de selenito en el rango de pH 4 a 9 y reportaron que un incremento en la
concentracion de cloruro o sulfato no afectd la cantidad de selenito adsorbida en dos suelos
aluviales, mientras que la adicion de cantidades equimolares de selenito y fosfato al suelo
gener6 una disminucion de la adsorcion de selenito del orden de 50%. Este comportamiento
fue atribuido a que el selenito, al igual que el fosfato, se adsorbe especificamente en la
superficie de los suelos a través del mecanismo de intercambio de ligandos.

Barrow (1992) realizé un estudio de la adsorcion de selenito y fosfato en el suelo y determind
que el fosfato fue un competidor mas fuerte que el selenito, con una ventaja competitiva que
aumentdé en el tiempo, utilizando tiempos de reaccion entre 15 minutos y 30 dias. La
aplicacion de un modelo mecanistico permitio determinar que los mecanismos involucrados en
la competencia estuvieron principalmente relacionados con los cambios en el potencial
eléctrico de la superficie mas que con el numero de sitios disponibles para la adsorcion. Asi, la
continua difusién intraparticular del fosfato disminuy6 el potencial eléctrico de la superficie,
reduciendo la concentracion de selenito en la superficie y su velocidad de difusion

intraparticular.
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Los resultados obtenidos por Goh y Lim (2004) indican que el sulfato compite con el seleniato
por los sitios de adsorcion en el suelo, debido a que ambos aniones forman complejos de
esfera externa con los minerales del suelo, y que la adsorcion de selenito no es afectada por
cambios en la concentracion de sulfato en solucion. Por otra parte, este estudio indico que la
adsorcion de selenito dismunuyad significativamente al incrementar la concentracion de fosfato
en solucion, sugiriendo que el fosfato podria asociarse con grupos funcionales de las
superficies minerales del suelo como los 6xidos de hierro, formando complejos de esfera

interna y reduciendo el potencial de la superficie y, con ello, inhibiendo la adsorcién de Se.

Wu et al (2002) evaluaron la adsorcion competitiva en los sistemas binarios molibdato-
selenito y molibdato-seleniato sobre un éxido de aluminio (y-Al,O3) y encontraron que al
aumentar la concentracion de selenito y seleniato hubo una disminucion de la adsorcion de
molibdato, sugiriendo que un incremento en la concentracién de anion competitivo aumenta su
posibilidad de ocupar los sitios activos sobre la superficie de los éxidos. En este experimento,
los valores del coeficiente de competitividad derivados de una ecuacion multicomponente tipo
Freundlich indicaron que el efecto competitivo de los aniones selenito y seleniato sobre la
adsorcion de molibdato fue pequefio, existiendo un mayor efecto de competencia por parte del

molibdato en la adsorcion de ambos aniones sobre y-Al,Os.

2.3 Absorcién y metabolismo del selenio en las plantas

2.3.1 Efecto de la especie en la acumulacion de Se en los tejidos vegetales
Las plantas difieren en su capacidad de acumular el Se en sus tejidos. Rosenfeld y Beath
(1964) clasificaron las especies vegetales en tres grupos en base a su capacidad para acumular

el Se cuando crecen en suelos que contienen un nivel de Se elevado:
(i) Indicadoras de Se primarias o0 Acumuladoras de Se, que corresponden a aquellas plantas

capaces de acumular hasta varios miles de mg Se kg* de materia seca. A este grupo

pertenecen especies de los géneros Astragalus, Stanleya, Morinda, Oonopsis y Happlopapus.
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(i) Indicadoras de Se secundarias 0 Absorbentes de Se que son especies que cuando crecen en
suelos que presentan un contenido medio o bajo de Se son capaces de absorber hasta 1000 mg
Se kg™, En este grupo existen especies de los géneros Aster, Astragalus, Atriplex, Brassica,
Castilleja, Comandra, Grayia, Grindelia, Gutierrezia y Machaeranthera.

Las plantas indicadoras primarias y secundarias tienen un uso potencial en la fitorremediacion
de Se, debido a que son capaces de metabolizar el Se hacia formas metiladas como el dimetil
selenuro y el dimetil diselenuro (Terry y Zayed, 1998, Terry et al., 2000, Bafuelos et al.,

2005) y volatilizarlo hacia la atmosfera desde suelos y aguas.

(iii) No acumuladoras que son aquellas plantas que generalmente no toman maés alla de 25 mg
Se kg™. En este Gltimo grupo se incluyen los granos, forrajes y muchas malezas, cuyas
especies no acumulan mas de 100 mg Se kg™ cuando crecen en suelos seleniferos (Brown y
Shrift, 1982) y que contienen concentraciones de Se que varian generalmente entre 0,01y 1,0

mg kg™ cuando crecen sobre suelos no seleniferos (Marschner, 1995).

Se debe considerar que existen notables diferencias en la capacidad de acumular el Se entre
distintas especies forrajeras bajo condiciones de baja disponibilidad en el suelo. Por ejemplo,
Davies y Watkinson (1966) notaron que después de la adicion de selenito al suelo, Agrostis
tenuis tomd 2 a 7 veces mas Se que Trifolium repens y NRC (1983) sefiala que alfalfa
acumulé més Se que trébol rosado, timothy o bromo en suelos con niveles de Se

moderadamente bajos.

2.3.2 Mecanismos de absorcion y factores que afectan la acumulacion, translocacion y
asimilacion de selenito y seleniato en especies vegetales

La absorcion de Se llevada a cabo por las plantas depende de la especie vegetal, tipo de suelo,
fertilizacion, condiciones climéticas, naturaleza de los compuestos de Se disponible (Gissel-
Nielsen et al., 1984) y la presencia de otros iones en solucion (Mikkelsen et al., 1988).
Ademas, el Se es metabolizado en las plantas por la via de asimilacion del S y su distribucién
y asimilacion depende de la forma quimica y concentracion de Se suministrada a las raices y

de la naturaleza y concentracién de otros compuestos en solucion (Terry et al., 2000).
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Ellis y Salt (2003) revisaron los estudios existentes acerca de las vias propuestas para la
incorporacion y asimilacion del Se en los tejidos vegetales, lo cual se sintetiza en la Figura 3.
La asimilacién del Se en las plantas superiores se inicia con la activacion del seleniato por la
enzima ATP sulfurilasa para formar adenosin fosfoseleniato (APSe) en el cloroplasto. En
presencia de glutation (GSH), APSe es reducido a selenito a través de la enzima adenosin 5’-
fosfosulfato reductasa (APS reductasa) y luego, reducido a selenuro por glutation (GSH).
Analogamente, cuando el selenito es tomado por las plantas, reacciona con glutation a través

de una reaccion no enzimatica para formar selenuro.

Posteriormente, ocurriria la sintesis de Se-cisteina a partir de O-acetil serina (OAS) y selenuro
catalizada por la enzima cisteina sintasa. Se postula que Se-metionina se sintetiza a partir de

Se-cisteina en una reaccion catalizada por la enzima metionina-sintasa.

Luego, Se-metionina puede ser metilada y convertida a dimetilselenuro (DMSe) y volatilizada.
El primer paso en la biosintesis del DMSe es la metilacion de Se-metionina para formar Se-
metilmetionina (SeMM) en el citoplama, catalizada por la enzima metionina metil transferasa.
Se piensa que la conversion de SeMM a DMSe es llevada a cabo por la enzima S-
metilmetionina hidrolasa, la cual normalmente convierte S-metilmetionina a dimetilsulfuro.
Alternativamente, el DMSe puede ser producido por la conversion de SeMM a dimetil-Se-
propionato (DMSeP) en el cloroplasto y luego a DMSe. Existen otros compuestos de Se
organico como metil-Se-cisteina (MSeC) que se encuentran en especies de los géneros
Brassica, Allium y Astragalus y se ha sugerido que MSeC se produce a partir de la metilacion
de Se-cisteina por la enzima Se-metiltransferasa (SMT), para posteriormente convertirse en

dimetildiselenuro (DMDSe) y volatilizarse.
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Figura 3. Via propuesta para la asimilacion del Se en las plantas. La localizacion subcelular
de las reacciones a paritr de SMT no ha sido confirmada. Los compuestos escritos en cursiva
no han sido aun identificados. La flecha punteada indica la reaccion sugerida, pero existe
carencia de antecedentes que respalden esta informacion. Cisteina sulféxido liasa (CS liasa) ha

sido identificada so6lo en los géneros Allium y Brassica. Adaptado de: Ellis y Salt (2003).
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Diferencias en cuanto a la absorcion y movimiento del Se debidas a la variacion en la especie
qguimica de Se suministrada se atribuyen al hecho de que las plantas captan y translocan el
selenito y el seleniato por mecanismos diferentes. En efecto, se ha reportado que el seleniato
se acumula en las células vegetales en contra de su gradiente de potencial electroquimico a
través de un proceso de transporte activo (Brown y Shrift, 1982) y se ha propuesto que el
seleniato es tomado por las plantas mediante un transportador de sulfato en la membrana
plasmatica radical (Arvy, 1993). La expresion de dicho transportador esta regulada por el nivel
de S en la planta, asi como por los reguladores glutation (GSH) y O-acetilserina, postulandose
que al aumentar los niveles de O-acetilserina se incrementa la absorcion de seleniato (Terry et
al., 2000).

A diferencia del seleniato, no existe evidencia de que la absorcion de selenito sea mediada por
transportadores de membrana y se ha inferido que el mecanismo de absorcion de selenito es
pasivo (Brown y Shrift, 1982). Al respecto, Arvy (1993) indicaron que alrededor del 80% del
Se aplicado como selenito fue absorbido pasivamente por Phaseolus vulgaris en un
experimento con hidroxilamina, un inhibidor respiratorio y los resultados de Arvy (1989)
sefialaron que, a pesar de que el selenito fue absorbido principalmente en forma pasiva por las
raices de Phaseolus vulgaris, la aplicacion de hidroxilamina gener6 una reduccion del orden

de 35% en la concentracién de Se de las plantas.

Debido a que el selenito es méas fuertemente adsorbido por las superficies minerales, es menos
disponible para las plantas que el seleniato a igual tasa de aplicacion al suelo. Sin embargo,
tanto el selenito y como el seleniato son absorbidos rapidamente por las raices de las plantas y
las mayores diferencias radican en el mucho mas bajo porcentaje de translocacién y mas bajas
concentraciones de Se en las plantas tratadas con selenito en comparacion a seleniato (Arvy,
1993; Banuelos y Meek, 1989; de Souza et al., 1998; Hopper y Parker, 1999; Ylaranta, 1990b;
Zayed et al., 1998).

Los estudios de la distribucion del Se en distintas fracciones en tejidos vegetales pueden
realizarse a través de procedimientos que permiten separar distintas formas de Se (Se-proteina
soluble, Se-aminoéacidos libres, Se-inorganico y Se-residual) basados en la solubilidad de

compuestos en agua y en el uso de cromatografia de intercambio ionico (Gissel-Nielsen et al.,
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1987; Hartikainen et al., 1997; Ferry et al., 2004). Acualmente, la identificacion de las
especies quimicas de Se presentes en los tejidos vegetales se realiza principalmente a través de
espectroscopia de absorcion de rayos x (XAS) y HPLC con interfase a espectroscopia de masa
inductivamente acoplada a plasma (ICP-MS). Al respecto, de Souza et al. (1998) y Zayed et
al. (1998) realizaron estudios de especiacion del Se a través XAS en distintas especies
vegetales y encontraron que en las plantas tratadas con seleniato, el Se permanecid
mayoritariamente bajo la forma de seleniato en las raices y en follaje, mientras que las plantas
tratadas con selenito y Se-metionina acumularon principalmente compuestos de Se organico
similares a Se-metionina. Ademas, Lin et al. (2002) en un estudio de especiacion del Se con
XAS en Chara canescens (una maroalga con uso potencial en fitorremediacion de aguas
residuales) encontraron que las plantas tratadas con selenito contenian 91% del Se bajo formas
organicas (Se-éteres y diselenuros) en comparacion con 47% de Se-organico en las plantas
tratadas con seleniato. Por su parte, Kahakachchi et al. (2004) estudiaron la especiacion del Se
en Brassica juncea a través de HPLC ICP-MS encontrando resultados similares a de Souza et
al. (1998), Zayed et al. (1998) y Lin et al. (2002) en raices y follaje de plantas tratadas con
selenito y seleniato.

La disponibilidad relativa del seleniato y del selenito para las plantas depende de las
concentraciones de los iones sulfato y fosfato en solucion (Hopper y Parker, 1999). Al
respecto, se ha reportado una inhibicion competitiva de la absorcién y acumulacion del
seleniato por el sulfato (Mikkelsen et al., 1988; Mikkelsen y Wan, 1990; Yl&ranta, 1990b; Wu
y Huang, 1991; 1992; Bell et al., 1992; Zayed y Terry, 1992; Zayed et al., 1998; Hopper y
Parker, 1999). En tales experimentos, la absorcion de seleniato por Festuca arundinacea,
Medicago sativa, Lolium perenne, Lolium multiflorum, Trifolium repens, Trifolium fragiferum,
Hordeum vulgare, Oryza sativa y Brassica oleracea, fue significativamente reducida por un

incremento en el suministro de sulfato.

De acuerdo a los antecedentes reportados en la literatura, existen muy pocos estudios sobre el
antagonismo de los aniones selenito y sulfato sobre la absorcion y asimilaciéon del Se por las
plantas. Asher et al. (1977) encontraron que la aplicacion de S en dosis 5 veces superior a la de

selenito disminuyd en 47% la concentracion de Se en el xilema de plantas de tomate y Zayed
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et al. (1998) demostraron que un incremento en el nivel de sulfato desde 0,25 a 10 mM en
solucion no produjo cambios significativos en la concentracion de Se foliar, mientras que la
concentracion de Se radical disminuy6 en 33% a la dosis de sulfato mas alta en plantas de
Brassica oleracea tratadas con selenito.

En cuanto al fosfato, su efecto antagdnico con el seleniato puede ser de limitada relevancia
(Khattak et al., 1991) y los resultados de Hopper y Parker (1999) indican que al aumentar los
niveles de fosfato en la solucién del suelo existiria una inhibicion en la absorcion y

acumulacion de selenito en Lolium perenne y Trifolium fragiferum.

2.3.3 Selenio: Un micronutriente esencial para las plantas

La esencialidad del Se para las plantas superiores es un tema de controversia y la mayoria de
los reportes indican que no hay evidencia para el requerimiento de Se por las especies no
acumuladoras (Terry et al., 2000). Sin embargo, a partir de la década de 1990, existen
evidencias crecientes que sugieren un rol antioxidante del Se a través del incremento de la
actividad glutation peroxidasa (GSH-Px; Ec 1.11.1.9) y la disminucién en la peroxidacion
lipidica en las plantas superiores (Hartikainen et al., 1997; Hartikainen y Xue, 1999;
Hartikainen et al., 2000; Xue y Hartikainen, 2000; Xue et al., 2001; Pennanen et al., 2002;
Djanaguiraman et al., 2005) y en el alga verde Chlamydomonas reinhardtii (Yokota et al.,
1988; Takeda et al., 1993).

Hartikainen et al. (2000) detectaron una promocion del crecimiento de Lolium perenne segun
la dosis de Se y edad de la planta y, ademas, un efecto doble del Se en el metabolismo y
crecimiento de las plantas: a bajas concentraciones actué como antioxidante, inhibiendo la
peroxidacion lipidica, mientras que a las concentraciones mas altas se comporté como pro-
oxidante, aumentando la acumulacion de productos de la peroxidacion lipidica. A su vez, hay
evidencia que indica que el Se protege a las plantas del estrés oxidativo causado por episodios
cortos de radiacion UV y que puede mejorar la utilizacion de luz de longitud de onda corta,
promoviendo el crecimiento a través de un efecto sinérgico (Hartikainen y Xue, 1999).
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Pennanen et al. (2002) estudiaron el efecto del Se como antioxidante bajo condiciones severas
de estrés inducidas por radiacion UV y encontraron que el Se fue capaz de promover el
crecimiento, pesumiblemente a través de la proteccion de enzimas fotosintéticas de las plantas
contra el estrés oxidativo. En este estudio, el nivel de adicién de Se mas alto (0,05 mg Se kg™
de suelo bajo la forma de seleniato) generd un efecto toxico en Lactuca sativa, el cual
disminuyd por episodios de radiacion UV, promoviendo el crecimiento de las plantas.
Ademas, estudios realizados con Solanum tuberosum sugieren que el Se tiene una funcion
como antioxidante o activa mecanismos de proteccion, los cuales pueden aliviar el estrés

oxidativo en los cloroplastos (Seppénen et al., 2003).

Recientemente, Nowak et al. (2004) encontraron grandes impactos del Se sobre la actividad de
enzimas oxidorreductasas en plantas de trigo. Al respecto, la concentracion mas baja de Se
aplicada (0,05 mmol kg™ de suelo) afecté positivamente la defensa antioxidante de las plantas;

sin embargo, la dosis de Se mas alta generd respuestas de estrés.

Con la finalidad de estudiar la esencialidad del Se en las plantas superiores, se ha investigado
si las plantas poseen Se-proteinas esenciales como las descubiertas en bacterias y animales, y
existen evidencias moleculares de la presencia de la enzima GSH-Px en las plantas. Sabeh et
al. (1993) purificd y caracterizo la enzima GSH-Px de plantas de Aloe vera y propuso que la
enzima corresponde a una proteina tetramérica de 16 kD constituida por 4 subunidades
idénticas que contienen un atomo de Se por subunidad, al igual que la mayoria de las GSH-Px

descritas en animales.

Hatfield et al. (1992) caracterizd un Se-cisteil-tRNA de Beta vulgaris, el cual contiene el
anticodén de UGA, como evidencia de la incorporacién especifica del Se hacia proteinas y Fu
et al. (2002) demostraron que el codén UGA codifica Se-cisteina en la enzima GSH-Px de

Chlamydomonas reinhardtii.
Otros estudios también confirman la presencia de proteinas que contienen Se-cisteina y de la

maquinaria de insercion de Se-cisteina hacia proteinas en Chlamydomonas reinhardtii
(Novoselov et al., 2002; Rao et al., 2003) y Takeda et al. (2003) aislaron un cDNA que
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codifica GSH-Px en la especie halotolerante Chlamydomonas sp. W80.

Las plantas superiores metabolizan el Se por la via de asimilacion del S (Brown y Shrift, 1982;
Terry et al., 2000; Ellis y Salt, 2003). Esto implica que, ademas de la posible incorporacién del
Se hacia Se-proteinas esenciales o especificas, existe una incorporacion no especifica del Se
hacia Se-aminoacidos y sus proteinas. En aquellas situaciones en las cuales el suministro de Se
para las plantas supera su requerimiento potencial, se origina la volatilizacion del Se (Brown y
Shrift, 1982; de Souza et al., 1998; Terry et al., 2000). Al respecto, Zayed et al. (1998)
estudiaron el comportamiento de acumulacion y volatilizacion de diferentes especies quimicas
de Se, determinando que la tasa de volatilizacion del Se de Brassica oleracea, Brassica
juncea, Beta vulgaris y Oryza sativa fue mayor al suministrar Se-metionina a las plantas,
seguida por el selenito y el seleniato. En este estudio, la volatilizacion del Se efectuada por las
raices fue 20 a 73 veces més alta al suministrar Se-metionina en comparacion al selenito y 1,2
a 1,9 veces superior con el selenito que con el seleniato. A su vez, la volatilizacion llevada a
cabo por las raices fue entre 5 y 48 veces mas alta que la registrada por el follaje de las

distintas especies de plantas evaluadas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Estudios de la adsorcion de selenio en el suelo en sistemas simples y binarios

3.1.1 Caracterizacion fisico-quimica del suelo

El suelo en estudio fue seleccionado considerando sus propiedades quimicas (pH y
concentracion de P y S disponible) a partir de 4 Andisoles pertenecientes a las Series
Pemehue, Vilcin, Osorno y Piedras Negras del Sur de Chile, los cuales han sido previamente
caracterizados y estudiados en el Proyecto FONDECYT 1020934.

El suelo seleccionado corresponde a un Andisol de la Familia Temuco-Serie Vilcin (Medial,
mesic, Entic Dystrandept), perteneciente a la IX Region en el Sur de Chile, que nunca ha sido
fertilizado con Se. Previo a su caracterizacion, el suelo fue secado al aire y tamizado a 2 mm.
El muestreo del suelo se llevo a cabo en un mismo cercado en dos afios diferentes. El suelo
recolectado en el primer muestreo (Mayo de 2002) fue utilizado para los estudios de la
adsorcion de Se en los sistemas simples y binarios. El suelo recolectado en el segundo
muestreo (Octubre de 2003) fue utilizado para los estudios de la dindmica del Se en el sistema

suelo-planta desarrollados bajo condiciones de invernadero.

3.1.1.1 Analisis quimico del suelo en estudio

Se realiz6 un andlisis quimico del suelo en estudio en triplicado de acuerdo a la metodologia
descrita en Sadzawka et al. (2000), evaluandose el perfil 0 — 20 cm. Se determiné el pH al
H.O en una relacion 1:2,5 de la suspension suelo:agua. EI P fue extraido con bicarbonato,
utilizando el método Olsen y fue cuantificado a 880 nm por el método de Murphy y Riley
(1962). El S fue extraido con una solucion de Ca(H,PO,) (Blakemore et al., 1987) y fue
determinado por turbidimetria a 440 nm segln el método propuesto por Tabatabai (1982). La
materia organica fue cuantificada por digestion himeda segun el procedimiento modificado de
Walkley-Black. Los cationes basicos de intercambio (Ca, Mg, Na y K) fueron extraidos con
CH3COONH4 1M (pH 7) y determinados por Espectrofotometria de Absorcion Atomica
(EAA). El Al de intercambio fue extraido con KCI 1M y determinado por EAA.
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El Se total del suelo fue determinado de acuerdo a la metodologia propuesta por EPA (1996)

y cuantificado por Espectrofotometria de Absorcion Atémica con Horno de grafito (EAA-HG)

a una longitud de onda de 196,1 nm, utilizando D, como corrector de linea base.

La Tabla 3 indica las propiedades quimicas del suelo Vilcun correspondiente a los dos afios de

muestreo (2002 y 2003) y en la Tabla 4 se presenta una caracterizacion de las formas de Al y

Fe activas del suelo determinadas por el método de disolucion selectiva (Mehlra y Jackson,
1960; Parfitt y Wilson, 1985; Blakemore et al., 1987; Parfitt y Childs, 1988) utilizando

soluciones de extraccion de ditionito-citrato-bicarbonato (Feg, Alg), oxalato de amonio (Fe,,

Al,, Sio) y pirofosfato de sodio (Fep, Aly) y que corresponde a la base de datos del Laboratorio

de Analisis de Suelos y Plantas de la Universidad de La Frontera.

Tabla 3. Anélisis quimico de un Andisol de la Serie Vilcun de la IX Region.

Primer muestro

Segundo muestreo

Parametro (Mayo de 2002) (Octubre de 2003)
P (mg kg™ 14 7
S (mg kg™) 9 9
Se total (mg kg™) 0,68 0,68
pH (H20) 5,50 5,75
Materia Orgéanica (%) 16 16
K (cmol(+) kg™ 0,89 0,79
Na (cmol(+) kg™) 0,12 0,04
Ca (cmol(+) kg™ 5,84 8,23
Mg (cmol(+) kg™) 1,20 1,84
Al (cmol(+) kg™) 0,25 0,20
Bases (cmol(+) kg™) 8,04 10,90
Saturacion de Al (%) 3,02 1,80
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Tabla 4. Analisis de disolucion selectiva y estimacion de diferentes formas de Al y Fe activas

de un Andisol de la Serie Vilcun de la IX Regidn.

Parametro* (%)
Al, 1,41
Feo 0,89
Sip 0,57
Algy 2,30
Feq 5,63
Al 0,66
Fe, 0,71
Alofan® 2,85
Ferrihidrita® 1,51

Adoptado de: Base de datos del Laboratorio de Analisis de Suelos y Plantas de la

Universidad de la Frontera.

3.1.1.2 Determinacion de la carga protdnica del suelo

Se realizaron estudios de la carga protonica neta del suelo (Punto de Efecto Salino Cero,
PESC) a partir de titulaciones potenciométricas en atmosfera de N, utilizando KOH 0,1 M y
HCI 0,1 M como soluciones titulantes. En resumen, se mezclé 3 g de suelo con 100 mL de
KCI a diferentes fuerzas idnicas (0,1 M, 0,01 M y 0,001 M). Las titulaciones fueron iniciadas
al pH inicial de la muestra, previamente equilibradas 1 h, adicionando 0,2 mL de solucién
titulante cada 20 minutos. EI PESC fue determinado a partir de un grafico de carga superficial
vs. pH a partir del punto de interseccién de las tres curvas obtenidas a las diferentes fuerzas

idnicas.

3.1.1.3 Titulaciones potenciométricas en presencia de selenito y seleniato
Con el objetivo de determinar el efecto del Se sobre la carga del suelo, se realizaron
titulaciones potenciométricas en atmdsfera inerte de N, y KCI 0,1 M. Las muestras de suelo (3

g) se equilibraron durante 1 hora a 25 £ 0,1°C en presencia de selenito o seleniato a una
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concentracion de 2 mM. La suspension fue titulada a partir de su pH inicial, adicionando 0,2
mL de KOH ¢ HCI 0,1 M cada 20 minutos.

3.1.2 Cinetica de reaccion del Se en el suelo

Se determinaron los tiempos de equilibrio en el proceso de adsorcion de selenito y seleniato en
el suelo, en el rango de 0 a 72 horas. Con esta finalidad, se pesaron muestras en duplicado de 1
g de suelo en tubos de centrifuga de 40 mL El estudio se realiz6 a pH 5,0, 25°C y fuerza idnica
0,1 M en KCI, en un volumen final de 20 mL. La concentracion de Se estudiada fue 5 mM y
los tiempos de reaccion empleados fueron: 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24, 48 y 72 horas. Las
suspensiones de suelo fueron centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos y se determiné la
concentracion de Se en el sobrenadante. La cantidad de Se adsorbida fue calculada a partir de
la diferencia entre la cantidad final de Se en solucién y la cantidad de Se inicialmente
adicionada al suelo. Para cada tiempo de reaccion se determind la concentracion de Se en
solucion por Espectrofotometria de Absorcion Atémica (EAA) a una longitud de onda de 196

nmy D, como corrector de linea base.

La cinética de reaccion de ambos aniones fue modelada a través de la ecuacion de Elovich
(Eg. [1]), segun la cual:

q = (1/B) * In(af) + (1/B) * In(t + to) [1]

Donde: q (mmol kg?) = cantidad de i6n adsorbido a tiempo t (h)
o (mmol kg™ h™) = constante asociada a la velocidad inicial de
adsorcion
B (mmol kg™* h™) = constante asocoada a la tasa de desorcion

to = constante de integracion
3.1.3 Adsorcion de Se en el suelo y adsorcion de Py S en sistemas simples

Se realizaron estudios de adsorcién de aniones en sistemas batch, utilizando un tiempo de

reaccion de 24 horas y KCI 0,1 M como electrolito de soporte.
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Se evalud la adsorcion de Se (selenito y seleniato) en funcion del pH del suelo en el rango de
pH 4,0 a 8,0 y, ademas, se realizaron isotermas de adsorcién de Se (selenito y seleniato), Py S

en funcidn de la concentracion en sistemas simples.

Los reactivos quimicos empleados fueron: Na,SeO; x 5H,O0 (MERCK p.a.), Na,SeO,
(SIGMA p.a.), KH,PO, (MERCK p.a.) y K;SO4 (MERCK p.a.).

En todos los experimentos se utilizaron tubos de centrifuga de polipropileno de capacidad de
40 mL, manteniendo una relacién suelo : solucién de 1 g suelo: 20 mL solucién. Las
suspensiones fueron colocadas en un bafio termorregulado a 25 + 0,1°C y agitadas
periédicamente. Transcurridas 24 horas, las suspensiones de suelo fueron centrifugadas a
12000 rpm por 10 minutos y se determind la concentracion anionica en el sobrenadante. La
cantidad de anién adsorbida en el suelo fue calculada a partir de la diferencia entre la cantidad

final de anidn en solucion y la cantidad de anion inicialmente adicionada.

3.1.3.1 Isotermas de adsorcion de Se en funcion del pH del suelo

Se realizaron isotermas de adsorcidn de selenito y seleniato en el suelo a concentracién de Se
constante de 2 mM y variando el pH entre 4,0 y 8,0 mediante la adicion de HCI 6 KOH (0,1 6
0,01 M). Los valores de pH evaluados fueron: 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 y 8,0.
Transcurridas 24 horas, las suspensiones fueron centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos y
se cuantificd la concentracion de Se en solucion por EAA a 196 nm y utilizando D, como
corrector de linea base.

3.1.3.2 Estudios de adsorcién de Se, P y S en sistemas simples

En una primera aproximacion al efecto de competencia del P y del S sobre la adsorcién de Se,
se realizaron isotermas de adsorcion de selenito, seleniato, fosfato y sulfato a pH 5,0, en forma
separada en el suelo. En los experimentos con Se, las concentraciones iniciales variaron entre
0y 5mM y para los estudios con P o S las concentraciones iniciales fluctuaron entre 0 y 10
mM. Las suspensiones de suelo fueron centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos y la
concentracion de Se en solucidn fue determinada por EAA a una longitud de onda de 196 nm,
utilizando D, como corrector de linea base. El P fue analizado por el método de Murphy y
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Riley (1962) y el S por el método turbidimétrico descrito por Sadzawka et al. (2000).

Los valores de adsorcién de Se, P y S fueron ajustados a los modelos matematicos de
Langmuir (Eq. [ 2]) y Freundlich (Eqg. [ 3 ]), determinando la afinidad y capacidad maxima de
adsorcion de los aniones en estudio. Ademas, se realizo el ajuste de los valores experimentales
de adsorcion de selentito a la ecuacion de Sibbesen (Eq. [ 4 ]), que corresponde a una
extension de la ecuacion de Freundlich en la cual el parametro exponencial “b” varia en

funcion de la concentracion de anion en solucion (Sibbesen, 1981).

Las ecuaciones de cada uno de estos modelos se presentan a continuacion.

Ecuacién de Langmuir:

X=K*xXn*cC [2]
(1+K*0)

Donde: x = Cantidad adsorbida
Xm = Capacidad de adsorcion maxima
K = Constante de afinidad
¢ = Concentracién de equilibrio de las especies en solucién

Ecuacion de Freundlich:

S=ax*c [3]

Donde: S = Especie adsorbida
a = Cantidad adsorbida cuando la concentracion en equilibrio
en solucion es igual a 1
¢ = Concentracion de equilibrio de las especies en solucion

b = Constante relacionada con la intensidad de adsorcion
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Ecuacion de Sibbesen:
S=a*c [4]

Donde: S = Especie adsorbida
a = Cantidad adsorbida cuando la concentracion en equilibrio
en solucion es igual a 1
¢ = Concentracion de equilibrio de las especies en solucion
b = b, * c*2, siendo by y b, parametros empiricos

3.1.4 Estudios de competencia en sistemas binarios

Se estudid el efecto de competencia ejercido por el fosfato sobre el selenito y el efecto de
competencia ejercido por el sulfato sobre el seleniato en sistemas binarios. Se realizaron
isotermas de adsorcion a concentracion de Se variable y concentracion de anion competitivo
(P 0 S) constante. En ambos estudios las concentraciones iniciales de Se fueron: 0, 0,05, 0,15,
0,25, 0,50, 0,75, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 3,0, 3,5 4,0, 45 y 50 mM. Cada una de estas
concentraciones fue evaluada a 0,5, 1,0 y 2,0 mM de anion competitivo (P y S para el selenito
y el seleniato, respectivamente). Para ambos experimentos se peso 1 g de suelo y se llevé a un
volumen final de 20 mL. Las isotermas se realizaron a 25 £ 0,1°C por 24 horas, ajustando el
pH inicial a 5,0 y utilizando KCI 0,1 M como electrolito de soporte. Las suspensiones de suelo
fueron centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos. La cantidad de anién adsorbida en el suelo
fue calculada a partir de la diferencia entre la cantidad final de anién en solucién y la cantidad
de anion inicialmente adicionada. La concentracion de Se en solucion fue determinada por
EAA a una longitud de onda de 196 nm y D, como corrector de linea base y el P fue
cuantificado por el método de Murphy y Riley (1962) . La concentracion de S fue determinada
por cromatografia ionica de alta resolucién (HPLC) acoplado a un detector de conductividad.
La fase movil utilizada consistié en 1,5 mmol L™ de 4cido p-hidrobenzoico mas 10% de
metanol a pH 7,8, ajustado con dietiletanolamina (DEEA).
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3.1.5 Ajuste de los valores de adsorcion a ecuaciones multicomponentes tipo Freundlich en
los sistemas binarios selenito/fosfato

Para los sistemas binarios selenito/fosfato, se formuld ecuaciones multicomponentes tipo
Freundlich a partir de la ecuaciéon de competencia SRS, propuesta por Sheindorf et al. (1981).
Utilizando la misma notacion anterior, la ecuacion SRS (Eq. [ 5 ]) que describe el efecto del

ion “J”” sobre la adsorcion del idn “i”” es la siguiente:

Si= ai * Cj [5]

(ci+ kij* c)t "

Donde: Si = Especie “i” adsorbida
a; = Cantidad adsorbida de la especie “i” cuando la
concentracion en equilibrio en solucidn es igual a 1
c¢i = Concentracion de equilibrio de la especie “i”” en solucion
b = Constante relacionada con la intensidad de adsorcién
kij = Coeficiente de competitividad de la especie “j” sobre la
especie “i”

Sheindorf et al. (1981) utilizaron una aproximacién gréfica para estimar los valores de los
coeficientes de competencia, cuya principal desventaja es la dificultad de comprobar si en un
sistema de competencia binario los coeficientes de competencia son simétricos, es decir,
reciprocos. Con estos antecedentes, el Dr. Jim Barrow (Mount Claremont, Australia) cre6 un
programa computacional especialmente formulado para evaluar los ajustes de los valores
experimentales a los valores estimados, a partir de las variables experimentales (concentracién
anionica inicial, concentracion en equilibrio en solucién y razén solucidn: suelo) en sistemas
de adsorcion de aniones en un amplio rango de concentracion. El programa computacional
resuelve de manera simultanea y con gran exactitud las ecuaciones de adsorcion de ambos
aniones en el sistema binario, evaluando el grado de ajuste de la concentracion observada y la

concentracion estimada en solucion.
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Partiendo de su expresion mas simple, a continuacion se describen las ecuaciones testeadas
para los sistemas de competencia selenito/fosfato. La significancia estadistica de la inclusién
de cada parametro extra a la ecuacién se tested a través del principio de la suma extra de
cuadrados (Mead y Pike, 1975).

a) Modelo 1. Sistema de ecuaciones de 6 parametros (ase, b1, b2, Ksep, ap y bp) en el cual
se incluye el parametro Sibbesen para la descripcion de la adsorcion de Se y los
coeficientes de competitividad del P sobre el Se y del Se sobre el P reciprocos

(Ec.[61y[7]):

Sse = ase ™ Cse [6]

(Cse + ksep * cp)t ™%

Donde: b, =bcs,”” y

Sp= ap*cp [7]

(Cp + Cse/ Ksep)! ~°F

b) Modelo 2. Sistema de ecuaciones de 7 parametros (ase, b1, b2, Ksep, Kp.se, ap y bp), en el
cual los coeficientes de competitividad del Se sobre el P y del P sobre el Se no son

reciprocos (Ec. [8]y [9]):

Sse = ase ™ Cse [8]

(Cse + ksep * cp)t ™%

b2

Donde: by, =bCs, " Yy

Sp= ap*cp [9]
)l—bP

(CP + kP,Se * Cse
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c) Modelo 3. Sistema de ecuaciones de 8 parametros (ase, Msep, b1, b2, Ksep, Kp se, ap Y bp),
el cual incorpora los efectos de la adsorcion del anion competitivo (fosfato) sobre el
potencial de la superficie (Barrow, 1989; 1992), disminuyendo el valor del término
“ase” a medida que aumenta la adsorcion de fosfato en el sistema binario
selenito/fosfato (Ec. [10]y[11]):

Sse = ase ™ Cse [ 10 ]

(Cse + Ksep * CP)l_ bse

Donde: b, =b,c.”

dse = ase0 — MsepSp, siendo ase o el valor de ase en ausencia de

adsorcién de P, y:

Sp = ap * Cp [11]
)l—bF’

(cp + Kpse * Cse

3.2 Seleccion de un cultivar de Lolium perenne para los estudios del sistema suelo-planta

Durante el mes de Mayo de 2003 se determiné la concentracion de Se foliar de 6 cultivares de
Lolium perenne, con la finalidad de seleccionar un cultivar que presente un adecuado potencial
de acumulacion de Se. Los cultivares evaluados corresponden a aquellos mas utilizados en los
sistemas pratenses del Sur de Chile y pertenecian al jardin de variedades de ballicas de la
Estacion Experimental Las Encinas de la Universidad de La Frontera de Temuco. Los
cultivares evaluados corresponden a Aries, Quartet, Nui, Jumbo, Bronsyn y Nevis, y se

desarrollaron sobre un Andisol que nunca ha recibido Se como fertilizante.
La determinacién de la concentracion de Se en las plantas se realiz6 en la Universidad de
Helsinki, Finlandia, por espectrofotometria de absorcion atomica con horno de grafito (EAA-

HG) de acuerdo a la metodologia de Kumpulainen et al. (1983), durante una pasantia de
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investigacion financiada por el Proyecto de la Fundacion Andes C-13755(28).

3.2.1 Determinacion de la concentracion de Se foliar por espectrofotometria de absorcion
atémica con horno de grafito (EAA-HG)

El método de Kumpulainen et al. (1983) se basa en un sistema de digestion de la muestra a
alta temperatura con una mezcla de 4&cidos fuertes (HNO; + HCIO; + H,SOy) v,
posteriormente, en la extraccion de la muestra con el sistema Amonio pirrolidina
ditiocarbamato- Isobutil metil cetona (APDC-MIBK) y el analisis de la concentraciéon de Se
por EAA-HG.

En resumen, se pesaron entre 0,2 y 1,0 g de muestra foliar molida y seca, se adiciond una
mezcla 4cida (16 mL de HNOg3 al 65% + 2 mL de HCIO,4 al 70% + 2 mL de H,SO, al 95%) y
la mezcla se dejé reposar durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, la
mezcla fue calentada durante 3 horas a 120°C y se elevo la temperatura a 220°C |,
manteniéndose en este nivel hasta que el volumen de solucion final fue de 3 mL
(aproximadamente 3 horas). La muestra digerida se dejo enfriar durante la noche. Al dia
siguiente se adiciond 10 mL de HCI al 12% y la mezcla se calentd a 120°C por exactamente 20
minutos, con la finalidad de reducir el Se(+VI) a Se(+1V). Una vez enfriada, se adiciono 10
mL de una solucion de NH4OH al 25%. El Se fue extraido a una fase organica para eliminar
interferencias y concentrarlo. Previo a la extraccién, el pH de la solucién fue ajustado a 5
adicionando NH4OH : H,0 (1 : 1 v/v) 6 HNO;3 : H,O (1 : 4 v/v), utilizando azul de bromofenol
al 0,04% como indicador. Luego, se adiciond 5 ml de buffer de citrato de amonio (pH 5) y 5
mL de EDTA al 5%. El Se(+1V) fue quelado con 2 mL de una solucién de APDC al 2% y para
extraer el Se a la fase orgénica se adiciond entre 2,5y 5 mL de MIBK. Las soluciones fueron
agitadas en agitador reciproco durante 5 minutos y se dejo reposar durante 20 minutos para

separar las fases.

El anélisis de la concentracion de Se en las muestras se realiz6 por EAA-HG a una longitud de
onda de 196,1 nm, utilizando D, como corrector de linea base. Las determinaciones fueron
realizadas en duplicado y se incluyé 2 muestras de referencia, provenientes del Departamento

de Quimica Aplicada y Microbiologia de la Universidad de Helsinki, en cada ronda analitica.
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3.2.2 Anélisis estadistico

La determinacion de la concentracién de Se foliar para cada cultivar se realizé sobre 3
repeticiones de material vegetal procedentes de parcelas establecidas en el mismo sitio
experimental. Los resultados fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANDEVA) y
la comparacion entre promedios se realizo a través de la prueba de comparacion maultiple de

promedios de Tukey a un nivel de significancia del 5%.

3.3 Evaluacion de la dindmica de acumulacion del selenio y su rol antioxidante en Lolium

perenne segun la fuente y dosis de Se aplicada. Estudio de invernadero

En el mes de Noviembre de 2003 se establecié un ensayo en macetas en el invernadero
perteneciente al Departamento de Ciencias Quimicas de la Universidad de La Frontera. El
ensayo se realizé en un Andisol de la Serie Vilcun de la IX Region, evaluado en el perfil 0 a
20 cm, que corresponde al segundo muestreo del suelo realizado en Octubre de 2003 y cuya

composicidn quimica se presenta en la Tabla 3 de la seccion 3.1.1.

Para el experimento, se pesd 1,5 kg de suelo por maceta y cada muestra de suelo fue
fertilizada con 200 mg P kg™ de suelo (Superfosfato Triple) y 50 mg S kg™ de suelo
(Sulpomag). Se sembraron 60 semillas por maceta de Lolium perenne cv. Aries y se aplico a
los suelos soluciones de selenito de sodio (Na;SeOs; x 5H,0, reactivo MERCK p.a.) vy
seleniato de sodio (Na,SeQ,, reactivo SIGMA p.a.) en dosis de: 0, 0,1, 0,25, 0,50, 1,0, 1,5,
2,0, 4,0, 6,0, 8,0 y 10,0 mg Se kg™ de suelo. Una vez emergidas las plantas, el ensayo fue

raleado a 40 plantulas por maceta y se aplicd 50 mg N kg™ de suelo bajo la forma de Urea.

Durante el periodo de crecimiento (55 dias), las plantas fueron regadas periédicamente con
agua destilada y las evaluaciones se realizaron para el primer corte, cuando las plantas

presentaron una altura promedio de 30 cm.

3.3.1 Produccién de materia seca y analisis quimicos y bioquimicos en tejidos vegetales
Al momento del corte, se registro el peso verde foliar (PV) de cada maceta y se secaron
submuestras de materia verde a 65°C por 48 horas para la determinacion de la produccion de
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materia seca (ms) y la concentracion de Se foliar, siendo esta Ultima determinada por EAA-

HG por el método de Kumpulainen et al. (1983), previamente descrito en la seccion 3.2.1.

Ademas, se tomaron submuestras de materia verde de cada maceta, las que fueron
almacenadas en una camara de frio a -70°C y -20°C, para las determinaciones de la actividad

glutation peroxidasa (GSH-Px) y de la peroxidacion lipidica, respectivamente.

3.3.1.1 Determinacion de la actividad GSH-Px

La actividad GSH-Px fue determinada por el método de Flohé y Gunzler (1984) modificado,
utilizando H,O, como sustrato. La enzima fue extraida de acuerdo al procedimiento descrito
por Hartikainen et al. (2000) modificado por la inclusién de 1 mM de EDTA vy polivinil
polipirrolidona (PVVPP) como inhibidores de proteasas. Se pesaron 50 mg de muestras foliares
previamente maceradas en N, liquido y la enzima fue extraida con 1,6 mL de una solucion
pre-enfriada de buffer fosfato 100 mM — EDTA 1 mM (pH 7,0) mas 30 mg de PVPP,

Las mezclas fueron centrifugadas a 4°C por 20 minutos (10000 rpm) y el sobrenadante
obtenido después de la centrifugacion fue utilizado como extracto crudo de la enzima. Para la
reaccion enzimatica, se mezclo 0,2 mL de sobrenadante mas 0,2 mL de buffer fosfato 100
mM- EDTA 1 mM (pH 7,0) mas 0,4 mL de GSH (glutation reducido) 1 mM. Paralelamente,
se prepard un set de blancos de reaccion no enzimatica mezclando 0,4 mL de buffer fosfato
100 mMM-EDTA 1 mM (pH 7,0) mas 0,4 mL de GSH 1 mM.

Las mezclas se colocaron en un bafio de agua a 25°C durante 5 minutos. Luego, se inici6 la
reaccion enzimatica adicionanado a los tubos ordenados 0,2 mL de H,O, 1,3 mM cada 10
segundos de intervalo. Trancurridos 10 minutos desde la primera adicion, la reaccion fue
finalizada adicionando 1 mL de una solucion de acido tricloroacético (TCA) al 1% a los tubos
en el mismo orden cada 10 segundos de intervalo y la mezcla fue colocada en un bafio de hielo

por 30 minutos para precipitar las proteinas.

En cubetas desechables, se mezclaron 1,1 mL de buffer fosfato 100 mM- EDTA 1 mM (pH

7,0) méas 0,25 mL de mezcla y se determind la absorbancia de las muestras a una longitud de
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onda de 412 nm. Luego, para el desarrollo de color se adicion6 0,15 mL de 5,5’-ditio-bis (2-
acido nitrobenzoico) (DTNB) a cada cubeta y se volvio a determinar la absorbancia de las
muestras a 412 nm en menos de 5 minutos. La actividad GSH-Px fue calculada como la

disminucion de GSH en el tiempo en comparacién al blanco de reaccion no enzimatica.

La concentracion de proteina en el extracto crudo de enzima fue determinada
espectrofotométricamente a 595 nm por el método de Bradford (1976) y la actividad GSH-Px
fue expresada en base proteica.

3.3.1.2 Determinacion de la peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica fue monitoreada a través de la medicion de las sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS) en el material fresco de acuerdo a la metodologia de Heath y
Packer (1968) modificada por Du y Bramlage (1992). En este procedimiento modificado, la
absorbancia de la muestra es medida a tres longitudes de onda con la finalidad de corregir las

interferencias generadas por los complejos TBARS-polisacaridos.

Se macer6 0,25 g de muestra foliar en una solucion pre-enfriada de TCA al 0,1%, con ayuda
de arena de quarzo y se centrifugo el homogenizado a 10000 rpm por 5 minutos. Luego, se
mezclé 1 mL de sobrenadante con 4 mL de una solucién de TCA al 20% — TBA (acido
tiobarbiturico) al 0,5%. La mezcla fue calentada a 95°C durante 30 minutos y, luego, enfriada
rapidamente en un bafio de hielo. Posteriormente, la mezcla fue centrifugada a 10000 rpm por
10 minutos y se midio la absorbancia del sobrenadante a 532, 600 y 440 nm. En el extracto, la
concentracion de TBARS expresada en equivalentes de Malondialdehido (nmol MDA mL™)

fue calculada por el método propuesto por Du y Bramlage (1992):
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[ [(A532 - Aeoo) - [(A44o - Aeoo) * (MA S&C&I’OS&532/ MA S&C&I’OS&MQ)]ﬂ * 106
Coeficiente de extincion molar de MDA

Donde: As32 , Asoo Y Aago Corresponden a las absorbancias medidas a
532, 600 y 440 nm, respectivamente
MA Sacarosass, = Absorbancia molar de sacarosa a 532 nm = 8,4
MA Sacarosasso = Absorbancia molar de sacarosa a 440 nm = 147
Coeficiente de extincién molar de MDA = 1,57 * 10°

3.3.2 Determinacion de la concentracion de Se disponible en el suelo
Una vez cortadas las plantas se separd una porcion de suelo de cada maceta, el cual fue secado
y tamizado a 2 mm para realizar la determinacion de la concentracion de Se disponible en el

suelo, a través de su extraccion en agua acida (pH 4,5).

El agua &cida (pH 4,5) fue preparada diariamente al momento de su uso, adicionando gotas de
HCI 0,1 M a 1 L de agua desionizada bajo agitacion continua. Para el procedimiento de
extraccion, se pesd 5 g de cada muestra suelo en envases plasticos de base cuadrada y se
adicion6 20 mL de agua desionizada pH 4,5. Las suspensiones fueron agitadas en agitador
reciproco durante 30 minutos a 180 rpm vy, posteriormente, fueron filtradas con papel filtro
Whatman N° 42. Finalizado este procedimiento, se determiné la concentracion de Se en los
extractos de suelo por EAA-HG a una longitud de onda de 196,1 nm, utilizando D, como

corrector de linea base.

3.3.3 Analisis estadistico

Las comparaciones entre promedios en los distintos tratamientos experimentales se realizaron
a través de la deviacion estandar (DE) de cada determinacion. Ademas, se utilizé la
correlacion bivariada de Pearson a un nivel de signicicancia del 1% con la finalidad de

establecer relaciones entre dos variables repuesta.

43



3.4 Estudio preliminar de la tecnologia de aplicacion del Se bajo condiciones de
invernadero

Durante el mes de Diciembre de 2003 se implementd un ensayo en macetas con la finalidad de
realizar una evaluacion preliminar del impacto de la tecnologia de aplicacion del Se sobre la
produccion y concentracion de Se foliar de Lolium perenne cv. Aries bajo condiciones de
invernadero, utilizando como fuentes de Se selenito de sodio y seleniato de sodio. El ensayo se
realizd en un Andisol de la Serie Vilctn de la IX Region, evaluado en el perfil 0 a 20 cm, que
corresponde al segundo muestreo del suelo realizado en Octubre de 2003 y cuya composicion

quimica se presenta en la Tabla 3 de la seccion 3.1.1.

Para el experimento, se pes6 1,5 kg de suelo por maceta y cada muestra de suelo fue
fertilizada con 200 mg P kg™ de suelo (Superfosfato Triple) y 50 mg S kg™ de suelo
(Sulpomag) y se sembraron 60 semillas por maceta de Lolium perenne cv. Aries. Los
tratamientos experimentales consistieron en la aplicacion de selenito y seleniato peletizado a la
semilla y la aplicacién de soluciones directamente al suelo al momento de la siembra,
utilizando concentraciones de Se de 0,05, 0,10, 0,11, 0,25, 0,28 y 0,30 mg kg™. En el
procedimiento se mezcldé 5 g de semilla con una solucion que contenia el adherente (2 g
Metilan kg™ de semilla) y la dosis de Se utilizada segn tratamiento. Posteriormente, las
semillas fueron recubiertas con carbonato de calcio y magnesio (0,341 kg Magnecal kg™ de
semilla) y se dejaron reposar durante 24 horas. Una vez emergidas las plantas, el ensayo fue

raleado a 40 plantas por maceta y se aplicé 50 mg N kg™ suelo bajo la forma de Urea.

El ensayo fue evaluado a un corte, realizado a los 45 dias, cuando las plantas presentaban una
altura promedio de 30 cm, determinandose para cada tratamiento la produccién de materia
seca Yy la concentracion de Se foliar, de acuerdo a la metodologia de Kumpulainen et al. (1983)

descrita en la seccién 3.2.1.
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3.5 Evaluacion de la dindmica de incorporacién del selenio y su rol antioxidante en
Lolium perenne a distintos niveles de aplicacion de azufre al suelo. Estudio de

invernadero

En el mes de Septiembre de 2004 se establecié un ensayo en macetas en el invernadero
perteneciente al Departamento de Ciencias Quimicas de la Universidad de La Frontera. El
ensayo se realiz6 en un Andisol de la Serie Vilcun de la IX Region, evaluado en el perfil 0 a
20 cm, que corresponde al segundo muestreo del suelo realizado en Octubre de 2003 y cuya
composicion quimica se presenta en la Tabla 3 de la seccién 3.1.1.

Para el experimento, se pes6 7,0 kg de suelo por maceta y cada muestra de suelo fue
fertilizada con 400 mg P kg™ (Superfosfato Triple) y 0, 50 y 100 mg S kg™ (Sulpomag). Se
sembraron 200 semillas por maceta de Lolium perenne cv. Aries y se aplicé a los suelos
soluciones de selenito de sodio (Na,SeO3; x 5H,0, reactivo MERCK p.a.) en dosis de 2,0 mg
Se kg La fuente y dosis de Se aplicada en este ensayo fueron seleccionadas en base a los
resultados generados en el primer ensayo de invernadero, considerando la aplicacion de: (i) la
fuente de Se maés eficiente desde el punto de vista del sistema antioxidativo de las plantas, (ii)
una dosis de Se que no genere toxicidad en las plantas, pero que sea de una magnitud
adecuada para realizar un analisis de fraccionamiento del Se en los tejidos vegetales y cercana

al umbral de toxicidad del Se para los animales.

Una vez emergidas las plantas, el ensayo fue raleado a 168 plantulas por maceta y se aplico 50
mg N kg™ de suelo bajo la forma de Urea. El experimento fue realizado en triplicado vy las
plantas fueron regadas periédicamente con agua destilada. Las evaluaciones se realizaron para
el primer corte, realizado a los 65 dias, cuando las plantas presentaban una altura promedio de
30 cm.

3.5.1 Produccion de materia seca y analisis quimicos y bioquimicos en tejidos vegetales

Al momento del corte se registré el peso verde foliar de cada tratamiento experimental. La

mayor parte del material vegetal de cada maceta fue secado a 65°C por 48 horas con la
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finalidad de obtener suficiente material para las determinaciones de produccion de materia

seca, concentracion mineral de Se, Py Sy para el procedimiento de fraccionamiento del Se.

3.5.1.1 Anélisis de Se, P, Sy N foliar
La concentracion de Se foliar fue determinada de acuerdo a la metodologia de Kumpulainen et

al. (1983), descrita en la seccion 3.2.1.

Para la determinacion de la concentracién de P foliar, se calcind 1 g de muestra foliar molida y
seca a 500°C por 8 horas y se realizé una disolucion de las cenizas en HCI diluido. EI P fue
determinado por colorimetria por la formacion del complejo P-vanadomolibdato a una

longitud de onda de 466 nm segun el método descrito por Sadzawka et al. (2004).

Para la determinacion de la concentracion de S foliar, 0,25 g de muestra foliar fueron
calcinados a 500°C por 4 horas con nitrato de magnesio y las cenizas fueron disueltas en HCI
diluido. La concentracion de S foliar fue determinada por turbidimetria a 440 nm de acuerdo al

método descrito por Sadzawka et al. (2004).

Para la determinacién de N foliar, las muestras foliares fueron digeridas por el método
Kjeldahl. Luego, las muestras fueron destiladas y el destilado fue atrapado en HBOs3, para su

posterior titulacion con H,SO4 0,05 N segun la metodologia descrita por Mora (2000).

3.5.1.2 Determinacion de la actividad GSH-Px

Se almacenaron submuestras de material verde en una camara de frio a —70°C para evaluar la
actividad GSH-Px, segln la metodologia previamente descrita en la seccion 3.3.1.1. En
resumen, la actividad enzimatica fue determinada por el método propuesto por Flohé y
Gunzler (1984) y la enzima fue extraida por el método descrito por Hartikainen et al. (2000),
modificado por la inclusion de 1 mM de EDTA y 1% de PVPP como inhibidores de proteasas.
La actividad enzimatica fue expresada en base proteica y la concentracion de proteina en el
extracto crudo de enzima fue determinada de acuerdo a la metodologia propuesta por Bradford
(1976).
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3.5.1.3 Determinacion de la peroxidacion lipidica

Se almacenaron submuestras de material verde en una camara de frio a —20°C para la
medicion de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), segln la metodologia
previamente descrita en la seccion 3.3.1.2. La determinacion de la peroxidacién lipidica de
realizé de acuerdo al método de Heath y Packer (1968) modificado por Du y Bramlage (1992).

3.5.1.4 Fraccionamiento del Se en los tejidos vegetales

Se realiz6 un estudio de la distribucion del Se en varias fracciones en los tejidos foliares (Se-
aminoacidos libres, Se-residual y Se-inorgéanico) de acuerdo al método planteado por Gissel-
Nielsen (1987) y modificado por Hartikainen et al. (1997) por la inclusién de la fraccion del

Se ligada a la proteina soluble (Figura 4).

Se pesaron 5 g de muestra seca y molida, los cuales fueron extraidos tres veces por 30 minutos
en agitador reciproco (180 rpm) con 50, 50 y 25 mL de agua desionizada, respectivamente.
Posterior a las dos primeras extracciones, las muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 20
minutos y finalizada la tercera extraccion, las muestras fueron centrifugadas a 11000 rpm
durante 30 minutos. Se mezclé el sobrenadante obtenido después de cada centrifugacion y el
residuo insoluble se secd durante la noche a 70°C. Para la precipitacion de la fraccion de
proteina soluble, se adiciond al sobrenadante combinado 30 mL de una solucién de TCA al
30% vy la muestra fue centrifugada a 11000 rpm durante 40 minutos. El sedimento (fraccién de
proteina soluble) fue secado durante la noche a 70°C. La solucién obtenida de la extraccion
acuosa (pH 2) fue adicionada a una columna de intercambio ionico, utilizando una resina
Dowex 50WX8-400 (forma H"). La fraccion de Se-inorganico fue eluida desde la columna
con 200 mL de una solucién de HCI 1 N y 50 mL de agua desionizada y concentrada en
rotavapor a 55°C. La fraccidon de Se- aminoéacidos libres fue eluida desde la columna con 275

mL de una solucion de NaOH 0,2 M y concentrada en rotavapor a 55°C.
La concentracién de Se de cada fraccion (Se-residual, Se-proteina soluble, Se-aminoacidos

libres y Se-inorganico) fue determinada por el método de Kumpulainen et al. (1983), descrito

en la seccion 3.2.1.
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Agitacién (180 rpm - 30 min)
Centrifugacién (10000 rpm - 20 min)
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v
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H,O desionizada (25 mlL)
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(S3)
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S1+S2+S3

TCA 30% (30 mL)
Centrifugacién (11000 rpm - 40 min)
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Residuo Extacto acuoso
insoluble (PH 2)
70°C-8h
Se - Proteina Dowex 50
soluble WX8-400

v
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Solucién no retenida + HCI

Solucién retenida + NaOH

AN (200 mL) + H,O (50 mL)

0,2 M (275 mL)

Se - Inorganico

Se - aa libres

Figura 4. Esquema general del fraccionamiento del Se en tejidos vegetales.
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3.5.1.5 Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida — dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE)

La precipitacion de las proteinas se realizo de acuerdo al método propuesto por Damerval et
al. (1986). Se pesaron 0,3 g de muestras foliares previamente maceradas en N liquido, se
agregoé 1 mL de una solucién de acetona que contenia 2-mercaptoetanol al 0,07% y TCA al
10% y se colocaron a -20°C durante la noche. Al dia siguiente, las muestras fueron
centrifugadas a 11000 rpm por 20 minutos. Luego, se adicioné al pellet 1 mL de acetona fria
(-20°C) que contenia 2-mercaptoetanol al 0,07% y se centrifug6é a 10000 rpm por 10 minutos;
este procedimiento se repiti6 5 veces, hasta que el pellet se decolor6 por completo.
Posteriormente, se agrego a cada pellet 0,3 mL de una solucién de Urea 8 M, las muestras se
sonicaron durante 20 minutos y se centrifugaron a 10000 rpm por 10 minutos. Se colect el
sobrenadante, el cual contiene las proteinas solubles, y se almacen6 a 4°C durante la noche
para su corrida electroforética.

Para la electroforesis de proteinas SDS-PAGE, el gel de separacion contenia Tris-HCI 1,5 M
(pH 8,8), SDS al 0,4% y acrilamida (Acrilamida-Bisacrilamida 29:1) al 12,5%. El gel de
apilamiento contenia Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), SDS al 0,4% y acrilamida (Acrilamida-
Bisacrilamida 29:1) al 5%. Los geles se polimerizaron quimicamente con TEMED
(tetrametiletilendiamino) y persulfato de amonio (PSA), ambos al 0,05%. El buffer de carga
contenia Tris-HCI 50 mM, ditiotreitol (DTT) 100 mM, SDS al 2%, azul de bromofenol al
0,1% y glicerol al 10%. El buffer de corrida contenia Tris-HCI 0,025 M, glicina 0,19 M y SDS
al 0,1%. Previo a la corrida electroforética, se mezcld 50 uL de muestra'y 50 uL de buffer de
carga y se calentaron en un bafio de agua a 100°C durante 5 minutos. Se cargé 12 uL de
muestra en cada carril y se incluy6 un estandar de peso molecular. La corrida electroforética se

realizé a 120 volts durante 1 hora y 45 minutos.

Una vez finalizada la corrida electroforética, las proteinas se fijaron al gel con una solucion de
metanol:agua desionizada:acido acético (5:5:1 v/v/v) durante 2 horas para luego tefirlas
durante la noche con una solucion que contenia Azul de Coomassie R-250 al 0,02%, etanol al
5%, TCA al 6% y metanol al 25%. Al dia siguiente, se destifié el gel con una solucion de

metanol al 20% vy &cido acético al 5% y se procedi6 a fotografiar y a analizar el
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fraccionamiento electroforético con el programa Kodak Digital Science DC 120.

3.5.2 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados a través de un ANDEVA y las comparaciones entre
promedios se realizaron por medio de la prueba de comparacion multiple de promedios de
Tukey a un nivel de significancia del 5%. Ademas, se determind la desviacion estandar de

cada set de datos experimetales.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion fisico-quimica del suelo

4.1.1 Composicion quimica y carga neta del suelo

El suelo en estudio corresponde a un Andisol de la Familia Temuco-Serie Vilcun, evaluado en
el perfil 0 a 20 cm, el cual fue seleccionado a partir de los resultados de la composicién
quimica de 4 Andisoles pertenecientes a las Series Pemehue, Vilcun, Osorno y Piedras Negras
del Sur de Chile, y que corresponden a los suelos estudiados dentro del marco del Proyecto
FONDECYT 1020934.

Para la caracterizacion fisico-quimica del suelo y para los estudios de adsorcion de aniones en
sistemas simples y binarios se utilizé una muestra de suelo recolectada en Mayo de 2002, cuya

composicion quimica se presenta en la Tabla 3 de la seccion 3.1.1.

Los resultados del analisis de suelo indican que el suelo presenta una reaccién moderadamente
4cida, registrando un valor de pH (H,0) de 5,5. La suma de bases alcanzé 8,04 cmol(+) kg™,
existiendo una adecuada proporcién de cationes basicos en el complejo de intercambio, en el
cual el Ca es el cation predominante. Consecuente con la elevada suma de bases, hubo una
baja concentracion de Al soluble en el complejo de intercambio, lo cual se tradujo en un
porcentaje de saturacion de Al cercano a 3%. Las concentraciones de P y S disponible
alcanzaron un nivel medio de acuerdo a los estdndares establecidos para una adecuada
produccion vegetal, con valores de 14 y 9 mg kg™, respectivamente. Por su parte, la
concentracion de Se total se encuentra dentro del rango de valores descritos por Araneda et al.
(2001) para suelos de la IX Region, quienes encontraron que la concentracion de Se fluctud
entre menos de 0,01 y 1,5 mg kg™, sefialando que desde el punto de vista de la nutricién
vegetal un 58% de las muestras presentaron valores deficientes de acuerdo a los estandares
empleados en Nueva Zelandia.
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Con el propdsito de caracterizar la carga de la superficie, en la Figura 5 se presentan las curvas
de titulacién potenciométrica obtenidas para el suelo de la Serie Vilcun a tres distintas fuerzas
ionicas, utilizando KCI como electrolito de soporte. EI PESC, definido como el punto de
interseccion de tres curvas de titulacion realizadas a diferente fuerza ionica en el cual no existe
un efecto de la concentracion del electrolito de soporte sobre la carga neta del suelo, alcanzo
un valor de pH de 4,30 indicando un predominio de carga negativa al valor de pH que presenta

el suelo.
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Figura 5. Curvas de titulacion potenciométrica de un Andisol de la Serie Vilcun a distintas

concentraciones de KCI y temperatura de 25°C.

Como era de esperarse, un incremento en la concentracion de electrolito de soporte desplazo el

PCC hacia valores de pH mas bajos, debido a que en suelos de carga variable con predominio
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de carga negativa un incremento en la fuerza idnica, al comprimir la capa difusa, genera la
liberacion de los protones mas cercanos a las superficies coloidales incrementando la acidez

de la solucion.

4.1.2 Efecto del selenio adsorbido sobre la carga del suelo
En la Figura 6 (a,b) se presentan la curvas de titulacion potenciométrica del suelo en estudio

en presencia y ausencia de selenito y seleniato, respectivamente.

El selenito (Figura 6a) desplazo el PCC a valores de pH mas altos, lo que significa liberacion
de OH" desde las superficies coloidales al seno de la solucidon por efecto de la adsorcién
especifica de este anion en el suelo a través del mecanismo de intercambio de ligandos (Hayes
et al., 1987; Neal et al., 1987b; Sposito et al., 1988; Zhang y Sparks, 1990a). Ademas, a
valores de pH inferiores a 8,0 se produciria un mayor consumo de protones como parte del
mecanismo de adsorcion y que no necesariamente significa la generacion de carga positiva,

sino que neutralizacion de carga negativa.

Segun la Figura 6b el seleniato no ejerce un efecto sobre la carga protdnica del suelo,
evidenciando un mecanismo de unidn a la superficie de caracter electrostatico. Al respecto,
Hayes et al. (1987) y Zhang y Sparks (1990a) concluyeron que el seleniato forma complejos
de esfera externa sobre goetita y se ha reportado que el seleniato se une débilmente a la
superficie y se lixivia facilmente en el suelo (Neal y Sposito, 1989; Ahlrichs y Hossner, 1987).
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Figura 6. Curvas de titulacién potenciométrica del suelo en presencia y ausencia de (a)

Selenito de sodio y (b) Seleniato de sodio, utilizando KCI 0,1 M como electrolito de soporte.
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4.1.3 Cinética de reaccion de selenito y seleniato en el suelo

La Figura 7 describe la cinética de reaccion de selenito y seleniato en el tiempo en el rango 0 a
72 horas ajustada a la ecuacién de Elovich. En el caso del selenito, en los primeros 30 minutos
se lleva a cabo alrededor del 50% de la reacciéon (Figura 7a). Posteriormente, la reaccion
continia mas lentamente hasta alcanzar una situacion de equilibrio, al menos aparente a las 24
horas con un 91,9% del total adsorbido a las 72 horas. Esto coincide con los resultados de
otros estudios que han encontrado que la reaccion del selenito en el suelo persiste incluso por
75 dias (Cary y Gissel-Nielsen, 1973), lo que Barrow y Whelan (1989b) atribuyen a una fuerte
reaccion de adsorcion inicial seguida de una difusion intraparticular similar a aquella descrita

para el fosfato, molibdato y fluoruro en el suelo.

La adsorcion de seleniato es claramente inferior a la adsorcién de selenito a la concentracion
de Se utilizada, registrandose més del 50% de la adsorcion al cabo de 1 hora y una situacion
de equilibrio alrededor de las 18 horas, con un 91,6% de la adsorcion total registrada a las 72
horas (Figura 7b). Por lo tanto, se seleccion6 un periodo de adsorcion de 24 horas para realizar

los estudios de adsorcion de selenito y seleniato en los sistemas simples y binarios.

Segun la Figura 7 (a,b) las cinéticas de reaccion de selenito y seleniato fueron descritas
adecuadamente por la ecuacion de Elovich, con valores de R?de 0,93 y 0,83, respectivamente.
De acuerdo a las constantes obtenidas con este modelo, la velocidad inicial de adsorcion (o)
fue 9,5 veces superior para el selenito que para el seleniato, con valores respectivos de o de
136,2 y 14,3 mmol kg™ h™*. El parémetro relacionado con desorcién fue 3,3 veces superior
para el seleniato (B = 0,529 mmol kg™ h™) que para el selenito (B = 0,162 mmol kg™ h™"). Goh
y Lim (2004) utilizaron la ecuacion de Elovich para describir la cinética de adsorcion de Se en
el suelo y encontraron que, al igual que en este estudio, el parametro de desorcion (B) fue 3,3
veces mayor para el seleniato que para el selenito. Sin embargo, la velocidad inicial de
adsorcion (o) fue 3 6rdenes de magnitud mas baja para el selenito que para el seleniato, lo que
difiere de los resultados previamente expuestos y puede atribuirse a que Goh y Lim (2004)
trabajaron con un suelo sedimentario con predominio de arcillas cristalinas (kaolinita,
montmorillonita y clorita) mientras que el Andisol utilizado en este estudio presenta 2,85% de

alofan y 1,51% de ferrihidrita en su constitucion mineraldgica (Vistoso et al., 2005).
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Figura 7. Cinética de reaccion de (a) selenito y (b) seleniato en el suelo modelada a través de

la ecuacion de Elovich a una concentracion de Se de 5 mM, pH 5,0 y 25°C, utilizando KCI 0,1

M como electrolito de soporte.
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Los valores de a. y 3 fueron utilizados para calcular la constante de equilibrio en el proceso de
adsorcion (Keq , donde keq = a./ ). Seguin esta estimacion, el valor de ke fue 31 veces mas alto
para el selenito (keq = 840,74) que para el seleniato (keq = 27,03), lo que denota la mayor
afinidad del selenito por las superficies rectivas del suelo. Ademas, las diferencias en términos
de la constante de desorcion reflejan diferencias en el tipo y energia de enlace que ambos
aniones presentan con la superficie, lo que concuerda con los mecanismos propuestos para la
adsorcion de selenito y seleniato, a través de la formacion de complejos de esfera interna y
complejos de esfera externa, respectivamente (Hayes et al., 1987; Zhang y Sparks, 1990a; Su y
Suarez, 2000).

Se debe destacar que transcurridas 24 horas de reaccion, los porcentajes de adsorcion con
respecto a la concentracion inicial de Se adicionada (5 mM) fueron 41,2% y 9,2% para el
selenito y el seleniato, respectivamente. Al respecto, los resultados de un estudio cinético
realizado por Goh y Lim (2004) indicaron que a las 24 horas los porcentajes de adsorcion
fueron de 72% para el selenito y 25% para el seleniato, valores que resultan comparativamente
mas altos que los encontrados en este estudio. Sin embargo, cabe sefialar que Goh y Lim
(2004) realizaron su investigacion sobre un suelo tropical, de mineralogia distinta a los
Andisoles y de reaccion fuertemente 4&cida, utilizando una concentracion de Se

significativamente mas baja (0,2 mM) que la utilizada en este estudio (5 mM).

4.1.4 Efecto del pH sobre la adsorcion de selenito y seleniato en el suelo
En la Figura 8 se presenta la adsorcion de los aniones selenito y seleniato en funcién del pH
del suelo. La adsorcién de selenito fue al menos 3 veces superior a la adsorcion de seleniato en

el rango de pH 4,0 a 8,0.

La adsorcion maxima de selenito en relacion a la concentracion de Se inicialmente adicionada
(2 mM) fue de 75,8% y disminuy0 a 59,3% a pH 8,0. En el caso del seleniato el m&ximo de
adsorcion cayd desde 27,9% a pH 4,0 a 16,1% a pH 8,0. Estos resultados coinciden el
comportamiento de adsorcion en funcion del pH observado por Goh y Lim (2004) quienes
reportaron disminuciones significativas en la adsorcion de selenito y seleniato en el suelo para

el rango de pH 3,0a7,0.
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La adsorcion de selenito fue altamente dependiente del pH bajo condiciones &cidas,
registrandose la mayor adsorcion a valores de pH inferiores al PESC; a valores de pH sobre
5,0, el efecto de la reaccion del suelo sobre la adsorcion de selenito fue poco significativo. Al
respecto, Pardo y Guadalix (1994) trabajando en dos suelos alofanicos, encontraron que la
mayor adsorcion de selenito ocurrio bajo el PCC, debido a que una disminucién del pH bajo el
PCC induce el desarrollo de carga neta positiva y un aumento en el potencial eléctrico,
incrementando la adsorcion. Por el contrario, valores de pH sobre este punto tienen un efecto
menos marcado sobre la adsorcion de selenito, debido a que aumenta la repulsion

electrostatica.
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Figura 8. Efecto del pH sobre la adsorcion de selenito y seleniato en el suelo a una
concentracion inicial de Se de 2 mM, 25°C y KCI 0,1 M.

En el caso del seleniato, la adsorcién disminuye considerablemente al aumentar el pH hasta

6,0. Las diferencias en las cantidades de selenito y seleniato adsorbidas se presentan en la
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Figura 9, en términos de adsorcion relativa de cada anion en funcion del pH del suelo,
tomando como 100% el méaximo de adsorcidén observado a pH 4,0. Segun se aprecia, la
adsorcion de selenito disminuyd en 21,7%, mientras que la adsorcion de seleniato disminuyo
en mas de 62,7% en el rango de pH estudiado.

Tales diferencias se atribuyen a que la quimica de estos dos aniones en solucion difiere
apreciablemente (el seleniato tiene un pK, de 1,7, mientras que el selenito tiene un pK; de
2,75 y un pK; de 8,5) y denotan la baja afinidad que tiene el seleniato por las superficies
minerales del suelo. En este sentido, Barrow y Whelan (1989a) plantean que el efecto del pH
sobre la reaccion de los aniones selenito y seleniato en el suelo depende de diferencias en el
grado de disociacion de los iones en solucion y de diferencias en la localizacion del plano
medio de adsorcion.
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Figura 9. Disminucion relativa de la adsorcion de selenito y seleniato en el suelo. Entre pH
4,0y 8,0, 2mM de Se (selenito o seleniato), 25°C y KCI 0,1 M.
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4.1.5 Estudio de la adsorcion de selenito, seleniato, fosfato y sulfato en sistemas simples

La Figura 10 presenta una comparacion de las curvas de adsorcion de selenito, seleniato,
fosfato y sulfato en el suelo Vilcun ajustadas al modelo de Freundlich, a pH 5,0, concentracion
anionica inicial entre 0 y 5 mM. Se debe considerar que los aniones selenito y fosfato al
adsorberse especificamante en el suelo a través del mecanismo de intercambio de ligandos,
liberaron grupos OH desde la superficie al seno de la solucion, con el consecuente incremento
del pH de la solucion. Este efecto fue mas marcado a medida que aumentd la concentracién
inicial del ani6n adicionado al sistema. Sin embargo, una vez transcurrido el tiempo de
equilibrio de la reaccion (24 horas) el méximo incremento observado del pH de la solucion fue
de aproximadamente 0,2 unidades, lo cual no tuvo un efecto significativo sobre la adsorcion.
Particularmente, en el caso del selenito, los efectos del pH sobre la adsorcion son mas
marcados a valores de pH inferior a 5,0. Sobre este valor, la adsorcidn de selenito disminuye
levemente al aumentar el pH de la solucién hasta 8,0 como fue demostrado en los
experimentos de adsorcion en funcién del pH (seccion 4.1.4). Por lo tanto, para los
experimentos de adsorcién en los sistemas simples y binarios se ajusto el pH inicial de la
solucién a 5,0 y no se consideré los valores de pH final en la estimacion de la adsorcién de
selenito y fosfato en el suelo.
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Figura 10. Isotermas de adsorcion de selenito, seleniato, fosfato y sulfato a pH 5,0 |,

concentracion anionica entre 0 y 5 mM, 25°C y KCI 0,1 M. Ajuste al modelo de Freundlich.

En el caso del selenito, los valores de adsorcion registrados son superiores aquellos reportados
por Pardo y Guadalix (1994) para Andisoles de Espafia de caracteristicas de pH similares al
suelo en estudio. Tales diferencias son atribuidas a los menores tiempos de adsorcion
empleados en dichos experimentos, en los cuales se estudio la adsorcion de selenito en el suelo
utilizando tiempos de equilibrio de una hora a 25°C. Por su parte, Nakamaru et al. (2005)
reportaron que el 95% del Se adicionado bajo la forma de selenito fue adsorbido en Andisoles,
adsorcién que resulta comparativamente mas alta que el 78,1% de adsorcion observado en este
estudio a la concentracion inicial de Se mas baja (0,05 mM); sin embargo, Nakamaru et al.
(2005) trabajaron a concentraciones iniciales de Se significativamente inferiores a la mas baja

empleada en este estudio, utilizando tiempos de equilibrio de 7 dias.

61



La adsorcion de seleniato fue aproximadamente 5 veces mas baja que la adsorcién de selenito
a la concentracidn de Se mas alta que se utilizo en este estudio (Figura 10), consecuente con el
hecho de que el selenito es fuertemente adsorbido por las superficies minerales del suelo y es
potencialmente menos disponible para las plantas que el seleniato, el cual no sélo es adsorbido
débilmente sino que, ademas, se lixivia facilmente (Neal et al., 1987a,b; Neal y Sposito, 1989;
Wang y Chen, 2003). En este sentido, Barrow y Whelan (1989a) reportaron factores de
afinidad relativa neta de adsorcion a pH 5,0 de 0,049 y 0,0014 para el Se(IV) y el Se(Vl),
respectivamente, lo que indica que en tales experimentos el selenito fue 35 veces mas efectivo

que el seleniato en producir adsorcion en el suelo a las concentraciones empleadas.

En una primera aproximacion al efecto competitivo ejercido por el fosfato y el sulfato sobre la
adsorcion de selenito y seleniato en el suelo, los valores experimentales de adsorcion fueron
ajustados a los modelos de Langmuir y Freundlich. En este estudio, las isotermas de adsorcién
de los cuatro aniones pueden ser mejor descritas por la ecuacion de Freundlich, como lo indica
el coeficiente de determinacion (R%) obtenido en la modelacién de cada sistema simple (Tabla
5). Por su parte, la ecuacion de Langmuir no modelé adecuadamente los datos experimentales,

particularmente a las concentraciones mas altas de anién adicionado.

La Tabla 5 indica los valores de las constantes obtenidas para ambos modelos matematicos.
Segun se aprecia, la adsorcion de fosfato es claramente superior a la de los otros aniones en
estudio; el selenito presenta un comportamiento de adsorcion intermedio entre el fosfato y el
sulfato, mientras que la adsorcion de seleniato es inferior a la de fosfato, selenito y sulfato en
el suelo. Ademas, se observa coherencia entre los parametros xn, y a predichos por los modelos
de Langmuir y Freundlich, respectivamente, para la adsorcion de selenito y seleniato en el
suelo. Comparativamente, la constante que indica el nimero de sitios maximos de adsorcién
del modelo de Langmuir (xm) fue 83,4% mas baja para el seleniato que para el selenito,
mientras que el valor de la constante relacionada con afinidad de adsorcion del modelo de

Freundlich (a) fue 79,2% mas baja para el seleniato que para el selenito.
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Tabla 5. Constantes estimadas por los modelos matematicos de Langmuir y Freundlich para la
adsorcion de fosfato, selenito, sulfato y seleniato en el suelo a una concentracion anionica
inicial entre 0 y 5 mM, pH 5,0, 25°C y KCI 0,1 M.

_ Langmuir Freundlich
Anion
Xm K R’ a b R’
Fosfato 74,21 2,87 0,96 52,31 0,40 0,97
Selenito 52,44 1,23 0,96 26,57 0,46 0,97
Sulfato 29,43 0,49 0,79 9,25 0,56 0,76
Seleniato 8,68 2,22 0,90 5,52 0,28 0,97

Segun el modelo de Langmuir, el fosfato presentd una adsorcidon maxima 29,3% y 88,3%
superior a la de selenito y seleniato, respectivamente, y la capacidad de adsorcion de sulfato
fue 70,5% superior a la de seleniato. Se observd una tendencia similar para la constante de
afinidad del modelo de Freundlich (a), segun la cual la adsorcion de fosfato fue claramente
superior a la de selenito (49,2%) y seleniato (89,5%), y la adsorcion de sulfato fue superior a
la de seleniato en 40,3%. Al respecto, Wu et al. (2002) determinaron que la afinidad de
adsorcion sobre y-Al,O3 fue en orden decreciente: selenito > seleniato > sulfato a partir de los
coeficientes de las ecuaciones de Langmiur y Freundlich, siendo la capacidad maxima de

adsorcion de los aniones seleniato y sulfato bastante similares.

Basado en los ajustes matematicos y en las constantes de los modelos de Langmuir y
Freundlich, la capacidad maxima de adsorcion y los coeficientes de afinidad por las
superficies reactivas del suelo son en orden decreciente: fosfato > selenito > sulfato >
seleniato. Considerando estos resultados, se decidio realizar los estudios de competencia en los

sistemas binarios selenito/fosfato y seleniato/sulfato.
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4.1.6 Estudios de competencia selenito/fosfato

4.1.6.1 Estudio de la adsorcion de selenito y fosfato en el suelo a través de las ecuaciones de
Freundlich y Sibbesen

A pesar de que la ecuacion de Freundlich fue capaz de describir mejor la adsorcion de selenito
que la ecuacién de Langmuir en los sistemas simples, se observo que sobre escala logaritmica
los valores experimentales generaron una curvatura en el rango de concentraciones estudiadas.
La bondad de ajuste de esta curvatura fue evaluada comparando los ajustes de los modelos de
Freundlich y Sibbesen a través del principio de la suma extra de cuadrados propuesto por
Mead y Pike (1975) para evaluar la significancia estadistica del pardmetro extra de la ecuacion
de Sibbesen. La Figura 11 indica que, en escala logaritmica, la ecuacion de Sibbesen describio
adecuadamente la curvatura de los valores experimentales, mientras que la ecuacién de
Freundlich sobreestimd la adsorcion de selenito a altas y bajas concentraciones en solucion y

subestimo su adsorcion a concentraciones intermedias en equilibrio en solucion.
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Figura 11. Comparacion de los valores experimentales y modelados de la adsorcion de
selenito en el suelo a través de las ecuaciones de Freundlich y Sibbesen. Valores expresados

en escala logaritmica.
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La Figura 11 muestra que el coeficiente de determinacion (R?) para la ecuacién de Freundlich
fue 0,9704; luego, la fraccion de suma de cuadrados no considerada fue 0,0296. Los valores de
la ecuacion de Sibbesen fueron 0,9921 y 0,0079. EI mejoramiento debido al término extra de
la ecuacion de Sibbesen fue 0,0296 — 0,0079 = 0,0217. Entonces, considerando que hubo 24
observaciones experimentales, los grados de libertad para el residual de la suma de cuadrados
después de la ecuacion de Sibbesen fue 21 y el valor del cuadrado medio fue 0,0079/21 =
0,000376. La razon de varianza para testear el término extra de la ecuacion de Sibbesen fue
0,0217/0,000376 = 57,7, lo cual es altamente significativo.

La ecuacion de Sibbesen se ajustdé mejor que la ecuacién de Freundlich a los datos
experimentales debido a que: (i) La ecuacion de Sibbesen generd un residual de suma de
cuadrados inferior a la ecuacion de Freundlich; (ii) El valor F (razon de varianza) del
mejoramiento causado por la inclusion de un parametro extra en la ecuacion de Sibbesen fue
significativo (p < 0,01) y (iii) el coeficiente de determinacion (R?) de la ecuacién de Sibbesen
(0,9921) fue mayor que el R? de la ecuacion de Freundlich (0,9704).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la adsorcion de selenito y fosfato para los sistemas
simples fue modelada en un ajuste comun utilizando una forma modificada de la ecuacion de
Sibbesen descrita por Barrow y Whelan (1989a). La grafica (Figura 12) fue obtenida: (i)
ajustando la concentracion de selenito en equilibrio en solucién a un factor con la finalidad de
comparar a adsorcién de ambos aniones a un valor determinado de concentracién en solucién

y (ii) fijando el factor que da cuenta de la adsorcion de fosfato a 1.

Sobre la base de la escala logaritmica utilizada para representar el amplio rango de valores de
adsorcién (Figura 12) se puede observar que el selenito fue menos fuertemente adsorbido que
el fosfato, lo que coincide con reportes previos (Ryden et al., 1987; Barrow y Whelan, 1989a;
Pardo y Guadalix, 1994). El factor estimado para el selenito fue 0,168, lo que significa que
bajo las condiciones de este experimento el fosfato fue alrededor de 6 veces mas efectivo que
el selenito en inducir adsorcion en el suelo. Estos resultados indican una mayor afinidad neta
relativa del selenito que aquella reportada por Barrow y Whelan (1989a), debido a diferencias

en la constitucion mineralogica y contenido de materia organica entre ambos suelos.
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Figura 12. Adsorcién de selenito en sistemas simples ajustada a un factor de afinidad relativa

neta de adsorcion de fosfato. VValores expresados en escala logaritmica.

Cuando los valores experimentales de competencia fueron adicionados al ajuste comdin
presentado en la Figura 12, los valores de adsorcion de fosfato y selenito de los sistemas

binarios fueron satisfactoriamente modelados (Figura 13).

Asi, el comportamiento del selenito y del fosfato en sistemas binarios parece ser la resultante
de sus comportamientos individuales. La Figura 13 también demuestra que, considerando la
competencia entre el fosfato y el selenito, fue deseable incluir un término para describir la no

linealidad de la adsorcion de selenito en escala logaritmica.
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Figura 13. Adsorcion de selenito en los sistemas simples y binarios ajustada a un factor de
afinidad relativa neta de adsorcion de fosfato. Valores expresados en escala logaritmica.

4.1.6.2 Estudio de la competencia selenito/fosfato a través de ecuaciones multicomponentes
tipo Freundlich

La Figura 14a indica que la adsorcion de selenito disminuyd en presencia de fosfato. Al
adicionar concentraciones equimolares, el fosfato disminuyd la adsorcion de selenito entre 12
y 27%. Comparativamente, Neal et al. (1987b) encontraron una disminucion de la adsorcion

de selenito equivalente a 50% al adicionar igual concentracién de fosfato en suelos aluviales.

La adsorcién de fosfato también disminuyd en presencia del anion selenito, pero el efecto fue
mucho mas pequefio (Figura 14b). Al respecto, Barrow (1992) demostré que el fosfato
continua reaccionando mas que el selenito en el suelo y que la ventaja competitiva del fosfato

sobre el selenito aumenta con el tiempo de reaccion.
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Figura 14. Valores experimentales y modelados de la adsorcién de (a) selenito y (b) fosfato en

el suelo a través de una ecuacién multicomponente tipo Freundlich de 8 parametros.
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Como fue previamente explicado en la seccidn 3.1.5, se testeo la aplicabilidad de la ecuacién
SRS (Sheindorf et al., 1981) al sistema binario selenito/fosfato, partiendo de un modelo simple
de 6 parametros que incluye el término Sibbesen (Modelo 1) y verificando la significancia
estadistica de la inclusion de parametros extras (Mead y Pike, 1975) con la finalidad de
evaluar el grado de simetria de la competencia (Modelo 2, de 7 parametros) y los efectos del

anion competitivo sobre el potencial eléctrico de la superficie (Modelo 3, de 8 parametros).

Segun el principio de la suma extra de cuadrados (Mead y Pike, 1975), el Modelo 2 disminuy6
significativamente la suma de cuadrados en relacion al Modelo 1 (razon de varianza = 80,2 y
122 grados de libertad), lo que significa que los coeficientes de competitividad no fueron

reciprocos.

El Modelo 3 generd una pequefia, aunque significativa disminucion adicional de la suma de
cuadrados (razon de varianza = 11,2 y 121 grados de libertad), lo que significa que hubo
evidencia estadistica de un efecto adicional del fosfato sobre la adsorcion de selenito. Lo
anterior implica que la concentracién de fosfato en solucidn deberia ser afectada a medida que
la concentracion de selenito en solucién aumenta, lo que significa que las condiciones para la
adsorcion de selenito no son uniformes en la linea de adsorcion. La magnitud de este efecto en
Andisoles podria estar relacionada con mecanismos de reaccion especificos y con la naturaleza
de los sitios involucrados en la adsorcion de selenito y fosfato, debido a que Rajan y
Watkinson (1976) reportaron que existen dos reacciones que distinguen la adsorcion de
selenito y fosfato sobre alofan. A pesar de que ambos aniones son adsorbidos a traves de
intercambio de ligandos con grupos hidroxilos, silicato adsorbido y agua coordinada, el fosfato
es capaz de adsorberse por dos mecanismos adicionales sobre alofan: disrupcion de polimeros
de aluminio y desplazamiento del silicato estructural de la arcilla. El Tabla 6 muestra los

valores de los parametros obtenidos mediante la aplicacion del Modelo 3.
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Tabla 6. Estimacion de pardmetros a traves de la ecuacion multicomponente tipo Freundlich

de 8 parametros (Modelo 3) para el sistema binario selenito/fosfato.

Parametros
aidai® bob" b, Ki,j mi R
i=Se,j=P 26,01 0,493 -0,045 1,360 0,202 0,9987
i=P, j=Se 52,32 0,441 - 0,058 - 0,9996

#Cuando no existe pardmetro m en la sexta columna, el parametro de la segunda columna indica el valor de a; que
se aplica en todos los niveles del anién competitivo. Cuando existe un valor para el pardmetro m en la sexta
columna, el pardmetro de la segunda columna indica el valor de a;, que se aplica que corresponde al valor donde
la adsorcién del anidn competitvo es igual a 0.

PCuando no existe pardmetro b, en la cuarta columna, el pardmetro de la tercera columna indica que el valor b se
aplica a todos los niveles de concentracion. Cuando existe un valor para el parametro b, en la cuarta columna, el
parametro de la tercera columna indica el valor de b; que corresponde al valor ajustado a medida que la
concentracion se aproxima a 0.

Las ecuaciones ajustadas para el sistema de competencia selenito/fosfato fueron:

Sse = Ase * Cge
(Cse + Kgep ¥ Cp)T ™ Donde: b, =b,c,”® Y @se =aseo— MsepSp, siendoase el
valor de ag, en ausencia de adsorcion de P, y:
Sp = ap * Cp

(Cp + Kpse * Cse)' ™"

La ecuacion multicomponente tipo Freundlich derivada por Sheindorf et al. (1981) se basa en
la premisa que la competencia entre ocurre solo por los sitios de adsorcion. Si éste fuera el
caso, los coeficientes de competitividad serian simétricos. De acuerdo a los resultados
obtenidos, el ajuste matematico del sistema binario selenito/fosfato mejoro significativamente
cuando los coeficientes de competitividad no fueron simétricos (Modelo 2) y cuando la
prediccion de la adsorcion de selenito fue inducida a disminuir por un efecto separado de la
adsorcion de fosfato al adicionar un parametro extra en el Modelo 3. Estos efectos se atribuyen
a que la adsorcion de iones y su subsecuente penetracion en la superficie producen un efecto
separado de competencia a través de un cambio en la carga y, por lo tanto, en el potencial
eléctrico de la superficie.
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4.1.7 Estudios de competencia seleniato/sulfato

La Figura 15 muestra la adsorcion de seleniato en presencia de 0,5, 1,0 y 2,0 mM de sulfato,
en escala semilogaritmica. Los valores experimentales fueron ajustados a la ecuacion de
Sibbesen debido a que la ecuacion de Freundlich no generé una adecuada prediccion de los
valores experimentales en los sistemas binarios, sobreestimando la adsorcion de seleniato a las
concentraciones mas altas empleadas en este experimento. Particularmente, el parametro “a”
estimado por la ecuacion de Sibbesen para la adsorcién de seleniato en presencia de 0, 0,5, 1,0
y 2,0 mM de sulfato fue 5,57, 4,07, 2,97 y 2,54, respectivamente, lo cual evidencia que la
capacidad de adsorcién de seleniato disminuyd significativamente al aumentar la

concentracion de sulfato adicionada al suelo.

Segun se observa en la Figura 15 (a,b,c), el sulfato disminuy6 la adsorcion de seleniato a
razones molares seleniato/sulfato inferiores a 3. Sobre esta razon, la adsorcion de seleniato no
fue afectada por el sulfato adicionado. Al respecto, Wijnja y Schulthess (2000) reportaron un
pequefio efecto competitivo del sulfato sobre el seleniato en un estudio de adsorcion sobre
oxidos de Al y Wijnja y Schulthess (2002) encontraron una reduccién significativa en la
adsorcion de seleniato sobre goetita a valores de pH inferiores a 6,5, lo que coincide con los
resultados reportados por Goh y Lim (2004) quienes encontraron que la adsorcion de seleniato
disminuyé significativamente al adicionar concentraciones crecientes de sulfato a un suelo

tropical.

La comparacion de los resultados de adsorcion de seleniato en presencia y ausencia de sulfato
indico que la adsorcion de seleniato disminuy6 entre 18 y 50% al adicionar concentraciones
equimolares de seleniato y sulfato al suelo. Lo anterior indica que, en términos practicos,
existiria una importante disminucion en la adsorcion de seleniato por efecto del sulfato a las
tasas habitualmente aplicadas de ambos nutrientes como fertilizante al suelo, debido a que se
ha determinado que el seleniato y el sulfato se adsorben en las superficies minerales formando

complejos de esfera externa (Zhang y Sparks, 1990a,b; He et al., 1996; 1997).
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Por su parte, el seleniato fue capaz de disminuir la adsorcion de sulfato en todo el rango de

concentraciones evaluadas (Figura 16). A concentraciones equimolares de seleniato y sulfato,

la adsorcion de sulfato disminuy6 entre 20 y 30% en relacién a los valores de adsorcion de
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sulfato obtenidos en los sistemas simples, observandose la mayor disminucion en adsorcion a
razones molares seleniato/sulfato inferiores a 1, particularmente a una concentracion inicial de
sulfato de 2 mM. Al considerar en conjunto los mmoles kg™ de anién adsorbido (seleniato +
sulfato) se observa que, bajo las condiciones de este experimento, la concentracion adsorbida
se hace constante a razones molares seleniato/ sulfato mayores a 3. Lo anterior implica que
existe poca probabilidad de una competencia real entre el seleniato y el sulfato por los sitios
activos del suelo, excepto cuando la concentracion inicial de seleniato es alta. La disminucién
de la concentracion de sulfato adsorbida a razones molares seleniato/ sulfato inferiores a 1
puede atribuirse a un impedimento estérico causado por el seleniato sobre la adsorcién de

sulfato.
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Figura 16. Valores experimentales de la adsorcion de sulfato en los sistemas binarios
seleniato/sulfato.
4.2 Efecto de la fuente y dosis de selenio sobre la dindmica de acumulacion del selenio y

su actividad antioxidante en Lolium perenne
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4.2.1 Seleccién de un cultivar de Lolium perenne para estudios de invernadero

En el Tabla 7 se presentan los resultados correspondientes a la evaluacién de la concentracion
de Se foliar de 6 cultivares de Lolium perenne, provenientes de la Estacion Experimental Las
Encinas, Universidad de La Frontera-Temuco, Chile.

Tabla 7. Concentracion de Se de seis cultivares de Lolium perenne provenientes de la

Estacion Experimental Las Encinas perteneciente a la Universidad de La Frontera-Temuco.

Cultivar Concentracion de Se (ug kg™)
Aries 9,7+0,3a
Quiartet 6,6+05Db
Nui 58+£05b
Jumbo 57+0,4 bc
Bronsyn 4,7+0,5cd
Nevis 3,7+0,2d

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar (DE). Cifras con letras distintas denotan diferencias

significativas segun la Prueba de Comparacion Mdltiple de Promedios de Tukey (p < 0,05).

De acuerdo a los resultados (Tabla 7), existen diferencias significativas (p< 0,05) en la
concentracion de Se foliar de los cultivares evaluados, siendo el cultivar Aries el que presento
los niveles foliares mas altos y, por lo tanto, el mayor potencial de acumulacion de Se en

comparacion a todos los cultivares evaluados.

Es interesante destacar que ninguno de los cultivares presenta una concentracion de Se
adecuada en relacion a los requerimientos nutricionales del ganado, los cuales son superiores a
50 pg kg™ de materia seca de acuerdo a los estandares establecidos en Nueva Zelandia. Mas
aun, NRC (2000) plantea que los requerimientos de Se en bovinos de carne son del orden de
100 pg kg™ de materia seca y que se han reportado signos clinicos y subclinicos de deficiencia

en animales alimentados con forraje que contiene concentraciones de 20 a 50 pg kg™.
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La deficiencia de Se encontrada en todos los cultivares se atribuye a una baja concentracion de

Se disponible en este suelo, el cual nunca ha sido fertilizado con Se.

Por lo tanto, considerando las concentraciones de Se foliar obtenidas, se selecciono6 el cultivar

Aries para los estudios posteriores realizados bajo condiciones de invernadero.

4.2.2 Concentracion de Se foliar y produccion de materia seca

En el mes de Noviembre de 2003 se establecidé un ensayo en macetas bajo condiciones de
invernadero. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la fuente de Se (selenito y
seleniato) y de la dosis de aplicacidn sobre la concentracion de Se foliar en Lolium perenne cv.

Aries y su incidencia en el sistema antioxidativo de las plantas.

La Figura 17 (a,b) muestra que la concentracion de Se foliar aumento significativamente con
la aplicacion de selenito y seleniato al suelo. Sin embargo, es interesante destacar la gran
diferencia en la concentracion de Se foliar entre ambas fuentes a igual concentracion de Se

aplicada al suelo.
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Figura 17. Concentracion de Se foliar (mg kg™) en Lolium perenne cv. Aries al aplicar (a)

selenito de sodio y (b) seleniato de sodio en dosis entre 0y 10 mg Se kg™ de suelo.
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En las plantas control (sin adicién de Se) la concentracion foliar fue 0,07 + 0,02 mg kg™ de
materia seca y las concentraciones mas altas fueron obtenidas en las plantas tratadas con
seleniato. Asi, a la tasa mas baja de aplicacion de Se (0,1 mg kg™ de suelo) la concentracién
foliar de Se aument6 a 0,28 + 0,04 y 5,72 + 0,2 mg kg™ en las plantas tratadas con selenito y
seleniato, respectivamente, mientras que con la dosis més alta (10 mg Se kg™ de suelo) la
concentracion de Se foliar alcanzo valores respectivos de 4,17 + 0,5 y 247 + 13 mg Se kg™ con

la adicion de selenito y seleniato al suelo.

Las diferencias observadas pueden ser atribuidas a que: (i) Como lo indican los estudios de
adsorcion presentados en la seccion 4.1, el selenito se comporta como el fosfato en el suelo y,
por lo tanto, es mas fuertemente adsorbido en las superficies minerales, lo que implica que es
menos disponible para las plantas que el seleniato a igual tasa de aplicacion y (ii) a pesar de
que el selenito y el seleniato son absorbidos rapidamente por las raices de las plantas, las
mayores diferencias radican en el mucho mas bajo porcentaje de translocacion y las mas bajas
concentraciones foliares de Se en las plantas tratadas con selenito en comparacion con
seleniato (Asher et al., 1977; Banuelos y Meek, 1989; Yl&ranta, 1990b; Arvy, 1993; de Souza
etal., 1998; Zayed et al., 1998; Hopper y Parker, 1999).

La significativa diferencia en concentracion de Se foliar alcanzada con ambas fuentes de Se
generd diferencias en rendimiento entre las plantas tratadas con selenito y seleniato. Cuando se
adiciond selenito, la produccion de materia seca no fue afectada por la aplicacion de dosis
crecientes entre 0,1 y 10 mg de Se kg™ de suelo, con un rendimiento promedio de 2,9 g de
materia seca por maceta. Sin embargo, cuando las plantas fueron tratadas con seleniato se
registrd una disminucion en el rendimiento, particularmente cuando la concentracion de Se
foliar super6 los 150 mg kg™, lo cual fue equivalente a la aplicacién de 4,0, 6,0, 8,0 y 10,0 mg
de Se kg™ de suelo y rendimientos de 2,29, 2,24, 2,01y 1,52 g de materia seca por maceta.

La disminucion en produccion de materia seca fue acompafiada por sintomas de seleniosis en
las plantas, presentandose una clorosis generalizada de las hojas y necrosis en el extremo de
las laminas foliares mas viejas, especialmente al emplear la dosis de Se mas alta (Figura 18).

Asi, la aplicacion de 10 mg Se kg™ de suelo bajo la forma de seleniato generd una reduccion
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del rendimiento del orden de 48,7% en comparacion a la produccion de materia seca del

control (2,96 g maceta™).

i

o SeQ,
’1 10.0 mg Se/kg |

@ (b)

Figura 18. Produccién de materia seca de Lolium perenne cv. Aries y sintomas de seleniosis
asociados al aplicar 10 mg Se kg™ de suelo. (a) plantas tratadas con selenito y (b) plantas

tratadas con seleniato.
La reduccion en rendimiento explicaria la significativa correlacion negativa encontrada para la

concentracion de Se foliar y la produccién de materia seca (r = -0,838; p < 0,01) en las plantas

tratadas con selenito y seleniato como lo muestra la Figura 19, en escala semilogaritmica.
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Figura 19. Correlacién de Pearson entre la produccion de materia seca (g maceta™) y
concentracion de Se foliar (mg kg™) en las plantas de Lolium perenne cv. Aries tratadas con
selenito y seleniato. La concentracion de Se foliar (eje x) fue graficada en escala logaritmica

con la finalidad de diferenciar las respuestas al selenito y al seleniato de sodio.

4.2.3. Actividad GSH-Px y peroxidacion lipidica

La aplicacion de Se al suelo, bajo la forma de selenito y seleniato, increment6 la actividad
GSH-Px en las plantas (Figura 20 a,b) lo que coincide con los resultados previamente
reportados para ballica (Hartikainen et al., 1997; Hartikainen et al., 2000), lechuga (Xue et al.,
2001; Pennanen et al., 2002) y soya (Djanaguiraman et al., 2005).
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seleniato de sodio.

80



La Se-dependencia de la actividad GSH-Px fue evidente cuando la concentracion de Se foliar
y la actividad GSH-Px fueron significativamente correlacionadas para cada fuente de Se
(Figura 21 a,b). A pesar de que el selenito y el seleniato elevaron la actividad GSH-Px, el
incremento de dicha actividad enzimatica no estuvo relacionado con la magnitud de
incremento de la concentracion de Se foliar; es decir, la actividad GSH-Px respondio de

manera disimil a la concentracion de Se foliar.

Las plantas tratadas con selenito presentaron una actividad GSH-Px de magnitud similar a las
plantas tratadas con seleniato, incluso a concentraciones de Se foliar hasta 100 veces méas
bajas, lo que denota una mayor eficiencia del selenito en inducir la actividad GSH-Px y, por lo
tanto, un mayor potencial del selenito como antioxidante en tejidos vegetales. Al respecto, se
debe destacar que el rol del Se como antioxidante en las plantas ha sido previamente reportado
s6lo en términos de dosis crecientes de aplicacién de Se y que éste es el primer estudio que

compara el efecto de la forma quimica de Se sobre la actividad GSH-Px.

A partir de estos resultados puede inferirse que la Se-dependencia de la actividad GSH-Px se
encuentra mas bien relacionada con la forma quimica de Se aplicada que con la concentracion
de Se en los tejidos vegetales debido a que en las plantas superiores existen diferentes vias
metabolicas para la asimilacién del Se segun la fuente disponible para las plantas (Terry et al.,
2000). Asi, cuando se aplica seleniato, el Se se encuentra mayoritariamente en forma
inorgénica en las hojas de las plantas, debido a que en proceso de asimilacién del seleniato
bajo formas organicas, la reduccion del seleniato llevada a cabo por la enzima ATP sulfurilasa
es el factor limitante, como lo demuestran los resultados de de Souza et al. (1998) y Pilon-
Smits et al. (1999) en Brassica juncea. Por el contrario, al aplicar selenito la mayor parte del
Se es incorporado hacia formas de Se orgéanico, es decir, Se-aminoacidos y Se-proteinas (de
Souza et al., 1998; Zayed et al., 1998). A su vez, Stadtman (1980; 1991) sefiala que las
enzimas GSH-Px identificadas a la fecha en mamiferos, pajaros y diatomeas corresponden a
proteinas solubles tetraméricas que contienen residuos de Se-cisteina, en el plasma presentan
una forma glicosilada y en membranas son proteinas monoméricas que reducen

especificamente la peroxidacion lipidica.
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Aunque Terry et al. (2000) sefialaron que no hay indicaciones concluyentes de la presencia de
GSH-Px dependientes de Se en las plantas superiores, existen algunas evidencias moleculares
de que el reino vegetal posee la maquinaria necesaria para sintetizar Se-cisteina (Fu et al.,
2002; Novoselov et al., 2002; Rao et al., 2003). Ademas, Hatfield et al. (1992) identificaron el
Se-cisteil-tRNA en Beta vulgaris, Sabeh et al. (1993) purificaron una Se-proteina tetramérica
de 16 KD con actividad GSH-Px en plantas de Aloe vera y Seppanen et al. (2003) demostraron

que el Se altero la acumulacién de transcriptos de GSH-Px en Solanum tuberosum.

En la Figura 22 se presentan los resultados correspondientes a la peroxidacion lipidica,
monitoreada como TBARS, de las plantas tratadas con selenito y seleniato. Segun se aprecia,
la adicion de selenito disminuyo la peroxidacion lipidica a dosis de aplicacion de Se superiores
a 6 mg Se kg™ de suelo, lo que fue equivalente a una concentracion foliar de de 1,94 + 0,06
mg Se kg™t de materia seca. Por otra parte, la adicién de seleniato generé una reduccion
significativa de TBARS a tasas de aplicacion entre 0 y 0,5 mg Se kg™ de suelo y, sobre este
nivel, la peroxidacion aumentd paulatinamente. Independiente de la fuente de Se utilizada, el
umbral para la disminucion de TBARS correspondié a una concentracion foliar de
aproximandamente 20 mg Se kg™, lo cual evidencia que el nivel de peroxidacién lipidica fue
dependiente de la concentracion de Se foliar mas que de la forma quimica de Se suministrada

a las plantas.

Estos resultados confirman el efecto doble del Se sobre el sistema antioxidativo de las plantas
que fue previamente reportado por Hartikainen et al. (2000) debido a que a bajas
concentraciones el Se actué como antioxidante, disminuyendo la acumulacion de TBARS (y,
por lo tanto, el estrés oxidativo de las plantas) mientras que a concentraciones foliares sobre
20 mg kg™ el Se actué como prooxidante al incrementar la peroxidacion lipidica (Figura 22) y

reducir la produccion de materia seca (Figura 19).

Considerando los requerimientos nutricionales del ganado, puede inferirse que la adicion de
Se al suelo bajo la forma de selenito mejora la calidad del forraje debido a que el rol del Se
como antioxidante en Lolium perenne sugiere un retardo en la senescencia y, con ello, un

aumento de la persistencia de pasturas deficientes en Se.
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Figura 22. Relacion entre la peroxidacion lipidica (TBARS) y la concentracion de Se foliar en

plantas tratadas con selenito de sodio y seleniato de sodio.

4.2.4 Se disponible en el suelo y relacion suelo-planta

Debido a que los Andisoles son suelos acidos, de carga variable y alto contenido de materia
organica, y a que la disponibilidad del Se en los suelos depende de varios factores fisico-
quimicos (Neal, 1990; Gissel-Nielsen, 2002), el Se disponible para las plantas deberia ser

evaluado por un método capaz de simular la acidez del suelo rizosférico.
Por lo anterior, se desarrollé un método de extraccion del Se en agua &cida considerando que:

(i) El Se extraido en agua es un mejor indicador de la disponibilidad del Se para las plantas

que el contenido de Se total del suelo (Ylaranta, 1993; Séby et al., 1997) y (ii) existen pocas
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metodologias capaces de estimar adecuadamente el contenido de Se disponible para los
cultivos. De hecho, la mayoria de los reportes indican una baja (Wang y Sippola, 1990) o nula
correlacion entre el contenido de Se del suelo y la planta, especialmente en suelos deficientes
en Se (Gissel-Nielsen et al., 1984).

El Se disponible en el suelo de cada tratamiento fue extraido con agua acida (pH 4,5) al
finalizar el experimento en invernadero. En la Figura 23 (a,b) se observa que el contenido de
Se disponible aumentd paulatinamente al aplicar dosis crecientes de Se al suelo. Sin embargo,
la magnitud de dicho incremento estuvo relacionada con la fuente de Se utilizada y, como era
de esperarse, el seleniato permanecié al menos 100 veces mas disponible en el suelo que el

selenito en todo el rango de dosis de aplicacion de Se evaluado.

Por otra parte, se observo correlacion positiva entre el Se disponible en el suelo y la
concentracion de Se foliar (r = 0,945; p < 0,01) cuando se aplico Se al suelo bajo la forma de
selenito y seleniato (Figura 24), observandose la mayor dispersion de valores a bajos niveles

de Se disponible en el suelo.
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concentracion de Se foliar (mg kg™) en plantas tratadas con selenito y seleniato de sodio.

Este es un estudio preliminar de la relacion suelo-planta y, por lo tanto, se requieren estudios
posteriores para generar una base de datos mas acabada que permita confirmar el alto grado de
correlacion entre el Se disponible en el suelo y la concentracion de Se foliar aqui obtenido. Sin
embargo, en relacion a otros métodos de digestion y/o extraccién reportados (Fujii et al., 1988;
Wang y Sippola, 1990; Tokunaga et al., 1991; Martens y Suarez, 1997; Bujdos et al., 2000), el
método de extraccion del Se en agua acida aqui propuesto se vislumbra como una alternativa
interesante para la determinacion de Se por EAA-HG desde el punto de vista econémico v,
ademas, por su simplicidad, rapidez y capacidad de correlacionar el contenido de Se del suelo

con la concentracion de Se foliar.

87



4.2.5 Estudio preliminar de la tecnologia de aplicacién del Se bajo condiciones de
invernadero

En cuanto a la tecnologia de aplicacion del Se a Lolium perenne, los resultados del estudio
preliminar bajo condiciones de invernadero (seccion 3.4) indican que no hubo cambios
significativos en la produccion de materia seca ni sintomas de toxicidad asociados a la
aplicacion de selenito y seleniato en solucion o peletizado (Tabla 8) y que la peletizacion de

las semillas fue efectiva en incrementar la concentracion de Se foliar (Figura 25 a,b).

Tabla 8. Efecto de la peletizacion de semillas y de la aplicacion de soluciones de selenito y
seleniato de sodio sobre la produccién de materia seca (g maceta™) en Lolium perenne cv.

Aries bajo condiciones de invernadero.

) Produccién de materia seca (g maceta™)
Tratamiento

(g Se kg™ suelo) Selenito Seleniato
Peletizado Solucion Peletizado Solucién

0 2,81 2,83 2,81 2,83
0,05 2,89 2,80 2,84 2,80
0,10 2,82 2,84 2,80 2,83
0,11 2,81 2,82 2,82 2,86
0,25 2,84 2,85 2,81 2,84
0,28 2,86 2,85 2,85 2,81
0,30 2,82 2,83 2,82 2,82

Segun la Figura 25b, en los tratamientos en base a seleniato, se observo que la peletizacion de
las semillas tuvo un efecto entre 13 y 38% superior en la acumulacion de Se foliar en relacion

a la aplicacion de soluciones de seleniato de sodio directamente al suelo.
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En los tratamientos en base a selenito (Figura 25a) se observé al peletizar las semillas con
concentraciones de Se inferiores a 0,25 mg kg™ de suelo, la concentracién de Se foliar fue
claramente inferior en comparacién a la aplicacion de soluciones de Se al suelo. Sin ambargo,
la peletizacién con concentraciones superiores a 0,25 mg Se kg de suelo aumentd la

concentracion de Se foliar entre 9 y 11% en comparacion con la aplicacion del Se en solucion.

Considerando que los experimentos fueron realizados con reactivos quimicos de elevada
pureza, se utilizé un volumen muy pequefio de la sal (selenito de sodio) para el peletizado.
Consecuentemente, al peletizar con bajas concentraciones de Se, hubo un elevado efecto de
dilucion del selenito y una menor superficie de contacto entre el Se y la semilla que al utilizar
dosis de Se mas altas. Lo anterior, sumado a la alta afinidad que presenta el selenito por las
superficies reactivas del suelo, disminuy6 la absorcion de Se de las plantas debido que se
presume que una importante proporcion del selenito peletizado en la semilla fue adsorbido en

el suelo.

Independiente de la forma de aplicacion de Se (peletizado en la semilla o en solucién al suelo)
se debe considerar que el selenito elevo la concentracion de Se foliar a rangos de suficiencia
en relacion a los requerimientos nutricionales del ganado (NRC, 1983; 2000), mientras que la
aplicacion de seleniato de sodio incrementd la concentracion de Se foliar a niveles
considerados toxicos para los animales. Las diferencias en concentracion foliar encontradas
con ambas fuentes de Se coinciden con los resultados previamente reportados en la seccion
4.2.2.
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4.3 Efecto del selenio sobre la capacidad antioxidante y distribucion del selenio en Lolium
perenne bajo distintos niveles de aplicacion de S al suelo.

A pesar de que la esencialidad del Se para las plantas continda siendo un hecho de
controversia, los resultados expuestos en la seccion 4.2.3 ratifican la existencia de la actividad
GSH-Px Se-dependiente reportada en literatura (Hartikainen y Xue, 1999; Hartikainen et al.,
2000; Xue y Hartikainen, 2000; Xue et al., 2001; Pennanen et al., 2002; Djanaguiraman et al.,
2005) e indican que la actividad GSH-Px se encuentra especialmente relacionada con la forma
quimica de Se suministrada a las plantas mas que con la concentracion de Se foliar, siendo
mas eficiente el selenito que el seleniato como inductor de dicha actividad enzimatica. Con
respecto a las interacciones minerales que regulan el comportamiento de incorporacion del Se
en los tejidos vegetales, la mayoria de los estudios desarrollados a la fecha se han focalizado
en la inhibicion competitiva ejercida por el sulfato sobre la absorcion, acumulaciéon y
distribucion del Se en plantas tratadas con seleniato (Banuelos y Meek, 1990; Mikkelsen y
Wan, 1990; Ylaranta, 1990b; Bell et al., 1992; Wu y Huang, 1992; Zayed y Terry, 1992;
Kopsell y Randle, 1997; Zayed et al., 1998; Hopper y Parker, 1999). Sin embargo, existen
muy pocos estudios que evallen el antagonismo selenito-sulfato sobre la absorcion y
distribucion del Se en fracciones organicas e inorganicas en los tejidos vegetales (Asher et al.,
1977; Zayed et al., 1998) y el efecto de dosis crecientes de S sobre la actividad GSH-Px no ha
sido aln reportado.

En el mes de Septiembre de 2004 se establecié un ensayo en macetas bajo condiciones de
invernadero (Figura 26). El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la aplicacion de Se
sobre la concentracion de Se foliar, sistema antioxidativo y distribucién del Se en Lolium
perenne cv. Aries, a distintos niveles de aplicacion de S al suelo. El ensayo contempl6 la
aplicacion de una concentracién constante de Se por maceta (2 mg Se kg™ de suelo) bajo la
forma de selenito de sodio, una concentracién constante de P (400 mg P kg™ de suelo) y
niveles crecientes de S (0, 50 y 100 mg S kg™ de suelo), dando origen a 3 tratamientos
experimentales en funcion de la dosis de S aplicada al suelo (Control, 50 Sy 100 S).
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Figura 26. Efecto del Se sobre el sistema antioxidativo y distribucion del Se en Lolium
perenne bajo distintos niveles de aplicacion de S al suelo.

4.3.1 Produccidon de materia seca y concentracion mineral en el follaje

En el Tabla 9 se presenta el peso seco y concentracion de Se, S, P y N foliar. Segun los
resultados, no hubo efecto significativo de la aplicacion de concentraciones crecientes de S
sobre la sobre la concentracion de P foliar (Tabla 9) debido a que la concentracion de P
disponible en el suelo se mantuvo constante, independiente del nivel de adicion de S al suelo
(Tabla 10). Esto denota la mayor afinidad del fosfato en relacion al sulfato por los sitios de
adsorcion en el suelo, como lo indican los coeficientes de afinidad y capacidad maxima de
adsorcion obtenidos para ambos aniones a través de las ecuaciones de Freundlich y Langmuir,
respectivamente, en los estudios de adsorcion en los sistemas simples (seccion 4.1.5). Por otra
parte, no hubo diferencias significativas en la concentracion foliar de N y la concentracion de
S foliar aumento significativamente en respuesta a la aplicacion de S al suelo (p < 0,05).
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Tabla 9. Produccion de materia seca foliar y concentracion mineral de Se, S, Py N en Lolium
perenne cv. Aries a distintas dosis de aplicacion de S y niveles constantes de aplicacion de P

(400 mg kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo.

Tratamiento Materia seca Se S P N
(mg Skg™suelo) (gmaceta’)  (mgkg™) (9 kg™) (9 kg™) (9 kg™)
0 12,8 £ 0,9 3,76 +0,48a 3,2+0,2c 42+0,1a 40,3+1,2a
50 12,8 £ 0,4a 2,49 + 0,34b 39+£0,1b 41+03a 410+13a
100 13,2 +0,8a 2,12 +0,20b 4,3+0,1a 40+0,1a 40,7 +0,6a

Valores promedio de 3 repeticiones + Desviacion estandar (DE). Cifras con letras distintas denotan diferencias

significativas segin la Prueba de Comparacion Multiple de Promedios de Tukey (p < 0,05).

La concentracién de Se foliar disminuy0 significativamente en respuesta a la aplicacion de S
al suelo (p < 0,05). Asi, la aplicacién de dosis de 50 y 100 mg S kg™ de suelo disminuyé la
concentracion de Se foliar en més de 33% comparado con el tratamiento control (sin adicion
de S). Esta respuesta puede ser dificilmente explicada por la disponibilidad relativa del Se en
el suelo, debido a que la adicion de S disminuyd s6lo escasamente el contenido de Se
disponible en el suelo al final del experimento (Tabla 10). Ademas, es posible que el fosfato
compitiera efectivamente con el selenito, reduciendo la absorcion de Se por parte de las
plantas como ha sido previamente reportado para Lolium perenne (Hopper y Parker, 1999).
Sin embargo, se debe considerar que el nivel de P disponible se mantuvo constante en el suelo
(Tabla 10) lo que implica que si hubiese existido s6lo una interaccion competitiva selenito-
fosfato, la concentracion de Se foliar habria disminuido a un nivel constante, independiente de

la concentracion de S adicionada al suelo.

Puede especularse la ocurrencia de una interaccién competitiva ejercida por el sulfato a nivel
de la absorcidén de selenito o bien una interferencia del S en la translocacion del Se al follaje
de las plantas tratadas con selenito. Aunque Arvy (1989; 1993) determind que, a diferencia de
sulfato, la mayor parte del selenito es absorbido pasivamente por las raices de las plantas,
Zayed et al. (1998) encontraron que la aplicacion de concentraciones crecientes de sulfato
entre 0,25 y 10 mM inhibi6 la absorcién de selenito en plantas de brécoli en 33%. A su vez, se
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ha demostrado que el transporte del Se en plantas de tomate fue parcialmente inhibido por el
sulfato, lo que sugiere que el S podria estar involucrado en la absorcidn y transporte del Se en

plantas tratadas con selenito (Asher et al., 1977).

Tabla 10. Propiedades quimicas del suelo Vilcin posterior al ensayo de invernadero a
distintas dosis de aplicacion de S y niveles constantes de aplicacién de P (400 mg kg™) y Se (2

mg kg™) al suelo.

Tratamiento pH Se disponible S disponible P Olsen
(mg S kg™ soil) (Hz0) (Mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
0 5,35 + 0,05a 8,5+0,3a 10 +1c 39+ 3a

50 5,41 +0,13a 7,8 +0,3b 20+ 2b 41+ 2a

100 5,34 £ 0,07a 6,1+ 0,4c 33+3a 42 + la

Valores promedio de 3 repeticiones + DE. Cifras con letras distintas denotan diferencias significativas segun la

Prueba de Comparacion Mdltiple de Promedios de Tukey a un nivel de significancia del 5%.

La concentracion de S foliar aument6 significativamente con la adicion de S al suelo (p <
0,05). Aparentemente, no hubo efectos detrimentales del Se sobre la absorcion y/o
translocacion del S al follaje de las plantas. No obstante, de existir algun efecto, podria no ser
de una magnitud importante debido a que la concentracion de S foliar aumento

progresivamente en respuesta a la aplicacidn de concentraciones crecientes de S al suelo.

La produccion de materia seca no fue afectada por la concentracion de Se foliar, debido que la
dosis de Se utilizada (2 mg kg™ de suelo) correspondié a un nivel de aplicacion lo
suficientemente bajo como para evitar disminuciones en rendimiento y sintomas de toxicidad
en las plantas y fue seleccionada a partir de los resultados obtenidos en el primer ensayo de
invernadero (seccion 4.2.2), en el cual se observo una disminucion en produccion a
concentraciones de Se foliar al menos 40 veces mas altas que las registradas en este ensayo.
Adicionalmente, el rendimiento de materia seca promedio de este ensayo (12,9 g maceta™) que
considerd 168 plantas por maceta fue equivalente a la produccion de materia seca generada en

las plantas tratadas con selenito en el primer estudio de invernadero, en el cual el rendimiento
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promedio de 40 plantas fue de 2,9 g por maceta. Debido a que en este ensayo se producen 12,9
g de materia seca, este valor es muy similar al rendimiento tedricamente calculado para el
primer ensayo (12,2 g de materia seca) al considerar el establecimiento de igual nimero de
plantas por maceta.

4.3.2 Actividad antioxidante del selenio

Se evalud la influencia de diferentes niveles de adicion de S sobre el sistema antioxidativo Se-
dependiente de las plantas a través de la determinacion de la actividad GSH-Px y peroxidacion
lipidica. Segun la Figura 27, la actividad GSH-Px disminuy0 significativamente por efecto de
la aplicacién de S (p < 0,05). La méas baja actividad GSH-Px (387,8 + 11,6 nmol mg™ proteina
min™) fue registrada a la concentracién de S mas alta aplicada (100 mg S kg™ suelo), mientras
que la més alta actividad enzimatica (499,3 + 4,7 nmol mg™ proteina min™) fue observada
cuando no se aplicd S al suelo. Esta respuesta en actividad GSH-Px se encuentra
estrechamente relacionada con la magnitud de la concentracion de Se foliar obtenida para cada

nivel de adicion de S al suelo.

La menor acumulacién de TBARS (16,1 + 1,3 nmol MDA g™ peso verde) fue registrada sin la
adicion de S al suelo (Figura 28). A medida que el suministro de S aumentd, la peroxidacion
lipidica aumentd significativamente (p < 0,05), lo cual fue una consecuencia directa de la

disminucion de la actividad GSH-Px en el follaje de las plantas.
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Figura 28. Peroxidacion lipidica (nmol MDA g™ PV) en Lolium perenne cv. Aries a distintos niveles

de aplicacion de S y niveles constantes de aplicacion de P (400 mg kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo.
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En este estudio, el Se actu6 como antioxidante mejorando la actividad GSH-Px y
disminuyendo la peroxidacion lipidica en respuesta a la concentracion de Se foliar, lo que
coincide con reportes previos (Hartikainen y Xue, 1999; Hartikainen et al., 2000; Xue y
Hartikainen, 2000; Xue et al., 2001; Pennanen et al., 2002; Djanaguiraman et al., 2005). Asi,
la actividad GSH-Px siguié una tendencia similar a la concentracion de Se foliar, lo que
denota que dicha actividad enzimatica Se-dependiente fue indirectamente influenciada por el
nivel de S aplicado al suelo. Es decir, el S aplicado al suelo redujo la concentracion de Se
foliar, lo cual incidi6 directamente en las propiedades antioxidantes del Se: disminuyd la
actividad GSH-Px (Figura 27) e increment0 la peroxidacion lipidica (Figura 28).

4.3.3 Distribucidn del Se en distintas fracciones en los tejidos vegetales

La Figura 29 muestra que, en todos los tratamientos, la concentracion de Se en las distintas
fracciones fue en orden decreciente: Se-residual > Se-inorgénico > Se- proteina soluble > Se-
aminoacidos libres. Ademaés, la concentracion de Se de cada fraccion disminuyo
significativamente en cada fraccion al adicionar S al suelo (p < 0,05). Para cada fraccion, la
magnitud de la disminucién en concentracién de Se estuvo relacionada con la reduccién en la

concentracion de Se foliar generada por la adicion de S al suelo.
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Figura 29. Concentracion de Se (mg kg™) en diferentes fracciones de Lolium perenne a distintos

niveles de Sy niveles constantes de aplicacion de P y Se al suelo. Promedio de 3 repeticiones + DE.
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La Figura 30 muestra que la mayor parte del Se (> 73%) se incorpord hacia la fraccion
organica en el follaje (Se-residual, Se-proteina soluble y Se-aminoéacidos) independiente de la
concentracion de S adicionada al suelo. Para todos los tratamientos, la fraccion de Se-
inorganico fue inferior a 27%. Sin embargo, en consideracion a la disminucion de la
concentracion de Se foliar observada al adicionar S al suelo y a que no hubo diferencias
significativas en la produccion de materia seca entre los distintos tratamientos experimentales
(Tabla 9), el contenido de Se (mg Se) de la fraccion organica disminuyé al aumentar la dosis

de aplicacion de S al suelo.
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Figura 30. Distribucion relativa de las fracciones de Se organico e inorganico en Lolium
perenne cv. Aries a distintos niveles de aplicacién de S y niveles constantes de aplicacion de P
(400 mg kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo. Valores promedio de 3 repeticiones + DE.

La fraccion orgéanica soluble (correspondiente al Se localizado en las fracciones proteina

soluble y aminoacidos libres) fue equivalente a menos del 10% de la concentracion de Se total

en el follaje. Ademas, la incorporacion del Se a las fracciones de proteina soluble y
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aminoacidos libres disminuyo por efecto de la aplicacion de S al suelo (Figura 31).
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Figura 31. Distribucion de la fraccion de Se-organico soluble en Lolium perenne cv. Aries a
distintos niveles de aplicacion de S y niveles constantes de aplicacién de P (400 mg kg™) y Se
(2 mg kg™) al suelo. Valores promedio de 3 repeticiones + DE.

La influencia del S aplicado sobre la localizacion del Se en diferentes fracciones fue evidente
al analizar la razon entre la concentracion de Se-residual o Se-inorganico y las fracciones de
Se-organico soluble (Tabla 11). Asi, la incorporacion del Se hacia las fracciones de proteina
soluble y Se-aminoacidos libres ocurrié mas bien a expensas de la fraccion de Se-residual mas
que de la fraccion de Se-inorganico (p < 0,05). Ademas, la mas alta incorporacion del Se hacia
las fracciones de proteina soluble y aminoacidos libres ocurrid en el tratamiento control y al
adicionar 50 mg S kg™ al suelo. Por lo tanto, la aplicacién de S al suelo generé un aumento de
la concentracion de Se en la fraccion residual y disminuyd la incorporacion del Se a la

fraccion organica soluble.
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Tabla 11. Relacion entre la concentracion de Se en diferentes fracciones en Lolium perenne
cv. Aries a distintos niveles de aplicacion de Sy niveles constantes de aplicacion de P (400 mg

kg™) y Se (2 mg kg™) al suelo.

Tratamiento

(mg s kg'l suelo) SeRes/Se€prot SeRes/S€aa Se€linorg/ Seprot S€linorg/Seaa
0 143+0,7b 151+12hb 57+13a 6,0+16a

50 154+16b 146+10Db 6,6 +08a 6,2+0,3a

100 19,3+0,7a 219+16a 6,7+03a 76+11a

Valores promedio de 3 repeticiones + DE. Cifras con letras distintas denotan diferencias significativas segun la

Prueba de Comparacion Multiple de Promedios de Tukey a un nivel de significancia del 5%.

Los resultados de la migracion electroforética efectuada para la fraccion proteica de las plantas
por medio de SDS-PAGE indican que hubo diferencias en el patrén de bandeo de proteinas
entre los distintos tratamientos experimentales. Particularmente, se observo una tendencia a la
atenuacion de las bandas de peso molecular aproximado de 38 y 15 kDa, y una intensificacion
de una banda de un peso molecular alrededor de 17 kDa, al incrementar la concentracion de S
aplicada al suelo (Figura 32). En consideracion a la disminucion de la actividad GSH-Px
(Figura 27) y de la concentracion de Se en la fraccién proteina soluble (Figura 31), podria
especularse que cualquiera de las bandas de proteina que presentaron una atenuacion en
respuesta a la aplicacion de S podria corresponder a la enzima GSH-PXx, debido a que Sabeh et
al. (1993) purificaron un extracto de Aloe vera con actividad GSH-Px y estimaron un peso

molecular aparente de 16 kDa para la enzima GSH-Px por electroforesis SDS-PAGE.
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Figura 32. Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE de Lolium perenne cv. Aries a distintos
niveles de aplicacion de S y niveles constantes de aplicacion de P (400 mg kg?) y Se

(2 mg kg™) al suelo.

A partir de los resultados anteriormente expuestos, puede inferirse que el S podria interferir en
la incorporacion especifica del Se hacia proteinas en las plantas superiores debido a que la
fraccion de proteina soluble de las plantas involucra proteinas esenciales como la GSH-PX,
gue es una proteina tetramérica que contiene residuos de Se-cisteina como parte integral de la
enzima (Stadtman, 1980; 1991). Luego, una disminucién en la abundancia relativa de la
fraccion de Se-proteina soluble por efecto de la aplicacion de S podria contribuir a explicar las
respuestas en actividad GSH-Px observadas en este experimento y, por lo tanto, la reduccion
de la capacidad antioxidante del Se como consecuencia del incremento de la dosis de

aplicacion de S al suelo.
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4.4 Proyecciones del estudio

Una de las principales limitantes en el estudio de la dindmica del Se en el sistema suelo-planta
es la escasa correlacion que existe entre el nivel de Se del suelo y la concentracion de Se
foliar. Esta ultima parece ser, a la fecha, el indicador mas ampliamente aceptado de los
requerimientos de Se en la cadena trofica. Considerando la elevada correlacion obtenida entre
la concentracién de Se foliar y el Se disponible en el suelo extraido en agua &cida bajo
condiciones de invernadero (seccion 4.2.4), esta técnica de extraccion de Se se proyecta como
una alternativa interesante para la estimacion de la concentracion de Se en las plantas y, con
ello, de la necesidad de la aplicacion de Se como fertilizante en funcion los requerimientos de
los animales y seres humanos. Sin embargo, es necesario corrobrorar la buena correlacion aqui
obtenida a través de la elaboracion de una extensa base de datos con informacion acerca de los
niveles de Se disponible en el suelo, rendimiento y concentracion de Se foliar de diferentes
praderas y cultivos. Ademas, para las praderas, se deberia estudiar la evolucion de la
concentracion de Se foliar en funcién de la curva de produccion de forraje con la finalidad de

generar estrategias de fertilizacion que consideren la dosis de Se y su época de aplicacion.

Otro aspecto interesante a destacar es que, por su condicion de micronutriente, el Se debe ser
aplicado en pequefias cantidades al suelo, de manera de generar concentraciones en los
cultivos y forrajes inferiores al umbral de toxicidad para los animales y el hombre.
Considerando que en nuestro pais no existen en el mercado fertilizantes que incluyan Se en su
formulacién, surge la necesidad de generar tecnologias de fertilizacion con Se en pasturas que
sean eficaces y eficientes desde el punto de vista practico y técnico de su aplicacion. Al
respecto, el estudio preliminar desarrollado para evaluar el impacto de la tecnologia de
aplicacion de Se peletizado a la semilla de Lolium perenne (seccion 4.2.5) genera una nueva
alternativa para de aplicacion de este microelemento cuya efectividad deberia evaluarse en
estudios bajo condiciones de campo con las especies mas utilizadas en los sistemas pratenses
del Sur de Chile.

Con respecto al metabolismo del Se en las plantas, es necesario seguir investigando acerca de

las vias propuestas para la absorcion y asimilacion del Se en los tejidos vegetales, a través de
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estudios cinéticos de absorcion y realizando estudios de la especiacion de Se en las raices y en
el follaje de las plantas, asi como haciendo uso de herramientas biotecnol6gicas que
involucren la purificacion y caracterizacion de Se-proteinas esenciales como la enzima GSH-
Px. Ademas, en el caso de la interaccion selenito/sulfato, es importante determinar con
claridad del mecanismo de la absorcidn de selenito por parte de las plantas y determinar si el
efecto antagdnico de sulfato sobre selenito que fue observado en este estudio (seccion 4.3)
corresponde a un efecto de competencia por la via de absorcion y/o implica transformaciones
del Se en las raices de las plantas que disminuyen su translocacion y/o asimilacién en los

tejidos foliares.
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5 CONCLUSIONES

- En el Andisol utilizado como modelo, la disponibilidad de Se depende de la especie
quimica aplicada (selenito o seleniato) y de las propiedades quimicas y fisicoquimicas del
suelo. La adsorcion de seleniato fue aproximadamente 5 veces mas baja que la adsorcion
de selenito a una concentracion de Se inicial de 5 mM vy el efecto del pH indica que los
mecanismos de adsorcion son diferentes. La adsorcion de seleniato no modifica la carga
superficial del suelo, denotando un mecanismo de union con la superficie de carécter
electrostatico, mientras que la adsorcién de selenito genera la liberacion de OH desde las
superficies coloidales al seno de la solucién por efecto de su adsorcion especifica en la

superficie a través del mecanismo de intercambio de ligandos.

- Los estudios de adsorcion en el suelo a través de los modelos de Langmuir y Freundlich
indican que la capacidad de adsorcion y el grado de afinidad por las superficies del suelo
es en orden decreciente: fosfato > selenito > sulfato > seleniato. En el sistema binario
selenito-fosfato no existe simetria de competencia, siendo el fosfato un competidor mas
fuerte que el selenito, debido a que la competencia no s6lo ocurre por los sitios de
adsorcion sino que también involucra efectos derivados de la penetracion en la superficie.
En el sistema binario seleniato-sulfato, la adsorcion de seleniato disminuye a razones
molares seleniato/sulfato inferiores a 3, mientras que sobre este valor la adsorciéon de

seleniato no es afectada por el sulfato adicionado.

- La dindmica de acumulacién y asimilacion del Se en Lolium perenne estd directamente
relacionada con la dosis y forma quimica de Se suministrada a las plantas. La
concentracion de Se foliar aumentd progresivamente con la aplicacién de selenito y

seleniato al suelo, siendo significativamente superior en las plantas tratadas con seleniato.
o= El Se es un elemento esencial para Lolium perenne debido a que disminuye el estrés

oxidativo a través de la actividad GSH-Px, cuya eficiencia es claramente superior en

plantas tratadas con selenito en comparacion a seleniato.
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- La incorporacion del Se bajo formas organicas es superior a 73% en las plantas fertilizadas
con selenito, independiente de la concentracién de S aplicada al suelo. La aplicacion de S
al suelo disminuye la concentracion de Se foliar y, con ello, el contenido de Se organico,
generando una disminucion de las fracciones de proteina soluble y amino&cidos libres a

expensas de la fraccion de Se-residual en las plantas.

o En resumen, la evaluacién de un sistema pratense modelo utilizando un Andisol de
reaccion moderadamente acida y Lolium perenne como planta indicadora, indica que la
aplicacion de Se al suelo asegura una suficiente cantidad de Se para la nutricion de las

plantas y mejora la calidad del forraje debido a que:

&= El rol antioxidante del Se en Lolium perenne a través de la actividad GSH-Px
indica una disminucion de la senescencia y un aumento la persistencia de las
pasturas deficientes en Se hasta una concentracion de Se foliar de
20 mg Se kg™ de materia seca. Sobre este umbral de concentracién foliar, el Se
actia como prooxidante incrementando la peroxidacion lipidica, con
disminuciones significativas de la produccion de materia seca a

concentraciones foliares superiores a 150 mg Se kg™.
& La aplicacion de selenito al suelo aumenta la asimilacion del Se bajo formas

organicas y, con ello, el aporte de Se organico a la dieta de los animales, lo que

sugiere un beneficio para la salud animal.
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