La biofortificacion foliar con hierro mejora la calidad nutracéutica y
la capacidad antioxidante en lechuga
Foliar biofortification with iron improves nutraceutical quality and
antioxidant capacity in lettuce
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RESUMEN

El hierro (Fe), es un oligoelemento indispensable
para la salud humana y su deficiencia afecta a 1200
millones de personas en el mundo. La biofortificacion
agronomica puede mitigar esta deficiencia ya que
su aplicacion en los cultivos mejora la biosintesis de
compuestos bioactivos y propicia su bioacumulacion.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de
la aplicacion foliar de Fe (FeSO,) sobre el rendimiento,
biosintesis de compuestos bioactivos y acumulacion
en lechuga. Para ello cinco tratamientos fueron
aplicados via foliar: 0, 10, 20, 30 y 35 uM L. En
la cosecha, se cuantifico la calidad nutracéutica y la
acumulacion de Fe en hojas, asi como la productividad
de la planta de lechuga. La biofortificacion con Fe
modificd positivamente la biosintesis de compuestos
fitoquimicos y su concentracion en hojas de lechuga,
sin afectar el rendimiento. La aspersion foliar de Fe
es una alternativa para incrementar la biosintesis
de compuestos fitoquimicos e incrementar la
concentracion de este elemento en lechuga.

Palabras clave: compuestos fitoquimicos, Lactuca
sativa, rendimiento.
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SUMMARY

Iron (Fe) is an essential trace element for
human health and its deficiency affects 1.2 billion
people in the world. Agronomic biofortification can
mitigate this deficiency as its application in crops
improves the biosynthesis of bioactive compounds
and promotes their bioaccumulation. Our research
aims to evaluate the effect of the foliar application
of Fe (FeSO,) on the yield, biosynthesis of bioactive
compounds and accumulation in lettuce. For this,
five treatments were applied by foliar route: 0, 10,
20, 30 and 35 uM L. At harvest, the nutraceutical
quality and the accumulation of Fe in leaves were
quantified, as well as the productivity of the lettuce
plant. Biofortification with Fe positively modified the
biosynthesis of phytochemical compounds and their
concentration in lettuce leaves, without affecting the
yield. Fe foliar spraying is an alternative to increase
the biosynthesis of phytochemical compounds and
increase the concentration of this element in lettuce.

Index words: phytochemicals, Lactuca sativa, yield.
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INTRODUCCION

El hierro (Fe) es un oligoelemento indispensable
para la salud humana, que juega un papel importante
en una amplia variedad de procesos metabolicos,
incluido el transporte de oxigeno, sintesis de acido
desoxirribonucleico (ADN), sintesis de enzimas y
transporte de electrones. La deficiencia de Fe y zinc
afecta a mas de dos mil millones de habitantes en el
mundo (Prasad y Shivay, 2020a), la deficiencia de
Fe es la patologia nutrimental de mayor prevalencia
en el mundo y afecta mas de mil doscientos millones
de personas (Camaschella, 2019). La deficiencia
de este micronutriente es mas frecuente en los
paises en desarrollo donde la alimentacion depende
principalmente de los alimentos de origen vegetal
y se tiene poco acceso a alimentos de origen animal
(Pasricha, Drakesmith, Black, Hipgrave y Biggs,
2013). Los infantes y mujeres embarazadas son
los grupos mas vulnerables de padecer anemia
debido a la baja biodisponibilidad de Fe en su dieta
(Cappellini, Musallam y Taher, 2020). La ingesta diaria
recomendada de Fe varia segun la etapa de crecimiento
(0.27 a 10 mg dia! para nifios y 11 a 27 mg dia™! para
adultos (Abbasifar et al., 2020). Las alternativas
utilizadas para mitigar esta situacion incluyen el uso
de suplementos de Fe y productos fortificados, no han
logrado reducir la deficiencia de este oligoelemento,
debido al costo de los productos (Tripathi y Mishra,
2020). La biofortificacion agronémica se considera
como una estrategia rentable y sostenible para
minimizar las deficiencias de micronutrientes en la
poblacion (De Groote, Tessema, Gameda y Gunaratna,
2021); ya que tiene como objetivo mejorar las
caracteristicas agronémicas y aumentar el contenido de
elementos esenciales en las partes comestibles de las
plantas, mediante la aplicacion de estos elementos via
edafica, foliar o en solucion nutritiva (Jha y Warkentin,
2020). La aplicacion de los micronutrientes al follaje
de los cultivos desde el punto de vista sustentable,
tiene beneficios econdmicos puesto que es mas facil
de implementar (Ramzan et al., 2020). El hierro es
uno de los micronutrientes esenciales que intervienen
en muchos procesos metabdlicos en la planta, como
la respiracion, la fotosintesis, la asimilacion de azufre
(S) y nitrogeno (N) y biosintesis de ADN, lipidos y
hormonas (Malhotra, Pandey, Sharma y Bindraban,
2020). Ademas, Fe también juega un papel importante

en la regulacion de las actividades de catalasas
y peroxidasas que tienen papeles esenciales en
mecanismos de defensa antioxidantes (Kumar, Tewari
y Sharma, 2010). La clorosis férrica es un problema
agricola que reduce la productividad y calidad
nutricional en las partes comestibles de las plantas,
considerandose como de las principales causas de la
deficiencia de Fe en las personas en el mundo. Por
otro lado, la lechuga (Lactuca sativa L.) es una de las
hortalizas de hoja mas cultivadas y consumidas en el
mundo principalmente en fresco y es ingrediente base
de muchas ensaladas (SIAP, 2018); muy apreciado por
sus propiedades organolépticas y es una buena fuente
de minerales, vitaminas y compuestos con actividad
antioxidante (Kim, Moon, Tou, Mou y Waterland,
2016). Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto de la aplicacion foliar de Fe en
tres aspectos del cultivo de lechuga: contenido mineral
foliar, caracteristicas macro nutrimentales, calidad
nutracéutica y rendimiento.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal y Tratamientos

Semilla de lechuga (Lactuca sativa L.) "Parris
Island cos" de Heirloom Seeds® fueron germinadas en
placas de foamy agricola, 40 dias después de la siembra
las plantulas se trasplantaron en un sistema hidroponico
NFT y la nutricion del cultivo se realizo utilizando
la solucién nutritiva Steiner (Steiner, 1961). Los
tratamientos evaluados consistieron en la aplicacion
foliar de sulfato de hierro (FeSO, 7H,O, Sigma-
Aldrich®): 0, 20, 25, 30 y 35 uM L}, utilizando agua
destilada como diluyente y un surfactante comercial no
toxico (INEX-A®, 2 mL L"). Las aplicaciones foliares
se realizaron con aspersores manuales durante las
primeras horas de la mafana, en total se realizaron tres
aspersiones cada 15 dias después del trasplante.

Muestreo

Las lechugas se cosecharon a 60 dias después del
trasplante, se midieron y se pesaron para determinar
el crecimiento total y el rendimiento total del cultivo.
Al mismo tiempo, se recolectaron muestras para
cuantificar las variables bioquimicas y el contenido de
Fe, obteniendo cinco muestras por cada tratamiento.
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Rendimiento

Para determinar el peso fresco (rendimiento del
cultivo), las cabezas de lechuga se cosecharon y se
pesaron en una balanza analitica (Ohaus Corporation,
Pine Brook, NJ, USA).

Analisis del Contenido de Nutrientes

El contenido de micronutrientes se determind
mediante digestion triacida. Se peso un gramo de cada
muestra en una balanza analitica (HR-120), con una
precision de 0.0001 g. Luego se colocd la muestra en
un vaso de precipitados de 250 mL con perlas hirviendo
y se agregaron 25 mL de mezcla triacida (1 L de HNO,,
100 mL de HCI, 25 mL de H,SO,). Después de esto,
la muestra se coloco en una parrilla de digestor en
una campana extractora durante una hora. Al final, las
muestras resultantes se filtraron en matraces aforados
de 50 mL (solucion madre), se calibraron y se agitaron
con agua triple destilada. Finalmente, las muestras se
vertieron en tubos de 50 mL para centrifugarlas. Las
concentraciones de Zn, Mn, Cu, Fe se determinaron
mediante espectrofotometria de absorcion atomica
(AAS, iCE 3000 Series, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA), vy los resultados se expresaron en mg L.
Los macronutrientes (K, Ca y Mg) se determinaron
mediante espectrofotometria de absorcion atomica
(AAS, iCE 3000 Series, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA), informando la concentracion en porcentaje.
El fosforo (P) se determiné mediante el método
colorimétrico de metavanadato de amonio (NH,VO,)
en un rango de absorcion de 430 nm frente a una curva
de calibracion de K,HPO,. En total, se agregaron a
los tubos de ensayo 3.5 mL de agua destilada, 500 L
de la solucion madre y 1 mL de reactivo de fosforo
(P). Cada tubo se agit6 en un vortice y se dejo reposar
durante una hora. Al final, la lectura se realizd en un
espectrofotometro de luz visible (espectrofotometro,
Genesis 10s UV / Vis, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). La concentracion de P se expresé como
porcentaje.

Compuestos Bioactivos

Para los extractos etandlicos, se molieron 100 g de
pulpa de lechuga fresca por tratamiento y se utilizaron

para evaluar la calidad nutracéutica de la lechuga. Se
coloco 1 g de muestra en un tubo Falconde 15 mL y se
agregaron 10 mL de grado reactivo de etanol. Después
de 1 min de agitacién en Vortex, se dejaron reposar
durante 24 h. Los extractos etanolicos se decantaron
posteriormente a 3500 rpm, y el sobrenadante se
transfirid6 a un tubo Falcon y se almacend a -20 °C
hasta su uso.

El contenido fenolico total se determind mediante
una modificacion del método de Folin-Ciocalteau
(Garcia-Nava, 2009"). Se tomaron 150 pL de extracto
etanodlico, se diluyeron en 3 mL de agua (milli-Q),
se agregaron 250 uL de reactivo de Folin-Ciocalteau
(IN), se agitd y se dejo reaccionar durante 3 min.
Posteriormente se afiadieron 750 pL de Na,CO,
(20%) y 950 pL de agua (milli-Q). Se dejo reposar la
solucion durante 2 h y se cuantificaron las muestras en
un espectrofotometro UV-Vis a 760 nm. El patron se
prepardé con acido galico. Los resultados se expresaron
en mg GAE/100 g de peso fresco.

Los flavonoides totales se determinaron mediante
colorimetria (Garcia-Nava, 2009"). Se tomaron 200 uL
de extracto etanolico, se mezclaron con 1.25 mL de
agua (milli-Q) y 75 pL de NaNO2 (5%). Después
de 5 min de reposo, se agregaron 150 uL de AICI,.
Posteriormente, se afiadieron 500 uL. de NaOH (1 M) y
275 uL de agua (milli-Q). Se agitd vigorosamente y las
muestras se cuantificaron en un espectrofotdmetro UV-
Vis a 510 nm. El estandar se preparé con quercetina
disuelta en etanol absoluto (y = 0.0122x-0.0067; r* =
0.965). Los resultados se expresaron en mg QE/100 g!
de peso fresco.

La capacidad antioxidante total se midi6 mediante
el método DPPH" in vitro (Brand-Williams, Cuvelier
y Berset, 1995). Se prepar6 una solucion de DPPH*
(Aldrich, St. Louis, MO, USA) en etanol, a una
concentracion de 0.025 mg mL!. Se mezclaron 700 uL
de extracto etandlico con 1.300 pL de solucion DPPH?,
después de 30 min las muestras se cuantificaron en un
espectrofotometro UV-Vis a 517 nm. Los resultados
se expresaron en uM equivalente en Trolox/100 g de
peso fresco.

Analisis Estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar
con seis repeticiones por tratamiento, considerandose

! Garcia-Nava, M. A. (2009). Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales en extractos naturales. Memorias del programa del Primer Verano de Introduccion
a la Investigacion de la Universidad Autonoma de Querétaro. Querétaro, México: UAQ.
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una planta como unidad experimental. Las variables
respuesta fueron analizadas mediante un analisis de
varianza para determinar las diferencias entre los
tratamientos y donde se detecto diferencia significativa,
se utilizo la prueba Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento

Los resultados indican que la aspersion foliar
de hierro (Fe) en las dosis utilizadas no afecto
significativamente el peso fresco de la lechuga
(Cuadro 1), obteniéndose el mayor peso fresco de
lechuga aquellas que fueron asperjadas foliarmente
con 30 uM L', superando al resto de los tratamientos.
Giordano et al. (2019) reportan un aumento en el
peso fresco de Lactuca sativa L tratadas con Fe,
en comparacion con las plantas no tratadas, de la
misma manera, Cecilio-Filho, Mendoza, de Sordi y
Urrestarazu (2015) en Cichorium intybus utilizando
dosis crecientes de Fe, encontraron que la altura de
la planta, el nimero de hojas, asi como el peso fresco
de la planta reducian a medida que aumentaba la
concentracion de Fe. Los resultados anteriores y a
pesar de que el Fe es un elemento clave en crecimiento
y muchos procesos fisiologicos de las plantas, también
participa en la reaccion de Fenton, que consiste en la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las
cuales causan destruccion celular, porque reaccionan
con grasas poliinsaturadas acidos, proteinas y acidos
nucleicos (Briat, Dubos y Gaymard, 2015; Przybysz,

Wrochna, Matecka, Gawronska y Gawronski, 2016),
probablemente esta sea el motivo de que disminuya
el rendimiento como lo sefnala Giordano ef al. (2019),
quienes reportaron una disminucion en el rendimiento
de Lactuca sativa L, al aumentar las dosis de Fe; sin
embargo, en nuestro trabajo no se observaron sintomas
de toxicidad ya que el umbral de toxicidad puede
variar entre especies, lo anterior significa que las dosis
utilizadas en este trabajo estan dentro de los rangos
adecuados.

Analisis Nutrimental

El contenido de nutrimentos en la parte comestible
de los cultivos determina el contenido de minerales
que proporcionara al ser humano cuando estos sean
consumidos (Guillén-Molina et al, 2016). En el
presente estudio, se observo un incremento en el
contenido foliar de N, P en las hojas de lechuga tratadas
con de 20 uM L'y en el caso de Fe, el contenido de
este micro nutrimento estuvo influenciado por la dosis
utilizada; las mayores dosis aplicadas promovieron
una acumulacion de Fe en las hojas de lechuga, sin
efectos significativos en el resto de los nutrimentos
(Cuadro 2). Para el caso de elementos como Mn, Zn,
se ha reportado efectos antagonicos entre el Fe y estos
micronutimentos (Ghasemi-Fasaei y Ronaghi, 2015),
en el presente trabajo si se presenta este efecto, pero sin
existir diferencias significativas por los incrementos
del Fe asperjado. Se ha sefialado una relacion positiva
entre el contenido de nitrogeno y la suplementacion
con Fe (Cakmak, Pfeiffer y McClafferty, 2010), pues

Cuadro 1. Efecto de la aplicacién foliar de FeSO, en el rendimiento y sus componentes en el cultivo de lechuga.
Table 1. Effect of the foliar application of FeSO, on the yield and its components in the lettuce crop.

FeSO, Peso fresco total ~ Peso fresco de raiz Peso fresco de cabeza Numero de hojas Altura Diametro
70 B D T N T cm - - - - - -
0 568.20a* 179.93a 388.26a 54.14a 26.66a 42.66a
20 654.73a 256.00a 398.73a 55.25a 29.33a 35.66a
25 783.27a 226.67a 556.6a 54.66a 28.66a 42.33a
30 816.53a 255.00a 561.53a 56.33a 34.02a 39.66a
35 656.87a 208.93a 447.93a 49.66a 22.57a 37.89a

*Valores promedio en columna con diferente literal son significativamente diferentes (Tukey P < 0.05).
*Mean values in columns with different literals are significantly different (Tukey P < 0.05).
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Cuadro 2. Contenido mineral foliar total en el cultivo de lechuga, por efecto de la aplicacion foliar de FeSO,.
Table 2. Total foliar mineral content in the lettuce crop due to the foliar application of FeSO,.

FeSO, N P K Ca Mg Fe Mn Zn

[0 S I T mgL! - -------
0 2.328d 0.302bc 13.15a 0.489a 0.113a 78.62c* 140.01a 35.16a
20 3.478a 0.404a 11.26a 0.597a 0.118a 131.53b 130.31a 4531a
25 2.609¢ 0.303bc 8.53a 0.593a 0.123a 152.93b 150.47a 25.82a
30 2.762b 0.326b 11.34a 0.522a 0.148a 157.97b 168.66a 34.96a
35 2.630c 0.2756¢ 12.22a 0.644a 0.176a 212.89a 123.09a 38.52a

*Valores promedio en columna con diferente literal son significativamente diferentes (Tukey P < 0.05).
*Mean values in columns with different literals are significantly different (Tukey P < 0.05).

bajo una adecuada nutricion nitrogenada y la aspersion
foliar con Fe aumenta la absorcion de N, P y Fe en
el tejido vegetal (Aciksoz, Yazici, Ozturk y Cakmak,
2011), en relacion con el P, Guillén-Molina et al.
(2016) senala que la aspersion foliar con Fe aumenta
el P en el tejido y dosis excesivas lo disminuyen. El
mayor contenido de Fe en la parte comestible de la
planta también se ha reportado con la aspersion foliar
de Fe con una dosis que fluctia entre 20 y 50 uM en
Phaseolus vulgaris (Sida-Arreola, Sanchez, Avila,
Zamudio y Acosta, 2015), la fertilizacion foliar con
Fe puede incrementar el contenido de Fe en cereales
entre un 15 y 30% (Prasad y Shivany, 2020b). El Fe
se encuentra en muchos alimentos, especialmente
aquellos en el reino animal y, a menudo, estas fuentes

no son accesibles para personas de bajos ingresos; por
lo tanto, la lechuga biofortificada con Fe es una buena
alternativa por las implicaciones positivas que puede
tener en la nutricion humana.

Compuestos Bioactivos

La aplicacion foliar de Fe, promovié un aumento en
la biosintesis de compuestos bioactivos, obteniendo los
valores mas altos de estos metabolitos con la dosis de
30 uM L (Cuadro 3). Estos resultados son similares
a los reportados por Przybysz et al. (2016) al indicar
que la concentracion y actividad de los sistemas
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos aumenta
con el contenido de Fe de las plantas; estos metabolitos

Cuadro 3. Efecto de la aplicacién foliar de FeSO, en el contenido de compuestos fendlico (FEN), flavonoides (FLAV) y capacidad

antioxidante (AA) en lechuga.

Table 3. Effect of the foliar application of FeSO, on the content of phenolic compounds (FEN), flavonoids (FLAV) and antioxidant

capacity (AA) in lettuce.

FeSO, FEN FLAV AA

uM L mg GAE/100 g' PF mg QE/100 g' PF uM eq Trolox/100 g PF
0 139.34¢* 179.50d 92.57a

20 150.10bc 272.17c 106.07a

25 154.86b 319.78b 111.71a

30 178.53a 363.34a 112.61a

35 145.88bc 241.78¢ 95.57a

*Valores promedio en columna con diferente literal son significativamente diferentes (Tukey P < 0.05).
*Mean values in columns with different literals are significantly different (Tukey P < 0.05).
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secundarios que tienen una gran actividad antioxidante
y efectos beneficiosos contra las enfermedades
cronicas enfermedades, como inflamacion, diabetes
y algunos tipos de cancer (Kim et al, 2016). La
produccion de alimento de origen vegetal con un alto
contenido de compuestos fitoquimicos es deseable
ya que estos compuestos aumentan la calidad
nutricional de los alimentos (Schiavon, Nardi, Dalla y
Ertani, 2020) y su consumo pueden mejorar la salud
humana (Gupta y Gupta, 2017). El Fe es un cofactor
en la produccion de compuestos bioactivos con alta
capacidad antioxidante (Porras-Loaiza y Lopez-
Malo, 2009), los cuales eliminan los radicales libres
causantes de enfermedades cardiovasculares en el
ser humano (Zapata-Vahos, Rojas, David, Gutiérrez
y Castro, 2020). Se reporta que la aplicacion de dosis
bajas de Fe aumenta la acumulacién de metabolitos
secundarios, mejorando asi el perfil funcional
de hortalizas (Giordano et al., 2019); en cambio
concentraciones superiores a 500 mg kg' causan
toxicidad, lo que puede ocasionar dafios asociados a la
formacion de especies reactivas de oxigeno, induciendo
la actividad de enzimas antioxidantes como como
ascorbato peroxidasa, ademas de dafios a la membrana
y deterioro irreversible de la estructura celular, el ADN
y las proteinas (Marschner, 2011).

CONCLUSIONES

El desarrollo del presente trabajo, reafirma
a través de los resultados obtenidos, que la
biofortificacién agronémica con hierro (Fe) aplicado
via foliar, favorece la calidad nutracéutica, capacidad
antioxidante y concentracion de Fe en lechugas, sin
afectar el rendimiento. La dosis optima que maximizo
el rendimiento y la calidad nutracéutica, asi como la
concentracion de consumo de Fe recomendada en la
lechuga en este estudio fue 30 pM L' de Fe (FeSO,),
ya que dosis mas altas disminuyen el rendimiento y la
biosintesis de compuestos bioactivos en la lechuga.

Finalmente, la biofortificacion foliar con Fe en la
lechuga es una herramienta eficaz para aumentar el
contenido de Fe y ayudar asi a combatir la desnutricion
por déficit de micronutrientes.
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