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Biofortificacion con selenio en Trifolium subterraneum L.: influencia de la dosis y nimero de
aprovechamientos

POBLACIONES. M.J.1, RODRIGO. S.1, SANTAMARIA. 0.1 y GARCIA-WHITE. T.1

1Dpto. de Ingenieria del Medio Agrondmico y Forestal e Instituto Universitario de Investigacion de la Dehesa (INDEHESA) de
la Universidad de Extremadura. Escuela de Ingenierias Agrarias, Avda. Adolfo Suarez s/n, 06007 Badajoz.

Resumen

El selenio (Se) es un micronutriente esencial para los animales cuya deficiencia causa enfermedades
de la gravedad del musculo blanco en ovino, de gran importancia en Extremadura. Para paliarlo, se
propone realizar biofortificacién agrondmica con Se, que consiste en la aplicacién de un fertilizante
rico en Se para que las plantas lo acumulen de forma organica en sus partes comestibles. En un
ensayo realizado en ambiente controlado con Trifolium subterraneum L., se evalué la influencia de la
dosis (0, 10 y 20 g de selenato disddico ha) y el nUmero de aprovechamientos (cortando a final de
ciclo y combinando el corte final con uno intermedio) sobre la biomasa herbacea en términos de
materia seca y de concentracion de Se. Se encontré una fuerte correlacion lineal entre la
concentracion de Se acumulada en la biomasa aérea y la dosis de Se aplicada, asi como un efecto
muy positivo del corte intermedio, que aumento el Se total acumulado. La dosis de 10 g Se ha-l sobre
trébol aprovechado mediante dos cortes (a mitad de ciclo y otro al final) fue la combinacion mas
adecuada, proporcionando concentraciones de Se total en ambos momentos sin disminuir la
produccion de biomasa aérea.
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1. Introduccion

El selenio (Se) es un micronutriente esencial tanto para animales como para humanos, ya que
es un componente basico en mas de 30 selenoproteinas o selenoenzimas (BROWN & ARTHUR, 2001)
que contribuyen especialmente a la prevencion de la degradacion celular oxidativa (ZENG & COMBS,
2008). En los animales una ingesta deficiente provoca enfermedades como miocardiopatia en cerdos
jovenes, vacas, caballos y aves de corral, diatesis linfatica en aves, hepatosis dietética en cerdos, la
enfermedad conocida como “selenium responsive unthrifitness” y la enfermedad del musculo blanco
en el ganado ovino y bovino (ANDREWS et al., 1968; HAWKESFORD & ZHAO, 2007; BODNAR et al.,
2012). Estas dos Ultimas son de gran importancia econémica, especialmente en rumiantes sometidos
a pastoreo (WATKINSON, 1983; GUNES et al.,, 2010). En cuanto a la ingesta minima diaria, se
recomienda un minimo de 200-300 ug Se para prevenir las deficiencias en ovino y vacuno
respectivamente (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).

En cambio, no se ha encontrado hasta el momento ningun rol funcional, aunque si téxico, para
el Se en las especies vegetales. La incorporacion de selenoamino-acidos en proteinas vegetales
ocurre de forma casual como sustituto de la cisteina o la metionina (HAWKESFORD & ZHAO, 2007)
siendo absorbido de la solucién del suelo principalmente bajo la forma de selenato y, a un nivel
mucho menor, como selenito (TERRY et al., 2000). Por tanto, la concentracién de Se en los diferentes
tejidos de las plantas, y por tanto su entrada en la cadena trofica, esta directamente relacionada con
el contenido de Se biodisponible en el suelo. Segln la clasificacion de HAWKESFORD & ZHAO (2007)
suelos con concentraciones inferiores a 150 ug Se kgl pueden ser considerados como suelos de
deficientes a marginales en Se. STROUD et al. (2010) establecieron el limite de 27 ug kgt de Se
extractable como el minimo necesario para que produzcan cultivos con suficiente Se para cubrir las
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necesidades de la alimentacién animal y humana. Estudios previos de POBLACIONES et al. (2014) y
GARCIA LATORRE et al. (2014) pusieron de manifiesto la baja concentracion de Se tanto total como
extractable en la provincia de Badajoz.

La biofortificacion, definida por WHITE y BROADLEY (2005) como ‘el proceso de incrementar la
concentracion biodisponible de elementos esenciales en la parte comestible de los productos
vegetales cosechados mediante la intervencion agronémica o la seleccion genética’, ha mostrado ser
una técnica eficaz y no muy costosa para paliar la deficiencia de Se. Las experiencias mas exitosas en
pastos herbaceos y forrajes han sido llevadas a cabo en Finlandia (BARROW & WHELAN, 1989), Reino
Unido (BROADLEY et al., 2006) y Australia (WHELAN et al., 1994). Sin embargo, el efecto del pastoreo
en cuanto al rebrote de especies biofortificadas agronémicamente no ha sido practicamente
estudiado y la determinacion de la persistencia en la biomasa aérea seria de gran interés tanto
econdmico como nutricional. En Extremadura los pastos herbaceos, estimados en unos 2.2 millones
de ha (INIA, 2005), extension equivalente a la mitad de la superficie regional, constituyen la base de
la alimentacion de la extensa cabana ganadera, compuesta por mas de cinco millones de cabezas
entre ovino, bovino y porcino (MAPAMA, 2013). Por tanto, en esta region, y en otras con situaciones
analogas, la ampliacion de los conocimientos sobre biofortificacion agronémica con Se y su
persistencia en el tiempo pueden ser de gran utilidad para el sector ganadero.

2. Objetivos

Para evaluar la biofortificacion agronémica sobre el trébol subterraneo (Trifolium subterraneum
L.), leguminosa de gran abundancia en los pastos herbaceos extremenos y de gran uso en mezclas
pratenses para la implantacién de praderas, se realizd este ensayo en ambiente controlado bajo
condiciones de invernadero. Por tanto el objetivo fue evaluar la influencia de la dosis de aplicacion de
un fertilizante selénico (0, 10 y 20 g de selenato disédico hal) y el nimero de aprovechamientos (s6lo
a final de ciclo y combinando un corte a mitad de ciclo y luego al final) sobre la produccién de
biomasa herbacea tanto aérea como radicular y sobre la concentracion de Se en el forraje.

3. Metodologia

El ensayo tuvo lugar entre febrero y mayo de 2015, en un invernadero iluminado con luz
natural, localizado en la Escuela de Ingenierias Agrarias de la Universidad de Extremadura, en
Badajoz. El sustrato empleado para el ensayo fue una mezcla a partes iguales de perlita y un medio
de crecimiento compuesto de turba, perlita, limo, activador radicular y fertilizante NPK (COMPO SANA
Universal, COMPO GmbH & Co. KG, Mulnster, Alemania). Sobre cuatro muestras de substrato secadas
y tamizadas, se determiné: pH, de 4,43 + 0,01 (media * error estandar), mediante un pH-metro (ratio
10 g suelo: 25 ml agua desionizada); N total, 9,6 + 0,2 g kg1, mediante el método Kjeldahl, con una
unidad de destilacion Kjeltec™ K350 (Buchi Ltd., Flawil, Switzerland); fosforo extractable, 5,11 +0,3
mg kg1, mediante el método Olsen y potasio (K), 238,5 +0,01 mg kg! mediante extraccién con
acetato amonio (1N) y cuantificado utilizando un electrodo selectivo Crison 96 61. El contenido de Se
total fue determinado sobre 1 g de muestra digeridas con 2 ml de peréxido de hidrégeno utilizando un
digestor microondas (Mars X. CEM Corp. Matthews. NC) y diluidas con 25 ml de agua MilliQ (Adams et
al., 2002). La concentracion de Se fue determinada usando un ICP-MS (Inductively-Coupled Plasma
Mass Spectrometer) (Agilent 7500ce, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) operando en modo
hidrogeno. La concentracion de Se extractable fue determinada en 10 g de muestra de suelo
digeridas con 30 ml de KH2PO4 (ZHAO & MCGRATH, 1994). La concentracion de Se en el extracto fue
determinada por ICP-MS, de la misma forma que la descrita anteriormente. Las concentraciones de
Se total y extractable en el substrato fueron de 25 £ 3y 0,1 £ 0,01 ug kg1, respectivamente.

Diez semillas de T. subterraneum var. ‘Valmoreno’, previamente desinfectadas mediante
inmersion en NaClO durante 5 min y enjuagadas tres veces con agua destilada, fueron sembradas en
macetas de plastico de 7x7x6 cm. Dos semanas después de la emergencia, se dejaron cuatro plantas
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de aspecto homogéneo por maceta. El contenido de humedad se mantuvo préximo a la capacidad de
campo regando cada 2-3 dias. No hubo incidencias de plagas o enfermedades durante el desarrollo
del experimento. El experimento se dispuso en un diseno factorial completamente aleatorio con dos
factores: dosis de aplicacion del selenio en forma de selenato disédico (0, 10 y 20 g ha?) y tipo de
aprovechamiento (cortando a final de ciclo después de 12 semanas de crecimiento (Finalsc) y
combinando un corte a mitad de ciclo después de 8 semanas (¥2Ciclo) con el corte de su rebrote
(Finalres) a las 4 semanas del corte intermedio (¥2Ciclo + Finalres)). Para cada combinacion dosis-tipo
de aprovechamiento se pusieron 5 macetas (por tanto, 5 repeticiones). Los tratamientos fertilizantes
consistieron en la pulverizacion de cada dosis de Se disuelta en 5 ml de agua destilada por maceta a
las 4 semanas de edad de las plantas.

La parte aérea de las plantas se coseché por tanto a las 8 y/o 12 semanas de crecimiento,
segln tratamiento, cortandola justo por encima de la superficie del suelo y lavandola con agua
destilada. La parte radicular, que sélo se obtuvo al final del ensayo, es decir, a las 12 semanas, fue
separada del sustrato mediante lavado con agua corriente del grifo y enjuagada posteriormente con
agua destilada tres veces. Las muestras se secaron en estufa a 60 °C hasta peso constante y se
registrd la materia seca (MS) de la parte aérea y radicular. La concentracion de Se total del pasto en
cada momento de corte se analizd sobre 1 g de muestra digerida con 2 ml de acido nitrico ultrapuro,
2 ml de perdxido de hidrégeno y 25 ml de agua MilliQ, usando el mismo equipamiento ICP-MS
descrito anteriormente. Ademas se determiné el contenido de Se total por maceta, multiplicando la
concentraciéon de Se en cada corte por la cantidad de biomasa aérea de la maceta correspondiente.

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos vias incluyendo 'dosis de selenato
disédico' (0, 10 y 20), 'aprovechamiento' y su interacciéon en el modelo. En la biomasa aérea y
radicular, asi como en el Se total por maceta, los aprovechamiento fueron dos: (i) Finalsc y (ii) %Ciclo
+ Finalres y en la concentracion de Se por kilogramo fueron tres aprovechamientos: (i) a mitad de
ciclo (*2Ciclo), (ii) en el corte de final de ciclo que no habia sido cortado previamente (Finalsc), y (iii) en
el corte de final de ciclo, después de haber sido cortado a mitad (Finalres). Cuando se encontraron
diferencias significativas, las medias se compararon mediante el test de Fisher de minima diferencia
significativa, MDS. También se determiné el test de correlacion de Pearson entre el Se total y la dosis
de Se aplicado. Los analisis se realizaron con el paquete estadistico Statistix v. 8.10.

4. Resultados
Tanto la dosis de Se foliar aplicada, el aprovechamiento como su interaccion influyeron

significativamente sobre la concentracion de Se total y sobre el contenido de Se total por maceta
(Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de los ANOVA de dos vias para los parametros estudiados.

gl Concentracion gl Contenido de Biomasa Biomasa
de Se total Se total aérea radicular
(ug kgt) (ug macetal) (g macetal) (g macetal)
Dosis Se 2 99.2%** 2 43.3%%% 4.1%* 3.5
Aprovechamiento 2 51.2%** 1 25.5%** 2.3 10.4*
Dosis Se*Aprov. 2 17.8%** 2 7.6*%* 1.5 0.1

g.l. grados de libertad; Estadistico F en el resto de columnas. Nivel de significacion *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

La no aplicacién de Se produjo concentraciones medias de Se total de 14 ug kg1, mientras
que la aplicacion foliar de Se, tanto en la dosis de 10 como en la de 20 g Se ha'l provoc6é aumentos
significativos hasta concentraciones madias de 1.812 y 3.476 pg Se kg1, respectivamente. Este

@

7°CONGRESO FORESTAL
ESPANOL



a4/7

incremento fue lineal y significativo al 99,9% siguiendo la recta de regresion la siguiente ecuacion y =
172,6x + 45,2. En cuanto al tipo de aprovechamiento, la concentracion de Se fue significativamente
superior en el corte a mitad del ciclo, 3203 ug Se kg1 con respecto al corte de final del ciclo, ya fuera
con corte intermedio como sin él (1013 y 1087 pg Se kg1, respectivamente). Estudiando la
interaccion de ambos factores (Tabla 2), fue en la dosis de 10 y de 20 g Se ha1 cuando observamos
diferencias significativas entre los diferentes aprovechamientos, a favor, en ambas dosis, del
aprovechamiento a mitad del ciclo. En cambio, si comparamos el contenido de Se por maceta a final
de ciclo vemos como el Se total acumulado cuando habia sido dado un corte intermedio fue mucho
mayor que cuando se cort6 sélo al final, concretamente en 2.9, 2.5y 2.4 veces mayor en las dosis de
0, 10y 20 g Se ha respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion total de Se y contenido de Se por maceta (media +error estandar) influida por la interaccion dosis
de Se * aprovechamiento, en cada uno de los cortes para la concentracion Se total (¥2Ciclo, Finalre» y Finalsc) y para los
cortes finales en el contenido de Se por maceta (¥2Ciclo + Finalres y Finalsc)

Tratamiento Concentracion de Se Tratamiento Contenido de Se
(ug kg?) (ug maceta?)

14Ciclo

Oghat 23+2e

10 g hat 3254+09b

20 g hat 6329+ 0.9a
Finalsc Finalsc

Oghat 8+1le Oghat 0.06+0,1¢e

10 g hat 828 + 72 de 10 g hat 12,8 + 0,8 cd

20 g hat 2424 + 369 be 20 g hat 22,4+ 1,0 bc
Finalres 14Ciclo+ Finalren

Oghat 11+1e Oghat 0,2 +0,1de

10 g hat 1352 +319d 10 g hat 31,4+0,4b

20 g hat 1676 + 342 cd 20 g hat 545+ 3,6a

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P < 0,05) de acuerdo con el test de Fisher de MDS
para la interaccion dosis de Se * aprovechamiento

En cuanto a la produccion de biomasa, se observé un efecto significativo de la dosis de Se
sobre la biomasa aérea, en la que la dosis de 10 g Se hal aumentd significativamente el valor
respecto a las otras dos dosis, aunque sélo de forma significativa respecto a la dosis testigo. El tipo
de aprovechamiento, sin embargo, influy6é en el desarrollo radicular, siendo mayor significativamente
cuando el aprovechamiento se hizo al final del ciclo sin ningln corte intermedio (Tablas 1y 3).

Tabla 3. Biomasa aérea y radicular (media #error estandar) influida por la dosis de Se y el tipo de aprovechamiento

Biomasa aérea
(g macetal)

Biomasa radicular
(g macetal)

Dosis de Se
Oghat 9.1+0.7B 1.2 +0.03A
10 g hatl 13.1+0.9A 0.9+0.02A
20 g hat 11.0+ 1.1 AB 1.0+ 0.03A
Aprovechamiento
Finalsc 10.2+09a 1.1 £0.08 a
12Ciclo+Finalres 11.9+09a 0.9+0.07b

Letras mayusculas diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P < 0,05) de acuerdo con el test de Fisher de MDS para la
dosis de Se. Letras minusculas diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P < 0,05) de acuerdo con el test de Fisher de
MDS para el aprovechamiento.

5. Discusion
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La concentracion de Se obtenida del forraje de tréboles en los que no se habia aplicado Se
fue muy baja, en torno a 14 ug kg1, sin diferenciarse segln fuera cosechada a mediados del ciclo o al
final del mismo, rebrotada o no. Estos valores son demasiado bajos para cubrir las necesidades de Se
del ganado, de 200-300 ug Se al dia (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2001) y se deben a los
bajisimos niveles tanto de Se total (25 pg kg1) como extractable (0,1 ug kg1) del sustrato, lo que pone
de manifiesto la necesidad de biofortificacion cuando los contenidos de Se presente en el
suelo/sustrato en el que crecen las plantas tengan niveles tan bajos, siendo en este caso muy
deficientes tanto en Se total (HAWKESFORD & ZHAO, 2007) como en Se extractable (STROUD et al.,
2010). GARCIA LATORRE et al. (2014) encontraron valores similares en pastos de dehesa del S.0. de
la peninsula ibérica.

El incremento lineal entre la dosis de Se aplicada y la concentracién de Se en la biomasa
aérea fue muy superior al encontrado por Poblaciones et al. (2013 y 2014) en otras leguminosas,
guisantes y garbanzos, respectivamente, aunque en el grano. La ingesta de 100 g de M.S. de biomasa
de tréboles biofortificados supondrian, seglin el momento de aprovechamiento, la incorporacion de
entre 83 y 325 ug de Se en la dosis de 10 g Se haly entre 168 y 633 pg de Se en la de 20 g Se hal.
Por tanto, las necesidades de Se del ganado quedarian practicamente cubiertas consumiendo la
biomasa del trébol biofortificado con 10 g Se hat a lo largo de su ciclo de crecimiento, ya que la dosis
de 20 g Se ha podria provocar puntualmente problemas de toxicidad en el ganado, problemas que
se presentan con consumos superiores a los 1000 pg Se al dia (GISSEL-NIELSEN, 1998). La dosis de
10 g Se hal estaria en consonancia con la utilizada en Finlandia, pais modelo en la biofortificacion
que fertiliza con Se todos sus cultivos (EUROLA, 1991).

La concentracion de Se fue mayor, en las dos dosis aplicadas, en el corte realizado a mitad
del ciclo, posiblemente debido a la cercania con el momento de aplicacion (4 semanas). Sin embargo,
se observaron dos hechos muy interesantes en ambas dosis de Se. Por un lado, el corte intermedio
no afecté a la concentracion de Se de la biomasa aérea al final del ciclo; y por otro lado, que al
estudiar la acumulacion de Se por maceta al final del ciclo, ésta fue significativamente mayor cuando
existio un corte intermedio (Tabla 2). Es sabido que del selenato absorbido por la planta, una parte es
utilizada para producir selenoproteinas (BROADLEY et al., 2006) mientras que otra se almacena como
selenito en las raices (ASHER et al., 1977), y este selenito, una vez comienza el rebrote se vuelve a
movilizar para ponerse a disposicion de toda la planta. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
en este ensayo se pone de manifiesto que, desde el punto de vista de la biofortificacion, seria mas
apropiado aprovechar el pasto anadiendo un corte a mitad del ciclo, ya que se observa una buena
capacidad de movilizaciéon del Se traslocado previamente al sistema radicular, que se incorpora de
nuevo al sistema aéreo al rebrotar las plantas. Cuando no se hizo corte intermedio, parece que parte
de ese Se acumulado en la raiz no se moviliz6 posteriormente a la parte aérea quedandose en el
sistema radicular, o perdiéndose en el suelo/sustrato. Este punto debe ser confirmado con futuras
investigaciones en las que se aplique un nimero mayor de cortes y se analice el contenido de Se,
tanto en el suelo/sustrato como en el sistema radicular. Lo que si se pone de manifiesto es que el T.
subterraneum, especie fundamental en los pastos de dehesa, aprovechados por el ganado en
extensivo, tiene un gran potencial para ser biofortificado debido, precisamente, a su buena capacidad
de rebrote, y a su buena aptitud, seglin parece, de movilizar a la parte aérea tras el rebrote el Se
previamente acumulado en la raiz.

En consonancia con resultados obtenidos por GARCIA LATORRE et al. (2014) en pastos de
dehesa, la produccion de biomasa aérea del T. subterraneum se beneficioé por la aplicacion foliar de
Se en la dosis de 10 g Se hal respecto a la no aplicacién de Se. Esto se puede achacar a la
protecciéon que el Se proporciona frente a diferentes estreses abidticos (YAO et al., 2013). Sin
embargo, no se observo ningln efecto sobre la biomasa radicular, hecho que debe considerarse
como muy positivo, ya que la implementacién de un programa de biofortificacién seria mucho mas
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complicada de llevarse a cabo por parte de los agricultores si vieran mermada la produccion de
biomasa como consecuencia de la aplicacion de Se.

La produccion final de biomasa aérea de aquellos tréboles a los que no se les habia sometido
a corte a mitad de su ciclo, no difirid significativamente de aquellos a los que si, demostrando una
buena capacidad de rebrote del trébol, pratense habitualmente sometida a pastoreo. Resultados
similares fueron encontrados por GARCIA LATORRE et al. (2014) en pastos de dehesa doblemente
aprovechados, en invierno y primavera, frente a los aprovechados Ginicamente en primavera.

6. Conclusiones

En este estudio se comprueba el mas que aceptable efecto positivo de la biofortificacion con Se
foliar sobre el T. subterraneum en el que el aumento en la dosis de aplicacion produjo un aumento
lineal sobre la concentracion de Se en la biomasa aérea. El corte intermedio tuvo un efecto muy
favorable sobre el contenido de Se total recuperado, que aumentd claramente al ser aprovechado a
mitad de ciclo sin disminuir la biomasa total producida. Se podria considerar la dosis de 10 g Se hal
sobre trébol sometido a dos aprovechamientos, uno a mitad de ciclo y otro al final, como el manejo
mas adecuado, ya que proporciona concentraciones de Se total por encima de las recomendadas
para el ganado en extensivo, durante todo su ciclo, sin merma en la produccion.
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