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1. RESUMEN

El Selenio (Se) y el Zinc (Zn) son dos minerales esenciales para animales y
humanos, sin embargo muchas veces la ingesta en los mismos es insuficiente, como
consecuencia de que las plantas y los suelos son deficientes. Una ingesta pobre de Se da
lugar a numerosas patologias como la del musculo blanco en ovino y bovino hepatosis
dietética en porcino y la de Zn produce inapetencia, retraso en el crecimiento, disminucion
de la fertilidad, etc. Para paliar estas deficiencias, se disefid un experimentd en parcelas
subdivididas con cuatro repeticiones sobre guisante forrajero (Pisum sativum L.) en el que
la parcela principal fue la aplicacion de Zn (no aplicacion de Zn, aplicacion de 50 kg de
Zn hat al suelo, aplicacion de 8 kg de Zn ha? foliar y, por ultimo, la aplicacion
combinada de Zn al suelo y foliar) y la subparcela la aplicacion de Se (no aplicacion de Se
y aplicacion foliar de 10 g Se hal). Se estudid el rendimiento en biomasa, la calidad y la
cantidad de nutrientes del forraje. El rendimiento en biomasa aumentd con la aplicacion
de Se un 9,3%, asi como con la aplicacion de Zn al suelo un 25% vy la aplicacion suelo +
foliar un 22% observandose un efecto positivo en la aplicacion combinada de ambos
nutrientes. El contenido proteico disminuyd con la aplicacion de Se un 2,9% y con la
aplicacion de Zn al suelo un 4,5%, sin embargo, aumentd con la aplicaciéon de Zn via
foliar un 4,9%. Los contenidos de FND, FAD y LAD no se vieron afectados por ningun
tratamiento. Respecto al contenido en nutrientes, el Ca no se vio influido, mientras que el
Fe y el Mg disminuyeron con la aplicacion de Zn. La concentracion de Se aumentd a
206,6 pg Se kgt cuando se aplico este via foliar respecto a 51,8 pg Se kg™ cuando no se
aplico. La concentracion de Zn aumento6 significativamente con la aplicacion foliar y con
la combinada suelo+foliar, alcanzando concentraciones de 96,95 y 86,93 mg Zn kg?,
respectivamente. Teniendo en cuenta los rendimientos y los costes de aplicacion, los
tratamientos de Se, de Zn Suelo y Zn Suelo+Foliar, asi como los tratamientos combinados
de Se con Zn presentaron beneficio econémico. Por tanto, la biofortificacion agrondémica
con Se y Zn es una préactica realmente efectiva para paliar las deficiencias en la dieta del
ganado debido a los bajos contenidos en Se y Zn biodisponible en los suelos de Centro-

Oeste de la Peninsula Ibérica, siendo positiva la aplicacion conjunta.
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2. INTRODUCCION

2.1. Elselenioy el zinc

A lo largo de la historia de la humanidad, la produccién de alimentos ha ido
evolucionando vy, en los ltimos afios, se ha pasado de una demanda de produccién a una
demanda de la calidad de los productos producidos y son muchos los estudios encaminados a
mejorar la calidad nutricional, organoléptica y sensorial de los alimentos de consumo humano
y animal. Respecto a la nutricion, el ser humano necesita mas de 22 elementos minerales
(White y Broadley, 2005), muchos de ellos necesarios en pequefias concentraciones, pero su
importancia biologica es enorme. Es conocido que tanto las plantas como los animales
carecen de algin/os de estos elementos, causando diversos desordenes que disminuyen el
crecimiento o viabilidad de los seres vivos. Es mas, se ha estimado que mas de la mitad de la
poblacién mundial padece deficiencias de, al menos, un micronutriente como el hierro (Fe),
yodo (1), zinc (Zn) o selenio (Se) (OMS, 2006). Segun Rios et al. (2008), el 30% de la
poblacion es deficiente en Zn y, aproximadamente el 15% en Se.

2.1.1. Elselenioy el zinc en el suelo

De acuerdo con Cakmak et al. (2010), las concentraciones de Se y Zn en plantas de
consumo animal y humano esta directamente relacionado con las cantidades de estos
presentes en el suelo, estando sus disponibilidades a su vez regidas por las principales
propiedades del suelo como son el pH, las reacciones redox, capacidad de intercambio
catiénico, actividad de microorganismos, estructura, materia organica y contenido de agua
(Frossard et al., 2000).

Selenio

El contenido de Se en los alimentos estd muy relacionado con su contenido en el suelo
(Rubio et al., 2007) donde se puede encontrar principalmente bajo cuatro formas: selenito
(Se**) y selenato (Se®*) que pueden ser absorbidos por las plantas, Se elemental (Se°) y
seleniuro (Se) que son insolubles (Broadley et al., 2006). Por lo tanto, la biodisponibilidad
de Se depende no solo de su contenido total en el suelo, sino también de su forma quimica.
Como se puede apreciar en la Tabla 1.1, en los suelos alcalinos donde el potencial redox es

alto, el selenato predomina sobre el selenito, mientras que en los suelos acidos, el selenito

4
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sustituye al selenato (Cruz-Jiménez, 2005; Hawkesford y Zhao, 2007). La adsorcion de
selenato y selenito a la fase sélida del suelo disminuye al aumentar el pH del suelo (Barrow y
Whelan, 1989). En general, tienden a encontrarse mayores concentraciones en suelos de
origen sedimentario frente a aquellos de naturaleza ignea (Moreno et al., 2005). Es por ello,
por lo que, los cultivos situados en suelos volcéanicos, asi como los regadios intensivos y, en

general, los suelos &cidos, son deficientes en Se (Casals Mercadal et al., 2005).

TABLA 2.1. Formas de Se en suelo

Formula NUmero de
Nombre P L Donde se encuentra
guimica oxidacion
. Abundante en suelos acidos, con
Selenio elemental Se 0 . )
bajo potencial redox
. 9 Abundante en suelos acidos, con
Seleniuro Se -2 . )
bajo potencial redox
) . Predominante en suelos &cidos, con
Selenito Se03? 4 . )
potencial redox medio
) Predominante en suelos alcalinos
Selenato Se04? 6

con alto potencial redox
Fuente: Saha et al. (2017)

Aparte del contenido caracteristico de Se propio de cada suelo, existen otras fuentes de
incorporacion de Se al suelo, como son la deposicién desde la atmdésfera, la erosion de rocas y
la volatilizacién de compuestos fosiles, ademas de aportes del ser humano, provenientes de la
combustion de combustibles fosiles, procesado de metales, lodos y aguas residuales y
aplicaciones de fertilizantes, estiércol y materia orgénica (Fordyce, 2005). Adn asi, el
contenido de Se en suelo es normalmente bajo, variando de 0,01 a 2 mg de Se kg™ con una
media de 0,4 mg de Se kg™, pero para cumplir con los requisitos de nutricion humana, los
suelos se han clasificado por Tan (1989) como deficientes (<0,125 mg kg™?), marginales
(0,125-0,175 mg kg1), moderados a altos (0,175-3 mg kg™t) y excesivos (>3 mg kg), aunque
existen suelos denominados seleniferos con una concentracion de Se de mas de 5 mg kg,
estando estos suelos asociados con rocas sedimentarias, areniscas, calizas y suelos con carbon
(Oldfield, 1999; Fordyce, 2005).
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Zinc

El contenido de Zn en el suelo depende en gran medida, de los cambios ambientales
(viento, temperatura, luz, etc.) a los que ha sido expuesta la roca madre del suelo. El
contenido medio de Zn en las rocas oscila, de media, entre 70-80 mg kg-1; en los suelos
oscila entre 10-300 mg kg-1, con un promedio entre 50 y 66 mg kg-1. El transporte de polvo,
incendios y cenizas volcanicas son, también, aportes de Zn al suelo (Broadley et al., 2007). En
el mundo, existen millones de hectareas cultivadas que no disponen de concentraciones de Zn

en el suelo consideradas como adecuadas (Alloway, 2008).

Las formas en que podemos encontrar el Zn en el suelo son tres: disuelto en agua, el
cual incluye el Zn* y compuestos organicos solubles; adsorbido en compuestos de
intercambio coloidales como es el caso de las arcillas y, por altimo, podemos encontrarlo en
complejos insolubles y minerales de Zn. Este ultimo es el que se encuentra en mayor cantidad
y representa el 90% del mismo (Barber, 1995; Benavides-Mendoza et al., 2012). Por tanto, el
contenido total de Zn no es un indice fiable que refleje la capacidad del suelo para suministrar
Zn para la absorcion de la planta. El rango critico de concentracion de Zn disponible en el
suelo para la mayoria de los cultivos ha sido establecido entre 0,5-2,0 mg Zn kg* para DTPA
(Sims y Johnson, 1991).

Uno de los principales factores que influyen en la disponibilidad de Zn es el pH del
suelo el cual afecta, en gran medida, al movimiento del Zn en el suelo y, por tanto, a la
disponibilidad de éste para las plantas. Como se puede observar en la Tabla 1.2, cuando el pH
es alto queda ligado a las superficies de intercambio cationico, por el contrario cuando el pH
del suelo es bajo se desplaza mas facilmente de las superficie de intercambio catiénico y es

mas facilmente asimilado por las plantas (Baber, 1995).
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TABLA 2.2. Concentraciones de Zn ligada a superficie de intercambio catidnico en relacion
con el pH

pH del suelo Concentracion de Zn (mg kg™t)

4,9 36,08

6,4 33,44

6,5 28,5
6,7 43,4
6,9 60,36
6,9 41,29

7 56,6

Fuente: Diatta y Kociatkowski (1998)

2.2.  Importancia del Se y del Zn en plantas, animales y humanos

2.2.1. Plantas: absorcion, metabolismo y funciones de ambos

Las plantas necesitan, para su correcto crecimiento y desarrollo fisiologico, tanto
macronutrientes como micronutrientes. Los macronutrientes son absorbidos en grandes
cantidades (> 0,1%) y se incluyen en este grupo el carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O),
nitrégeno (N), fdsforo (P), calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre (S) y potasio (K). Los
micronutrientes son consumidos por las plantas en pequefias cantidades, entre 5 y 100 mg kg-
1, entre los que se encuentra el Zn, Fe, Cu, etc. (Alloway, 2008). En cambio, el Se es
absorbido por las plantas superiores desde el suelo de manera fortuita, pues, no hay pruebas
de esencialidad de Se en éstas (Pilon-Smits et al., 2009). Algunos autores indican que las
plantas absorben el Se en forma de selenato debido a su similitud con el sulfato y luego lo
metabolizan a través de la via de asimilacion del S en el cloroplasto (Terry et al., 2000). Por
ello, en el proceso de absorcion, Se y S compiten por los mismos transportadores vy, la
captacion de Se estd generalmente limitada por los altos niveles de azufre (El Kassis et al.,
2007).

El selenato estd mas disponible que el selenito en el suelo para la absorcion de la
planta porque esta adsorbido débilmente a la fase solida por atraccion electrostatica (Terry et
al., 2000). También se transporta mas facilmente que otras formas de Se dentro del sistema de
la planta (Zayed et al., 1998), mientras que el selenito se acumula en las raices de la planta
porgue no se transloca facilmente y se convierte facilmente en formas organicas (Asher et al.,
1977).
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Los procesos metaboélicos y los productos finales del metabolismo de Se dependen de
la capacidad de acumulacion de la planta (Mehdi et al., 2013). Segun la concentracion de Se
en los tejidos de las plantas podemos clasificarlas en: no acumuladores, acumuladores e
hiperacumuladores. Las plantas que no acumulan Se contienen entre 5 y 50 mg kg-1 Se
(Mayland, 1989). Los acumuladores se pueden dividir en dos grupos: acumuladores primarios
y secundarios. Los acumuladores primarios contienen hasta 1000 mg kg-1 de Se (Mayland,
1989; Mehdi et al., 2013) destacando especies como Astragalus bisulcatus y Stanleya pinnata
que contienen entre 1000-15000 mg kg-1 Se (Sura-de Jong et al., 2015), y los secundarios son
aquellas que pertenecen a géneros como Atriplex, Castilleja, Grindelia y Gutierrezia, y no
contienen méas de 50 a 100 mg kg-1 de Se (Mayland, 1989). Sin embargo, como se puede
observar en la Tabla 1.3 las plantas cultivadas poseen una concentracion de media de Se entre
0,01y 1 mg kg-1 (Marschner, 2002).

TABLA 2.3. Concentracion de Selenio segun especie de planta

Nombre de la Se en la planta (mg kg)
planta Raices Hojas Semilla/Gramo Se en el suelo (mg kg”) Referencia
Tabaco 16.7-58.6 2.6-37.3 NA 2.2-22.2 Han et al. (2013)
Maiz 0.31-12.3 0.16-36.1 0.05-14.5 411-33.1 Wang et al. (2012)
Arroz NA 0.48-1.95 1.38-3.33 0.13-2.85 Sharma et al. (2014)
Lechuga NA 1.59-3.95 NA NA Wakim et al. (2010)
Cebolla NA 1.29 NA NA Wakim et al. (2010)
Garbanzos NA NA 0.79 NA Wakim et al. (2010)
Trigo 196 387 NA 13.1 Eiche et al. (2015)
Mostaza de la India 186 931 NA 6.8 Eiche et al. (2015)
Hiperacumuladores
ﬁs”aga'us NA NA 5750 NA Freeman et al. (2012)
isulcatus
fstragalus 65 436 NA NA Alford et al. (2012)
isulcatus
Astragalus 1281 2025 NA NA Alford et al. (2012)
praelongus
Stanleya pinnata. NA NA 1329 NA Freeman et al. (2012)
Fuente: Marschner (2002).
Zinc

El Zn es esencial para todos los organismos vivos, incluyendo las plantas. En éstas,
desempefia el papel de cofactor en reacciones enzimaticas; ademas, esta presente en la
fotosintesis y sintesis de azlcares y proteinas, fertilidad y produccién de semillas, regulacién

de crecimiento y defensa contra enfermedades (Malakouti, 2007).
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El Zn es absorbido por las plantas en su forma idnica (Zn2+) y en forma de ligandos
orgénicos. La actividad de absorcién se produce en los pelos radicales, donde el Zn es
transportado, generalmente via simplastica. Como consecuencia de una deficiencia de Zn, la
membrana plasmatica de la célula radicular libera aminoacidos no proteicos Ilamados
"Fitosideroforos” o "Fitometal6foros”, los cuales generan unos potenciales electroquimicos
para unirse al Fe o al Zn y transportarlo a la cara exterior de la membrana plasmatica de la

célula radicular (Kochian, 1993; Benavides-Mendoza et al., 2012).

El contenido de Zn aceptable en tejidos vegetales esta 15 y 50 mg kg de materia seca
(Marschner, 2002). Sin embargo, en la mayoria de los casos, esta por debajo como se puede

observar en la Tabla 1.4.

TABLA 2.4. Concentracién de Zn en distintas especies de plantas

Especie Familia [Zn] (ug g )

N. Cientifico N. comun

Ageratum conyzoides L. Asteraceae 9.34+0.26
Bambusa bambos L. Bamb de la India Poaceae 3.92+0.34
Bougainvillea spectabilis L. Bugamvilia Nyctaginaceae = 8.65+0.13
Cynodon dactylon L. Grama, cesped Poaceae 5.89+0.35
Ficus religiosa L. Moraceae 2.76£0.13
Mangifera indica L. Mango Anacardiaceae  8.35%0.27
Peltophorum pterocarpum L. Fabaceae 1.60+0.12
Portulaca oleraceae L. Portulacaeae 2.56+0.16
Ricinus communis L. higuerilla Euphorbiaceae  6.42+0.19
Terminalia catappa L. Almendrén Combretaceae 5.89+0.24

Fuente: Deepalakshmi et al., (2014)

2.2.2. Animales (necesidades y problemas de su deficiencia)
Selenio

El Se esta contenido en los tejidos animales, concretamente, es un componente
esencial de méas de 30 selonoproteinas en mamiferos (Brown y Arthur, 2001). Es por ello por
lo que esta considerado nutriente esencial para éstos (Rotruck et al., 1972). La deficiencia de
Se en animales provoca una alteracion del sistema inmunitario de estos (Grasso et al., 1990),
afecta los pardmetros reproductivos y rendimiento animal (Rivadeneira et al., 2015). Se ha

asociado con mastitis en vacas lecheras influyendo positivamente la suplementacion con Se
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en la aparicion de esta patologia (Ramos et al., 2008), asi como, es responsable de la aparicion
de la enfermedad del musculo blanco (Malagoli et al., 2015).

Mientras que se estima entre 0,1 — 0,3 mg de Se kg™ de materia seca la cantidad de Se
necesaria en plantas de consumo animal, la concentracion toxica estaria entre 3 y 5 mg kg
(Mayland, 1994).

Zinc

El Zn es un mineral esencial, el cual estd presente en mas de 300 enzimas que realizan
funciones vitales, como son: la Cobre-Zinc superoxido dismutasa (Cu-Zn SOD), la fosfatasa
alcalina, la anhidrasa carbdnica, enzimas presentes en la secrecidbn pancreéatica
(carboxipeptidasas A y B), las colagenasas y la piruvatocinasa. También es un oligoelemento
requerido para la division y diferenciacion celular (Tapiero y Tew, 2003).

Los efectos de la deficiencia de Zn son entre otros, una menor eficacia alimenticia
generando por tanto, una menor ganancia de peso (Engle et al., 1997), menor resistencia a
infecciones (Klaus-Helge y Rink, 2003), retenciones placentarias y mastitis en animales
reproductores (Boland, 2003) y mayor incidencia de lesiones podales (Socha et al., 2002).

En cuanto a los valores medios necesarios en la dieta de los animales, varian segun la
edad sexo y estado reproductivo, considerandose que niveles inferiores a 20 mg de Zn kg-1
en la dieta de los animales seria una dieta deficiente en Zn (Mufarrege, 1999), siendo la
cantidad ideal de 30 mg de Zn kg-1 (NRC, 2000).

2.2.3. Ser humano: necesidades, problemas de su deficiencia y cuantificacion de
carencias en el mundo.

Selenio

El Se es un elemento fundamental para la salud humana debido a que se encuentra en
las selenoproteinas, que desempefian un papel importante en muchas funciones bioldgicas:
actian como defensa antioxidante, como catalizador para la produccién de la hormona
tiroidea (Casals Mercadal et al., 2005), son necesarias para la motilidad de los
espermatozoides humanos y reducen el riesgo de aborto espontaneo (Rayman, 2012). Tiene
un papel fundamental, ademas de la vitamina E, en la funcion muscular al mejorar la
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resistencia y la recuperacion y en retardar el proceso de envejecimiento (Cabaraux et al.,
2007; Suttle, 2010). Puede intervenir en el metabolismo de varios metabolitos, como el
metilselenol, que desempefia un papel en la prevencion del cancer, relacionandose una
deficiencia en la ingesta de Se con el aumento de la probabilidad de padecer distintos tipos de
cancer (Aréchiga et al., 1998; Rayman, 2012). Combs (2001) comprobd que las personas que

ingieren alimentos enriquecidos en Se adquieren una proteccion adicional.

La recomendacién estimada de consumo de Se para mujeres y hombres es de 60 y 75
ug de Se al dia, respectivamente (Broadley et al., 2006). Esta recomendacion se incrementa a
65 ug para mujeres embarazadas y 75 g durante la lactancia. Las directrices de 2006 de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecen la ingesta superior tolerable
en 300 pg dia—1 para adultos, siendo para los nifios de 1 a 3 afios de 60 pg dia—1 y de 250 g

dia-1 para nifios hasta de 17 afios.

Zinc

El Zn esta presente en una gran cantidad de funciones fisiolégicas y de regulacién. Se
conoce que, en humanos, se une a 925 proteinas diferentes y existen mas de 300 enzimas que
contienen Zn involucradas en los procesos metabdlicos clave (Hambidge, 2000). Como
consecuencia de esta amplia participacion en el metabolismo humano, la deficiencia de este
elemento tiene diversos efectos sobre la salud humana influyendo en el crecimiento fisico,
funcionamiento del sistema inmunitario, salud reproductiva y desarrollo neuroconductual
entre otros (Rubio et al., 2007; Alloway, 2008).

El Grupo Consultivo Internacional de Nutricién con Zinc (IZiINCG) ha estimado que
la deficiencia de Zn afecta a un tercio de la poblacion mundial, con una incidencia que varia

entre el 4 y el 73% en diferentes paises (Hotz y Brown, 2004).

La ingesta recomendada de Zn para un adulto, como se observa en la Tabla 1.5, se
situa entre 9 mg dia-1 para las mujeres y 19 mg dia-1 para los hombres (Hotz y Brown, 2004).
Respecto a su toxicidad, el Zn es el elemento menos tdxico de todos los oligoelementos y
tiene un amplio margen de seguridad, no obstante, algunos autores han evaluado la ingesta

maxima admisible y la han estimado en 40 mg dia-1 (Rubio et al., 2007).
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TABLA 2.5. Asignaciones dietéticas recomendadas revisadas (RDA) para el zinc por etapa de
vida y tipo de dieta segun lo sugerido por IZING

Peso de persona Dieta vegetariana Dieta bésica
Edad Sexo (kg) (mg dia?) (mg dia?)
6 - 11 meses 3+9Q 9 4 5
1 - 3 afios 3+9Q 12 3 3
4 - 8 afios 3+Q 21 4 5
9 - 13 afios 3+9Q 38 6 9
14 - 18 afios ) 64 10 14
14 - 18 afios Q 56 9 11
Embarazo Q - 11 15
Lactacion Q - 10 11
> 19 afios 3 65 13 19
> 19 afios Q 55 8 9
Embarazo Q - 10 13
Lactacion Q - 9 10

Fuente: Hotz y Brown (2004)

2.3.  Estrategias de remediacion

Entre las diferentes estrategias que se pueden seguir para aumentar la ingesta de estos
minerales estan la diversificacion dietética, suplementacion mineral, fortificacion de
alimentos (adicion de micronutrientes al agua o alimentos) y enriquecimiento de elementos

minerales en el producto (biofortificacion) (Rayman, 2002, 2004; Alloway, 2008).

2.3.1. Diversificacion dietética

Existen alimentos como las nueces o el cangrejo que, de forma natural, contienen altos
niveles de Se, pero no se consumen en grandes cantidades, por lo que el potencial de
diversificacion dietética para el aumento de Se es relativamente limitado (Rayman, 2002).
También, el Zn estd presente en muchos alimentos, como el marisco, las carnes rojas,
productos lacteos y granos de cereales y legumbres en altas concentraciones (20-50 mg Zn kg
! peso fresco), pero, muchas personas en paises en desarrollo no tienen un acceso a un
suministro suficiente de estos alimentos, en otros casos son las costumbres religiosas o

sociales el factor limitante (Hotz et al., 2004).

12



Trabajo Fin de Mdster Introduccion

2.3.2. Fortificacién de alimentos

El uso de suplementos con alto contenido en Se y Zn parecen eficaces y podrian ser
una buena opcidn, sin embargo, los suplementos son relativamente caros y solo una pequefia
parte de la poblacion y de los ganaderos tomarian tales medidas. También, las estrategias de
fortificacion, es decir, la adicion de estos micronutrientes durante algin momento del
procesado de los alimentos, parecen utiles, aunque no siempre han sido idéneas pues
requieren modificaciones en la legislacion de cada pais en cuanto a los micronutrientes que se

pueden afiadir durante el procesado alimentario (Broadley et al., 2006; Bouis et al., 2011).

2.3.3. Biofortificacion de los cultivos

Por ultimo, la biofortificacion, es decir, la aplicacion de elementos esenciales a la parte
comestible de las plantas mediante practicas agricolas con el fin de disminuir el déficit de
micronutrientes en animales y seres humanos (White y Broadley, 2005), parece ser la
estrategia mas Util para aumentar la concentracion de micronutrientes en los alimentos de
consumo humano o animal (Graham et al., 2001; Bouis et al., 2003; Lyons et al., 2003; White
y Broadley, 2008). Es mas, la aplicacion de fertilizantes minerales (biofortificacion
agronémica) junto a con una mayor capacidad de adquirir elementos minerales de algunas
especies y/o variedades (biofortificacion genética) se ha comprobado que es una estrategia
inmediata no solo para aumentar las concentraciones de minerales en cultivos comestibles,
sino también a mejorar los rendimientos en suelos deficientes en algin nutriente, como en el
caso del Zn (Graham et al., 2007; Pfeiffer y McClafferty, 2007).

Ahora bien, con el fin de que los programas de biofortificacion sean eficaces para
aumentar la ingesta diaria de animales y personas, se deben realizar en cultivos que formen
parte de sus dietas basicas. En este sentido, las leguminosas junto con los cereales son iddneas

para estos estudios (Thavarajah et al., 2010).

Biofortificacidon agrondmica con selenio

La biofortificacién con Se se ha llevado a cabo en Finlandia desde la década de los 80

y ha mejorado considerablemente el nivel de Se en sangre en la poblacion general (Alfthan et
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al., 2014). También en las zonas de China con déficit de Se, la biofortificacion con Se se esta

Ilevando a cabo con el fin de prevenir la enfermedad de Keshan (Bafiuelos et al., 2013).

Normalmente, los productos vegetales destinados a alimentacion animal son pobres en
Se, a excepcidn de aquellas con alto contenido proteico (Diaz Alarcon et al., 1994) los cuales
tienen una tendencia natural a acumular mayores niveles de Se, como los pertenecientes a los

géneros Brassica y Allium (Terry et al., 2000).

El suministro de Se en forma de selenato via foliar, en pequefias concentraciones, tiene
un efecto beneficioso sobre los cultivos aumentando la materia seca final y mejorando los
niveles de antioxidantes flavonoides naringenina, calcona y kaempferol (Schiavon et al.,
2013; Costa de Oliveira et al., 2018)

Existen ensayos de biofortificacion con Se en varias especies: zanahoria (Costa de
Oliveira et al., 2018), tomate (Schiavon et al., 2013), raygras (Cartes et al., 2005), arroz
(Fernandes et al., 2013), lechuga (Ramos et al., 2011) y, todos ellos coinciden en la mayor

eficacia del selenato sobre el selenito.

Si bien, es verdad, que algunos autores han observado menor absorcion de otros
nutrientes con aplicacion de Se al suelo. En un ensayo con zanahoria (Daucus carota)
disminuyd la concentracion de K un 26% en la parte aérea de las plantas (Costa de Oliveira et
al., 2018); también, Drahonovsky et al., (2016) apreci6 esta disminucion de K en plantas
silvestres. Para el trigo cultivado en solucion nutritiva, Guerrero et al., (2014) observo que,
cuando las plantas fueron sometidas a diferentes concentraciones de Se, tanto de selenato
como de selenito, hubo una reduccion de la concentracion de Fe, tanto en la parte aérea como
en las raices; en colza, Zembala et al., (2010) detect6 una reduccion del contenido de Fe en las

raices cuando se aplicd Se en suelo como selenato.

Biofortificacion agronémica con Zinc

El Zn ha recibido creciente atencién y se le considera, junto con la deficiencia de
vitamina A, como uno de los problemas mas serios de la salud publica alimentaria a nivel
mundial. Por ello, es comun la biofortificacion de cultivos con sulfato u 6xido de Zn (Cakmak
et al., 2010; Benavides-Mendoza et al., 2012; Ghasemi et al., 2013 y Gomez-Coronado et al.,
2016), tanto foliar como aplicado al suelo, aungue la aplicacion en suelo ha resultado ser

menos efectiva a la hora de acumular Zn en las partes comestibles aunque si mejora el
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rendimiento de los cultivos, mas que la aplicacién foliar (Cakmak et al., 2010), aconsejandose
la aplicacion combinada suelo+foliar para mejorar tanto los rendimientos como la

concentracion de Zn en las partes comestibles de los cultivos (Poblaciones y Rengel, 2016).

Por otro lado, se ha visto que no solo es importante evaluar la concentraciéon de Zn en
planta, sino también aumentar su biodisponibilidad, ya que la presencia de componentes
antinutritivos, como el &cido fitico principalmente, limita la cantidad eficientemente absorbida
de determinados minerales (Adams et al., 2002), debido a su capacidad de formar complejos
insolubles con minerales y proteinas (Sugiera et al., 1999) convirtiéndolos en no asimilables
para el hombre y animales monogastricos (Petterson et al., 1999). Existen varios métodos para
determinar la biodisponibilidad del Zn, uno de ellos, es el ratio molar fitato (valores mayores
de 15 indican una deficiencia de Zn) (Vargas y Lobo, 1992). El acido fitico se encuentra en
los alimentos en niveles del 0,1 — 6% (Ferguson et al., 1988), dependiendo su concentracion
de la parte de la planta que vaya a ser consumida: en semillas los niveles son elevados, en

raices y frutas moderados, y en follaje bajos (Ravindran et al., 1994).

2.4.  El guisante forrajero: origen e importancia

El guisante (Pisum sativum L.) es un cultivo oriundo del Cercano Oriente (Zohary y
Hopf, 2000) y de Asia Central (Riehl et al., 2013). Hace unos 10 000 afios a.C. se empezaron
a domesticar los primeros cultivos, entre ellos el guisante junto con otras leguminosas de
grano y cereales, componentes principales de la dieta de las primeras civilizaciones en el
Oriente Medio y el Mediterraneo. Desde el Cercano Oriente, el guisante se propag6 hacia el
norte hasta la actual Rusia, y hacia el oeste, a través del valle del Danubio, a las antigua
Grecia y Roma, lo cual facilité su expansion por Europa del Norte y Occidental. Asimismo,
hacia el Este se expandi6 hasta Persia, India y China (Chimwamurombe y Khulbe, 2011). En
Europa, el guisante se ha cultivado desde la Edad de Piedra y la Edad del Bronce (De
Candolle, 2007).

En la actualidad, es un cultivo muy utilizado a nivel mundial con 7,6 millones de ha y
algo mas del doble en produccion (Tabla 1.6) (FAOSTAT, 2016), cuyo destino es
fundamentalmente para alimentacion animal, tanto para forraje como en la formulacion de
piensos, debido principalmente al elevado contenido proteico de su grano (Warkentin et al.,
2015).
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A nivel europeo, se cultivan unos 2,2 millones de ha con una produccién algo superior
a 5,3 millones de toneladas (FAOSTAT, 2016) (Tabla 1.6). Es la leguminosa més cultivada en
el Centro Europa, aunque su consumo es bajo en comparacion con otras fuentes de proteinas
(Chrenkova et al., 2007).

Actualmente en Espafia, los guisantes secos son las leguminosas mas cultivadas, con
unas 173 mil ha (MAPAMA, 2017). Se utilizan principalmente para alimentacién animal
(alrededor del 85% de la produccion total) como guisantes secos, siendo el resto cosechados
para consumo humano como guisantes frescos. La superficie cultivada de guisante se ha
cuadruplicado durante la Gltima década y esta en aumento siendo los principales productores a
nivel nacional Castilla La Mancha, Andalucia y Castilla y Ledn. En Extremadura, la
superficie cultivada es de 9 713 ha, de las cuales casi el 100% se encuentran en Badajoz
(FAOSTAT, 2016; MAPAMA, 2017).

TABLA 2.6. Superficie, produccion y rendimiento del guisante seco en el afio 2016

Dominio Superficie (ha) Produccién (t)  Rendimiento (kg ha')
Mundo 7.625.705 14.363.099 1.883
Europa 2.273.879 5.344.672 2.350
Espafa 174.034 201.219 1.156
Extremadura 9.713 10.927 1.125
Badajoz 9.500 10.735 1.130

Fuente: Elaboracion propia (FAOSTAT, 2016; MAPAMA, 2017).

En la alimentacion animal, ha aumentado la demanda de proteina para la elaboracién
de piensos para engorde, siendo la méas cercana y mas asequible la de origen vegetal. Por ello,
actualmente se incorpora un porcentaje entre el 15 y el 20% de proteina vegetal en la
produccién de piensos. Entre las fuentes de dicha proteina se encuentra la soja, el maiz, la
cebada, y también el guisante. En alimentacién humana, el guisante seco tiene importancia en
Asia como base para la preparacion de un alimento popular, el dal. Asimismo, el guisante
seco puede procesarse extrusionado en la preparacion de aperitivos y de los fideos finos

conocidos como “noodles” (Warkentin et al., 2015).
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2.4.1. Caracteristicas, ecologia y necesidades edafo-climaticas

El guisante es una planta anual de la familia de las leguminosas, perteneciente al
género Pisum. Dentro de éste, se reconocen dos especies: Pisum sativum L. que es el guisante
cultivado y Pisum fulvum Sibeth y Smith (Adsule et al., 1989).

Entre sus caracteristicas botanicas destacan sus tallos angulosos, de seccion y porte
variables con una altura aproximada de 90 cm. Tiene hojas compuestas con foliolos, pudiendo
aparecer variedades normales, &filas y semiafilas, dependiendo de la presencia o ausencia de
foliolos y estipulas. En lineas generales, la mayoria de las variedades cultivadas de guisantes
secos suelen ser semiafilas, es decir, con ausencia de foliolos y presencia de dos estipulas en
su base bien desarrolladas. Su sistema radicular posee una raiz pivotante que puede alcanzar

hasta un metro de profundidad (Pavek y Mc Gee, 2016).

Las flores son de fecundacion autdégama, aungue existe un cierto porcentaje,
generalmente muy pequefio, de fecundacion cruzada, siendo en este caso los insectos los
agentes polinizadores. Dependiendo de la precocidad del cultivar, el tallo principal puede
desarrollar desde seis a mas de veinte nudos. Los primeros nudos son vegetativos, pudiendo
ramificar en éstos, siendo los siguientes reproductivos. Generalmente se desarrollan dos flores
en cada nudo reproductivo donde se producen los frutos de tipo legumbre. EI nimero de
granos por vaina depende de la variedad y el ambiente, oscilando entre 4-9 granos (Elzebroek
y Wind, 2008).

El guisante se caracteriza por ser un cultivo de regiones templadas y humedas, que
soporta bastante bien las bajas temperaturas. Sin embargo, temperaturas por encima de 27 °C
suelen afectar a la planta, acortando el ciclo del cultivo, y reduciendo el rendimiento final de
grano, en condiciones de sequia. En nuestras condiciones agroclimaticas el periodo de cultivo

varia entre 90 y 110 dias.

Las temperaturas Optimas de desarrollo y reproduccion estan comprendidas entre los
16-21°C para el dia y 10-16°C para la noche. Su cero vegetativo se encuentra entre 4-5°C
(Cubero, 2017).

Los suelos mas adecuados para el cultivo del guisante son de textura franca a arcillosa,
con pH comprendido entre 5,5-8, aungue en suelos con altos niveles de carbonatos y calizas

activas, se presentan problemas de clorosis por bloqueo del hierro y carencia de magnesio.
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Los suelos que presentan problemas de compactacion reducen considerablemente el
rendimiento final del cultivo por disminucién del area fotosintética activa (Perea et al., 2015).

Las principales plagas y enfermedades del guisante son: el pulgdn verde
(Acyrthosiphon pisum), la sitona (Sitona lineatus), el gorgojo (Bruchus pisorum), antracnosis
(Ascochyta pisi Lib.), el moteado (Mycosphaerella pinioides), la roya (Uromyces pisi) y el
oidio (Erysiphe pisi) (Lafarga et al., 2003).

2.4.2. Composicién nutricional

Las leguminosas de grano en general y, el guisante en particular, son una fuente
importante de energia y proteina en la alimentacion animal. Este y la harina de soja
constituyen mas del 90% del total de las fuentes proteicas utilizadas en la Unién Europea
(Cesfac, 2008).

Algunos investigadores indican que Pisum sativum es una excelente fuente de
nutrientes para todas las especies de animales con alta digestibilidad y palatabilidad
(Chrenkova et al., 2007). Segun la Fundacion Espafiola de la Nutricion, el grano de guisante
es de alto contenido proteico (de 18 a 28%, en funcion de variedad y origen) y energético (35
a 48% de almidon) y bajo contenido en fibra bruta (de 4 a 8% en funcién, primordialmente,
del tamafio de la semilla) (Tabla 1.7). Ademas, aporta un contenido significativo de minerales
tales como el fosforo, hierro, potasio y magnesio. En cuanto a las vitaminas, hay que destacar

su contenido en tiamina, miocina, fosfatos y vitamina C (FEN, 2011; Gonzaélez et al., 2014).
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TABLA 2.7. Composicion nutricional (%) de la semilla del guisante.

Elementos GRDC NRC ClIGl INRA Pr. N. FEDNA
(1997) (1998) (2003) (2006) (2008) (2009)
Materia seca 90,3 89 90 86,4 86 88,1
Proteina bruta 23,2 22,8 23 20,7 20,5 20,6
Almidon 42 - 46 44,6 44 42,5
Azucares totales - 3,9 4,6 4,6 4 3,5
Cenizas 2,5 3 3,3 3 3 2,8
Fibra bruta 59 55 55 5,2 6 6
FND 13,3 12,7 16,7 12 12 12,1
LAD 0,5 - 0,5 0,3 - 0,7
Calcio 0,07 0,11 0,11 0,11 0,09 0,08
Fosforo 0,4 0,39 0,39 0,4 0,4 0,4
Magnesio 0,12 0,12 0,12 0,14 0,13 0,12
Potasio 0,82 1,02 1,02 0,98 0,95 1,05
Sodio 0,01 0,04 0,04 0,01 0,02 0,02
Cloro - 0,05 0,05 0,08 0,1 0,07
Azufre 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,18
Cobre, mg 6 9 9 7 7 9
Hierro, mg 53 65 65 92 80 95
Manganeso, mg 16 23 23 9 10 13
Zinc, mg 30 23 23 32 31 45

GDRC: Grains and Development Corporation (Australia). NRC: Nutrition Resource Centre
(Canadd). CIGI: Canadian International Grains Institute (Canadd). INRA: Institute National
de la Recherche Agronomique (Francia). Pr. N: Premier Nutrition (Reino Unido).

Fuente: Gonzalez et al. (2014)

El guisante tiene un importante potencial en nuevas aplicaciones alimentarias, no sélo
por su elevado contenido protéico, sino porque ademas contiene almidén de digestion lenta y
altos niveles de fibra soluble e insoluble, ademas de una baja alergenicidad (Warkentin et al.,
2015).

2.4.3. Experiencias previas de biofortificacion en guisante

Debido a la alta utilizacion del guisante en alimentaciébn humana y animal, es
considerado una especie apta para su utilizacién en programas de biofortificacion, de hecho,
se han realizado estudios con Fe, Zn, Ca, Mg y P, entre otros (Amarakoon et al., 2012).

Existen algunos estudios, no muchos, en los que se ha experimentado sobre el
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enriquecimiento del guisante mediante biofortificacion agrondmica con Se y Zn o ambos al

mismo tiempo.

En 2013, Poblaciones et al. realizaron un estudio de biofortificacion con Se en
Extremadura (Espafia) en esta especie para aprovechamiento de grano. La biofortificacion se
realizd con un fertilizante de Se via foliar, en forma de selenito y selenato. La cantidad de Se
almacenada en grano y la dosis aplicada de fertilizante mostraron una relacion lineal, también
vieron que el selenato se almacenaba en mayores cantidades que el selenito. También se ha
visto en un estudio realizado en Australia que la aplicacién de selenato foliar influye
positivamente en la raiz aumentando el peso seco y la nodulacion, asi como, en el grano
aumentando su peso seco; sin embargo no influye en los brotes ni en el contenido proteico del

guisante (Poblaciones y Rengel, 2018).

Normalmente, en programas de biofortificacion con Zn, a diferencia del Se, con el que
la biofortificacién es unicamente via foliar, se realiza, normalmente aplicacion foliar y al
suelo. Son muy positivos los resultados obtenidos hasta el momento con este nutriente. Se ha
visto que tanto la aplicacion foliar como la aplicacion al suelo aumentan el peso seco de los
brotes, asi como pardmetros de la raiz (longitud, didmetro y superficie radicular); ademas, el
contenido proteico se vio influenciado positivamente con el tratamiento foliar (Poblaciones y
Rengel, 2016).

La aplicacion combinada de Se y Zn ha resultado también ser positiva. Poblaciones y
Rengel (2017 y 2018), vieron que la aplicacién de selenato implica una mayor concentracion
de Zn en el grano de guisante, a la vez que las plantas presentaron una menor concentracion
de fitatos de Zn.

Al ser las experiencias previas llevadas a cabo bajo condiciones de invernadero,
estudiar el comportamiento del guisante forrajero, leguminosa de gran importancia en Espafia
y en Extremadura en condiciones reales de campo, ayudara a mejorar el conocimiento sobre el
efecto de la biofortificacion agronémica combinando el Se y el Zn sobre la acumulacion de
ambos en el forraje producido, asi como el efecto sobre la produccion y calidad del forraje

producido.
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto es evaluar la absorcion de Se y Zn del guisante
forrajero utilizado en la alimentacion animal en los sistemas de produccion de ganaderia
extensiva, mediante programas de biofortificacion agronémica de estos nutrientes bajo
condiciones semiaridas mediterraneas, con la finalidad de aumentar la rentabilidad de la
dehesa, respetando y conservando el medio ambiente, e intentando que los aportes energéticos
exteriores al sistema de la dehesa sean minimos, dando un valor afiadido a sus producciones al
mejorar el estado de salud del ganado debido al aumento del nivel de Se y Zinc en la dieta del
ganado. A su vez, al aumentar el nivel de Se y Zn en la dieta del ganado aumentara en los

productos para consumo humano.
Para esta finalidad deberan llevarse a cabo los siguientes puntos:

- Evaluar la influencia de la aplicacion de Se y Zn, tanto por separado como en
combinacidn, sobre la absorcion, acumulacién y biodisponibilidad de estos minerales en el
guisante forrajero.

- Estudiar el efecto de la aplicaciéon de Se y Zn en el rendimiento de la biomasa,
asi como los parametros fundamentales del valor agronémico.

- Analizar los parametros de calidad del guisante forrajero.

- Determinar la dosis de aplicacion foliar de selenato sédico y sulfato de zinc.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Localizacion del proyecto

El ensayo se realizd en los terrenos de la Escuela de Ingenierias Agrarias de la
Universidad de Extremadura (Figura 3.1), situada en la Avenida Adolfo Suérez, s/n de
Badajoz (Espafa) (latitud N 38° 53'; longitud W 6° 57'; altitud 186 m) en la campafia
2017/2018.

- ;

fia. Fuente: Gooe Maps
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.
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FIGURA 4.1. Vista aérea de la

4.2. Determinacién edafoclimatica del ensayo

Para la clasificacion climatica de la zona en cuestion se han tomado datos
pertenecientes al Sistema de Informacion Agroclimatica para el Regadio (SIAR) de la
estacion de “Bercial”, muy préxima al lugar donde se instal6 el ensayo objeto de este estudio.

Segun la clasificacién climatica de Papadakis, la zona en la que se emplazé el ensayo
posee un clima Mediterraneo Subtropical presentando un invierno tipo Avena y verano tipo
Algodoén. Los valores medios de las variables climaticas mas importantes son las siguientes:

- Temperatura media anual: 16,25 °C
- Temperatura media del mes mas frio (Enero): 7,93 °C
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- Temperatura media del mes mas célido (Julio): 24,86 °C
- Evapotranspiracion media anual: 1200 mm

- Duracién media del periodo seco: 4-5 meses

- Periodo frio o de heladas: 4 meses

- Precipitacién media anual: 461,55 mm

- Precipitacién de primavera: 108,48 mm (23,5%)

- Precipitacion de verano: 33,57 mm (7,27%)

- Precipitacion de otofio: 177,75 mm (38.51%)

- Precipitacion de invierno: 141,75 mm (30.71%)

A continuacion, se exponen méas detalladamente los datos climatoldgicos medios mensuales
desde 1998 hasta 2018 (Tabla 3.1.).

TABLA 4.1. Datos climaticos de la estacion “Bercial”

MES Tm((CC) Tmax (°C) Tmin(°C) HR media Rad (MJ m?) P (mm) Eto
Enero 7,93 18,35 -2,17 86,75 8,06 44,46 31,2
Febrero 9,25 20,46 -1,46 79,65 11,81 45,57 48,15
Marzo 12,16 24,93 0,27 74,55 15,98 51,59 83,24
Abril 14,73 28,46 3,81 71,77 20,44 53,69 110,95
Mayo 18,36 33,61 5,93 65,25 24,51 41,5 151,94
Junio 22,9 38,09 10,14 57,26 27,55 14,38 184,41
Julio 24,86 39,65 11,83 52,67 27,92 4,33 213,26
Agosto 25,13 39,81 11,38 51,54 24,2 7,17 1911,67
Septiembre 21,78 36,19 9,36 60,11 18,61 22,67 128,37
Octubre 17,03 30,34 4,71 73,89 12,94 68,27 75,00
Noviembre 11,31 23,44 0,02 82,08 9,13 54,39 40,13
Diciembre 8,22 18,54 -2,51 86,73 7,07 54,88 27,29

Tm (temperatura media), Tmax (media de la temperatura maxima mensual), Tmin (media de las
temperaturas minimas mensuales), HR media (media mensualde la humedad relativa media), Rad
(radiacion solar), P (precipitacion), ETo (Evapotranspiracion de referencia calculada segun el método
de Penman-Monteith). Fuente: SIAR.

El suelo donde se implantd el ensayo es de tipo Xerofluvent oxiacuico (Soil
Taxonomy, 1999). Para la caracterizacion edafica del terreno se recogieron, antes de la
implantacion del ensayo, cuatro muestras de suelo a 30 cm de profundidad. Estas se secaron

hasta pesada constante y tamizaron a 2 mm. De cada muestra se determind:

- Textura: determinada obteniendo gravimeétricamente las proporciones de arcilla, limo y
arenay, posteriormente, mediante el triangulo de texturas U.S.D.A.
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- pH: mediante un pH-metro CRISON utilizando una relacion de 10 g de suelo: 25ml de
agua destilada (1:2,5).

- Conductividad eléctrica: realizando la medida en un extracto de suelo 1:2 utilizando un
conductivimetro CRISON Basic 30.

- Materia organica: determinada por el método Walkley y Black mediante oxidacién con
dicromato y determinacién calorimétrica.

- Nitrégeno total: fue determinado por el método Kjeldhal (oficial RD 2257/1994).

- Fosforo disponible: se llevo a cabo por el método Olsen.(Olsen et al., 1954).

- Potasio (K) y sodio (Na) de cambio: para su determinacidn se extrajeron con acetato
amonico 1N tamponado a pH 7. Se determinaron con electrodo selectivo.

- Calcio (Ca) y magnesio (Mg) intercambiable. EI contenido de estos nutrientes en todos
los suelos fue determinado de la siguiente forma: una porcién de cada suelo fue
finamente molido (<0,45 mm) usando un molino de bolas de agata (Retch PM 400
mill), siendo los nutrientes extraidos usando el método del 4cido
etilendiaminotetracético (EDTA) (IITA 1981; Norvell, 1989). La concentracion de los
nutrientes fue medido por espectrometria de masas con fuente de plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS, Vista-Pro Axial, Varian Pty Ltd, Mulgrave,
Australia). Dicha analitica se llevo a cabo por el Servicio de Andlisis Elemental y
Molecular (SAEM) de la Universidad de Extremadura.

- Selenio disponible. En cada muestra de suelo el Se se determiné de la siguiente manera:
se utilizé una parte de cada muestra de suelo seco, que mediante un molino de bolas
de 4gata (Retch PM 400 mill) se tritur6 en particulas con un tamafio inferior a 0,45
mm. Por otra parte, de esta porcion de suelo molido se realizé la extraccion mediante
una disolucion de KH2PO4 (0,016 mM, pH 4,8) en una proporcion de: 10 g peso seco
suelo/30 ml KH2PO4 p/v, segln el método descrito por Zhao y McGrath (1994) y se
determino con el ICM-MS descrito anteriormente.

- Zinc disponible. La extraccién del Zn disponible se obtuvo a partir de la disolucion del
suelo en solucion DTPA. El procedimiento de extraccidn consiste en colocar 10 g del
suelo tamizado y secado al aire junto con 20 ml de la solucidn extractora. Una vez esta
la muestra de suelo junto a la solucion, se agita con un agitador horizontal durante 2
horas a 120 rpm. Despueés, mediante un filtro de 0,22 micras y una jeringuilla se extrae
la solucion. La determinacion de la concentracion de Zn se llevo a cabo mediante ICP-

MS (Plasma de Acoplamiento Inductivo con Detector de Masas) en el SAEM.
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4.3. Material utilizado y técnicas culturales

La variedad de guisante (Pisum sativum, L.) utilizada en el experimento de campo fue
Guifredo. Segin GENVCE (2010) es una variedad de otofio que presenta una produccion
media de 3 425 kg ha y un indice productivo de 101,1%, respecto a las variedades tomadas
como testigo para el guisante.

Previo a la siembra, se realiz6 una preparacion del terreno mediante dos pases
cruzados de grada y un pase de rotovator, con el fin de desmenuzar los terrones y dejar el
terreno listo para la siembra. También se realizd, antes de la siembra, un abonado de fondo N-
P-K (15/15/15) a una dosis de 100 kg ha™ en todas las parcelas del ensayo asi como, un
abonado de fondo con sulfato de zinc (ZnSO4) a una dosis de 50 kg ha* en la mitad del

ensayo que sera descrito en el siguiente punto.

Con el objetivo de combatir las malas hierbas, se aplicé un herbicida con materia

activa Linuron 50% p/p.

Finalmente, la recoleccion se realizé a finales de abril, donde se recogieron de cada
parcela una muestra con un marco de 0,5 x 0,5m (0,25 m?) la cual sirvio para calcular el

rendimiento de biomasa por ha (kg ha™).

4.4. Disefo experimental

El ensayo se realizd en parcelas subdivididas (Split-plot) (Figura 3.2.) con cuatro

repeticiones siendo la parcela principal la aplicacion de Zn y la subparcela la aplicacion de Se.

- Parcela principal: biofortificacién con Zn utilizando sulfato de zinc heptahidratado

(ZnS04-7H20) con cuatro tratamientos:
1. No aplicacion de Zn (Nozn)
2. Aplicacion inicial de fondo al suelo de 46 kg de Zn ha* (Zn 50S)

3. Aplicacion foliar de 8 kg de ZnSO4-7H,0 ha aplicada en dos momentos, una de 4
kg de ZnSOs-7H20 ha! aplicada al inicio de la floracion y otra de 4 kg de ZnSO4-7H.0 ha'

aplicada dos semanas después (Zn 8F)
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4. Aplicacion combinada suelo+foliar por tanto con la aplicacion inicial de fondo al
suelo de 50 kg de ZnSO4-7H20 ha! + aplicacion foliar de 8 kg de Zn ha? (Zn 50S+8F)

aplicada de igual forma que en el tratamiento Zn 8F.

- Sub-subparcela: biofortificacion con Se utilizando selenato disédico Na>SeOs con

dos tratamientos:
1. No aplicacion de Se (No Se)
2. Aplicacion foliar de 10 g de Se ha! (Se10)

El tratamiento de Zn al suelo se realizé previo a la siembra, el 31 de octubre del 2017.
Consistio en la distribucion en superficie de 50 kg ZnSOs-7H.0 ha? junto con la
correspondiente fertilizacion de fondo de cada cultivo y su posterior incorporacién al suelo

antes de la siembra.

El abonado foliar se realizé cuando el cultivo estaba en fase de floracion (EC-60) y
dos semanas después. En el caso del Se, consistid en la pulverizacion de una solucién acuosa
de 10 g de Se hal, aplicado en forma de Na2SeO; disuelto en un volumen de 800 L ha™. En el
caso del Zn, consistid en la pulverizacion de una solucion acuosa de 4 kg de ZnSO4-7H20 ha
disueltos, también, en 800 L ha aplicado a Gltima hora del dia siguiendo la metodologia
descrita por Cakmak et al. (2010). En las parcelas en las que los dos tratamientos coincidian,

ambos elementos se disolvieron juntos en el mismo volumen de 800 L ha™.

La superficie de la parcela elemental fue de 15m? (5m x 3m).
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Material y métodos

FIGURA 4.2. Esquema del disefio del ensayo a nivel de campo.

4.5. Determinaciones realizadas

Para cada una de las parcelas se midio el rendimiento de biomasa, contenido en

proteina, fibra acido y neutro detergente, contenido en lignina y concentracion de nutrientes

en el forraje (Se, Zn, Ca, Fe y Mg).

45.1. Rendimiento

El rendimiento se calculo, a partir de las muestras recogidas con unos marcos de

0,5x0,5m. En primer lugar, las muestras se lavaron para eliminar posibles restos de productos
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guimicos. Después se secO la muestra en estufa a 60 °C hasta peso constante. Y, por ultimo, se

pesd la muestra.

4.5.2. Contenido en proteina

El contenido de proteina se determind por el método Kjeldhal (Método 984.13;
AOAC, 1990), en el cual se calcula la cantidad de N presente en la muestra y se extrapola a

cantidad de proteina. Este método consta de tres etapas:

1. Etapa de digestion: tratamiento con &cido sulfarico concentrado, en presencia de
un catalizador y ebullicidén que convierte el N organico en i6n amonio.

2. Etapa de destilacion: se alcaliniza la muestra digerida y el N se desprende en forma
de amoniaco. El amoniaco destilado se recoge sobre un exceso de &cido bérico.

3. Etapa de valoracion: La cuantificacion del N amoniacal se realiza por medio de
una volumetria acido-base del i6n borato formato, empleando acido clorhidrico o
sulfurico y como indicador una disolucion alcohodlica de una mezcla de rojo de
metilo y azul de metileno. Los equivalentes de acido consumidos corresponden a

los equivalentes de amoniaco destilados.

4.5.3. Fibra neutro detergente

La fibra neutro detergente es el material insoluble en una solucién detergente neutra
gue esta compuesto principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. Para su célculo, se
utilizaron los siguientes reactivos: solucion de Detergente Neutro, alfa-amilasa, sulfato sodico
y acetona. El procedimiento, facilitado por el fabricante de los equipos (ANKOM) consta de 6

pasos:

1. Preparacion de la muestra: pesada de 0,5 g de muestra seca y molida, colocacion
dentro de la bolsa de filtracién y sellado de la misma.

2. Afadir 2000 ml a temperatura ambiente de la solucién de Detergente Neutra al
reciente de digestion, 20 g de sulfito sédico y 4 ml de enzima alfa-amilasa.

3. Colocacion de las muestras en el suspensor junto con la solucion de Detergente
Neutro, el sulfito sédico y la alfa-amilasa durante 75 minutos.

4. Lavar la muestra 3 veces con agua destilada. Quitar la muestra del suspensor y

eliminar el exceso de agua con suavidad.
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5. Por ultimo, lavado con acetona, y dejar que se evapore. Una vez secas al aire libre,
se introducen en la estufa a 105° C durante, al menos, 2 horas.

6. Calculo del % de FND. Expongo la formula a continuacion:
%FND = 100*(W3 — (W1*C1))/W2

siendo:

W1: Peso de la bolsa
W?2: Peso de la muestra
Wa3: Peso final de la bolsa y de la fibra.
C1: correccion del blanco de la bolsa (peso seco final de la bolsa en la
estufa/ peso de la bolsa antes de entrar en la bolsa).

4.5.4. Fibra acido detergente

Los reactivos utilizados para el calculo de la fibra acido detergente fueron: solucién

Acido Detergente y Acetona. Los pasos hasta la obtencion del % FAD son:

1. Preparacion de la muestra: siguiendo el mismo procedimiento que para la FND.

2. Afiadir 2000 ml a temperatura ambiente de la solucion de Detergente Acida al
recipiente de digestion.

3. Situar el suspensor con las muestras en el interior del depdsito de digestion con la
solucién y agitar durante 60 minutos.

4. Lavar la muestra tres veces con agua destilada. Quitar la muestra del suspensor y
eliminar el exceso de agua con suavidad.

5. Por ultimo, lavado con acetona, y dejar que se evapore. Una vez secas al aire libre,
se introducen en la estufa a 105° C durante, al menos, dos horas.

6. Calculo del % de FND. Expongo la formula a continuacion:

%FAD = 100*(W3 — (W1*C1))/W-

siendo:

W1: Peso de la bolsa

W?2: Peso de la muestra

Wa3: Peso final de la bolsa y de la fibra.

C1: correccion del blanco de la bolsa (peso seco final de la bolsa en la
estufa/ peso de la bolsa antes de entrar en la bolsa).
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4.5.5. Contenido en lignina

Para el calculo del contenido de lignina en la muestra, se utilizd como reactivo &cido

sulfurico y se llevo a cabo mediante el siguiente procedimiento:

1. Se cogen las mismas muestras que usamos para la fibra.

2. Aifadir 250 ml de acido sulfurico al 75%. Situar los vasos de precipitados en el interior
de donde esta las muestras con &cido sulfurico.

Agitar cada media hora durante tres horas.

Lavar con agua.

Lavar con acetona.

o o k~ w

Completar secado en estufa a 105 °C.

45.6. Peso de cenizas

Para calcular el peso de las cenizas, se procedio segun el método oficial AOCS Ba 5a-
49 (1997). Se colocaron las muestras en un crisol de porcelana con la bolsita doblada y se
situaron en el horno Mufla durante tres horas a 525 °C. Al dia siguiente se pesaron las

muestras.

4.5.7. Contenido de nutrientes en el forraje

Se llevaron a cabo las determinaciones de: Se, Zn, Ca, Mg y Fe. En primer lugar, se
procedié a acondicionar las muestras utilizando un molino de bolas de agata (Retch PM 400
mill) para obtener muestras molidas a un diametro inferior a 300 um. La digestion &cida se
realiz6 siguiendo el método propuesto por Zhao et al. (1994). Se utiliz6 0,4 g de cada muestra
con 4cido nitrico ultrapuro concentrado (6 ml) y peréxido de hidrégeno al 30% peso/volumen
(2 ml) siguiendo un protocolo de digestion en vaso cerrado asistida por microondas (Mars X,
CEM Corp, Matthews, EE.UU.) y diluido con agua ultra pura (25 ml) (Adams et al., 2002).
Previo a su uso, los vasos utilizados fueron meticulosamente lavados con acido, mientras que
para asegurar la calidad, se incluyeron en cada lote un blanco y una muestra estandar (materia
vegetal procedente del tomate, NIST 1573a) como elementos de control. Las concentraciones
totales de los nutrientes en las muestras digeridas fueron determinadas utilizando un

espectroscopio de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) (Agilent
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Technologies, Santa clara, EE.UU.) operando en modo gas hidrogeno. Todos los resultados se
mostraron haciendo referencia al contenido en materia seca. Estas determinaciones se
realizaron en los laboratorios del Servicio de Analitica Elemental y Molecular de la
Universidad de Extremadura (SAEM).

4.6. Analisis estadistico

Los datos obtenidos (rendimiento en biomasa, proteina, FAD, FND, lignina, cenizas y
los nutrientes Zn, Se, Ca, Fe y Mg) fueron analizados mediante el programa estadistico
Statistix 8.10 (Analitycal Software, Tallahassee, FL, USA, 2003). Se realizd un analisis de la
varianza ANOVA de dos vias estudiando el tratamiento con Zn (NoZn, Zn50S, Zn8F y
Zn50S+8F), la aplicacion de Se (NoSe y 10Se) y su interaccién en el modelo. Para la
comparacion de medias se utilizd el test de Fisher de minima diferencia significativa
(P<0,05). La minima diferencia significativa para la comparacion de los diferentes
tratamientos y sus interacciones fue calculada utilizando los errores estandar sugeridos por
Gomez y GOmez (1984).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Condiciones climaticas

Son mudltiples los factores que afectan a los valores nutritivos de las leguminosas
forrajeras anuales, entre los cuales se incluyen: factores climaticos, estado de crecimiento,
proporcion de hojas, proporcion de tallos, tiempo de corte, dafios por plagas y enfermedades,
caracteristicas del suelo y crecimiento de malas hierbas (Tekeli y Ates, 2006). En concreto,
las variables climaticas afectan en gran medida al desarrollo de los cultivos. De forma directa,
la precipitacion es esencial para la germinacion y el desarrollo de las plantas, la temperatura
es también un factor clave, pues, las semillas necesitan una acumulacion de grados dia™ para
su germinacion y tienen unas temperaturas minimas, Optimas y maximas para su desarrollo,
también la humedad, direccion del viento, la radiacién, etc. influyen en los cultivos. De forma
indirecta, las variables climéticas influyen en la presencia de plagas, en la disponibilidad de
nutrientes, en la calidad del suelo, etc. (Garau et al., 2000)

A continuacion, en la Figura 5.1 se muestra la precipitacion mensual, asi como la
temperatura méxima, media y minima mensual durante el ciclo de cultivo. Los datos fueron
tomados de la estacion climatica “Bercial”, por ser la mas cercana a la parcela donde se llevo

a cabo el ensayo. La Figura 5.2. muestra la media desde 1998.

FIGURA 5.1. Datos de precipitacién (mm), temperatura media (°C), temperatura maxima (°C)
y temperatura minima (°C) durante el curso 2017/18.
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Fuente: Servicio entero (Sistema de Informacion Climatica para el Regadio, 2018)
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FIGURA 5.2. Datos medios de precipitacion (mm), temperatura media (°C), temperatura
méaxima (°C) y temperatura minima (°C) desde junio 1998.
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La precipitacion total acumulada durante el ciclo de cultivo fue de 477 mm, la cual es
ligeramente superior a la media de los Gltimos 20 afios de la zona (454 mm). En comparacion
con la media de 20 afios, el otofio fue bastante seco, con 52 mm, siendo la media 178 mm; en
invierno, la precipitacion disminuyé 42 mm respecto al valor medio; sin embargo, en
primavera (marzo, abril, mayo), la precipitacion fue de 290 mm que, en comparacién con la

media de 20 afios fue superior en 182 mm (Figuras 5.1 y 5.2).

Respecto a la temperatura media, tuvo su valor mas bajo en diciembre (7,8 °C) y
alcanzd su maximo en el mes de julio (22,8 °C), momento en que se realizé la recoleccion
total. Respecto a la media de los 20 afios, las temperaturas medias fueron ligeramente mas
altas en todos los meses, por ejemplo, diciembre tuvo una temperatura media de 8,2 °C y julio
de 24,9 °C (Figuras 5.1y 5.2).

La temperatura méxima durante el ciclo de cultivo tuvo una evolucion muy similar a la
temperatura media, como se puede apreciar en las Figura 5.1 y 5.2. En comparacion con la

media de los 20 afios, se aprecia un aumento en los meses de otofio e invierno.

Observando los valores de temperatura minima, sabemos que el periodo de heladas

(temperatura < 0 °C) estd comprendido entre los meses de noviembre y febrero, siendo la
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temperatura més baja en febrero (-4,7 °C). Las temperaturas fueron més extremas en el ciclo
de cultivo 2017/18, respecto a la media de los 20 afios, siendo el valor mas bajo de
temperatura minima diciembre con -2,5 °C. También, en este afio de estudio, el periodo de
heladas fue de 4 meses, un mes mas que la media de 20 afios, a pesar de que la tendencia es a

la disminucion del periodo de heladas (Figuras 5.1 y 5.2).

Como hemos visto en este analisis climatico, la época mas desfavorable del afio
comprende desde final de primavera al verano, provocando la necesidad de suplementar
externamente al ganado extensivo (Otal et al., 2009). Este periodo dificil unido a que la dieta
del ganado que pasta en zonas semiaridas de clima mediterrdneo es muy deficiente en
proteina, ya que esta se compone, segln Caballero (2001), de aproximadamente 570 kg ha
de paja y 90 kg ha? de grano sin cosechar, han llevado a que algunos investigadores
propongan la introduccion de leguminosas de invierno como cultivo de rotacién junto con los
cereales de secano. Esto ofrece ventajas como la interrupcion de ciclos de las enfermedades
de los cereales, la reduccién de especies no deseadas, asi como la mejora de la fertilidad y
estructura del suelo (Howieson et al., 2000), ademas de hacer un aprovechamiento mas eficaz
del agua de lluvia. Son varios los investigadores (Pala et al., 2007; Ryan et al., 2008) que han
mostrado que las rotaciones de gramineas junto con leguminosas tienen un efecto
significativo sobre la cantidad y calidad, tanto en la paja como en el grano de los cereales con
los que se rotan. Segun estos estudios, estos sistemas de rotacion no solo aportan una
produccion sostenible de los cultivos, sino que ademaés, con ello, se consigue un mayor

aprovechamiento de la precipitacion.

5.2. Caracteristicas edafoldgicas de la parcela

De acuerdo con los datos obtenidos de las muestras tomadas antes de la implantacion
del ensayo (Tabla 5.1), la textura que presenta el suelo es franco-arcillosa la cual se considera
fina con un pH de 6,4 + 0,02 (valor medio + error estandar) el cual se considera un pH
ligeramente &cido. La conductividad eléctrica es de 1 321,4 + 24,04 uS cm? la cual se
considera muy ligeramente salina y sus efectos sobre los cultivos son despreciables (USDA,
1999).
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TABLA 5.1. Valores de los parametros edafolégicos de la zona de ensayo

Valor medio y

Parametros fisico-quimicos RPN
desviacion tipica

Textura Franco - arcillosa
pH (H20) 6,4+ 0,02
Conductividad eléctrica (uS cm™) 1321,4 + 24,04

Materia organica (%) 1,31+ 0,09
Nitrégeno total (%) 0,12 £ 0,007

Fosforo asimilable (g P kg™?) 4,9+ 0,05
Potasio asimilable (meq K 100g™) 0,82 £ 0,02
Calcio intercambiable (meq Ca 100g™) 6,23 + 0,67
Sodio intercambiable (cmol Na kg™) 0,26 £ 0,01
Selenio extractable (ug Se kg?) 1,27 + 0,01
Zinc - DTPA (mg Zn kg™?) 0,38 +0,08
Magnesio intercambiable (meq Mg 100g™t) 3,72 +0,37

El N total expresado en % es de 0,12 + 0,007 y el contenido en materia organica en %
es de 1,31 + 0,09 que es un contenido muy bajo, caracteristico de zonas agricolas (Garrido,
1993). La capacidad de intercambio catiénico es de 11,37 meq 100 g de suelo, la cual se

considera baja y el suelo pobre en nutrientes.

La concentracion de Se en el suelo es el principal factor determinante de la
concentracion de Se en las plantas (Hawkesford y Zhao, 2007). Basandonos en la
clasificacion descrita por Tan (1989), el suelo donde el presente estudio fue realizado posee
una concentracion de Se disponible de 1,27 + 0,01 ug kg (Tabla 5.1), que se considera como
muy deficiente en este nutriente (Stroud et al., 2010). Esta concentracion de Se disponible es
inferior a la encontrada por Lépez-Bellido et al. (2011) en suelos del suroeste de la Peninsula
Ibérica. Se ha visto que para producir cultivos con un nivel minimo aceptable de Se para la
nutricion humana, el Se disponible en suelo debe estar por encima de 27 pg kg (Stroud et al.,
2010) por lo que los cultivos crecidos en la zona de ensayo van a ser deficientes en Se para

los animales y humanos.

Respecto al contenido de Zn, el rango critico en el suelo se ha establecido entre 0,5y 2
mg Zn kg de suelo para el Zn-DTPA (Sims y Johnson, 1991). Nuestro suelo tiene un
contenido de 0,38 mg Zn kg? (Tabla 5.1), por lo que se considera deficiente. Bajo estas
condiciones de baja disponibilidad, un programa de biofortificacion puede ser un buen

remedio para aumentar la concentracion de Zn en los cultivos crecidos en estos suelos
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deficientes (Poblaciones y Rengel, 2016). Por ello, en nuestro estudio aplicamos una dosis de
50 kg ha! de ZnSO4-7H20. Poblaciones y Rengel (2016) en un ensayo de invernadero sobre
guisante biofortificado con Zn vieron aumentada la concentracion de este en el suelo 3,7
veces aplicando 4 mg de ZnS0s-7H20 kg de suelo y 5,6 veces con 8 mg de ZnSO4-7H20 kg
! de suelo, lo que equivale a 25 y 50 kg de ZnSOs-7H20 ha. Zao et al. (2013) aplicaron
tratamientos de Zn en el suelo y combinando la aplicacion al suelo con la foliar aumentando
la concentracion de Zn en suelo entre 3 'y 3,7 veces la concentracion inicial. Sin embargo, este
aumento de la concentracion en suelo no es permanente, Brennan (2001) encontré que a los
13 afios de la aplicacion habia disminuido un 50% la concentracién de Zn en suelo. Cakmak
et al. (2010), por su parte, encontraron que una aplicacion de 28 kg de Zn ha™* como sulfato de
Zn era suficiente para corregir la deficiencia de Zn en el trigo de 4 a 6 afios. Por la
importancia de clarificar la duracion del efecto de la aplicacion de Zn en la zona de estudio,

este punto se clarificara repitiendo este ensayo en futuras campafas.

5.3. Rendimiento en biomasa

El andlisis de la varianza muestra como la aplicacién de Se (P<0,05), la de Zn
(P<0,001) y la interaccion Se*Zn (P<0,05) influyeron significativamente sobre el rendimiento

en biomasa (Tabla 5.2).

TABLA 5.2. Andlisis de la varianza (grados de libertad (G.L.) y estadistico F) del
rendimiento de biomasa del forraje de guisante obtenido el afio agricola 2017/2018 bajo
condiciones semiaridas Mediterraneas.

Fuente GL Rendimiento
Selenio 1 7,33*
Zinc 3 15,81***
Selenio*Zinc 3 3,02*

*Significacion a un 0,05 nivel de probabilidad
***Significacioén a un 0,001 nivel de probabilidad

Como se puede apreciar en la Tabla 5.3. los resultados obtenidos muestran un
rendimiento medio de forraje de 8 860,47 kg ha*, valor que duplica y triplica el obtenido en
otros ensayos de guisante forrajero como los llevados a cabo por el Instituto Tecnologico
Agrario de la Junta de Castilla y Le6n en la campafia 2005/06. En estos ensayos evaluaron el

rendimiento, entre otras caracteristicas, de distintas variedades de guisante forrajero de
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siembra otofial en algunas provincias espafiolas, por ejemplo, en Burgos se alcanzé un
rendimiento medio de 2 784 kg ha, en Palencia de 1 621 kg ha y en Valladolid 2 716 kg ha”
! (Provedo y Caminero, 2007). Los altos valores de rendimiento alcanzados en nuestro ensayo
pudieron ser debidos a la uniformidad de las precipitaciones a lo largo del ciclo de cultivo y,
sobre todo, a la excepcionalidad en las precipitaciones primaverales, en las que, solamente en
el mes de marzo cayeron 173 mm, precipitacion muy superior a la media de la zona. En
cambio, en el ensayo llevado a cabo en Castilla y Ledn en la campafia 2005/06, las altas
precipitaciones se dieron en el mes de octubre (110 mm) antes de la siembra, siendo el resto
del afio excesivamente seco. Otro ensayo llevado a cabo por GENVCE durante las campafias
2007/08 y 2008/09 en distintas comunidades autonomas, entre las que estd Extremadura,
obtuvieron unos rendimientos medios de 3 363 kg ha™ de forraje al 14% de humedad, en
concreto, la variedad Guifredo utilizada también en este ensayo obtuvo 3 251 kg ha?, es decir,
5 600 kg hal menos que nuestro ensayo (GENVCE, 2010). Del mismo orden son los
resultados obtenidos por un estudio de la Universidad de Sevilla, con 3 000 kg ha* de forraje
(Oliver et al., 2006). La diferencia es que en la campafia en que se realizd cayeron 277 mm a

lo largo del ciclo de cultivo, mientras que en nuestro ensayo fueron 477 mm.

TABLA 5.3. Efecto de la aplicacion de Se y de Zn sobre el rendimiento de biomasa de
guisante en el afio agricola 2017/2018 bajo condiciones semiaridas Mediterraneas.

Tratamiento Rendimiento (kg ha?)
No-Se 8465,2b
10 g Se hat 92557 a
No-Zn 7969,7Db
Zn Suelo 9967,8a
Zn Foliar 7752,1b
Zn Suelo+Foliar 9752,3a

*Letras diferentes en cada tratamiento indican la existencia de diferencias significativas a P <
0,05 de acuerdo con la MDS.

La aplicacion de Se influyo significativamente en el rendimiento mostrando
diferencias significativas a favor de la aplicacion de 10 g Se ha en unos 800 kg ha™. Un
estudio de biofortificacion con Se en guisante forrajero llevado a cabo en Hungria bajo

condiciones de atmodsfera protegida (invernadero) obtuvo a dosis bajas (1 mg Se kg™ suelo)
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un incremento de los componentes del rendimiento (longitud de la raiz, longitud de brote,
nimero de vainas, nimero de semillas asi como el peso seco de los distintos drganos
vegetales), sin embargo, a partir de 3 mg Se kg? suelo se observé la disminucion del
crecimiento de raices, tallos y hojas (Garousi et al., 2007). Esto podria ser debido al efecto
dual del Se en la planta (beneficioso o téxico), en funcidon de la concentracion en que se
suministre. Poblaciones et al. (2013) obtuvieron resultados similares respecto a la relacion
concentracion de Se y rendimiento, en este caso se estudio el rendimiento de grano (kg ha') a
diferentes aplicaciones de Se (0, 20, 40 y 80 g Se ha™), y obtuvieron un incremento del
rendimiento del grano hasta la concentracion de 40 g ha de Se. Otros autores relacionan la
toxicidad del Se con la presencia de azufre (S). Si el cultivo dispone de la cantidad suficiente
de S, la aplicacion de Se tiene un efecto positivo en el cultivo con pequefias dosis, como la
nuestra de 10 g Se ha, en cambio, si el S no esta muy presente en el medio de cultivo el Se
interfiere en la ruta metabolica del S produciendo toxicidad en el cultivo (Hajiboland y
Amjad, 2007). Esta podria ser la causa del efecto positivo del Se en el rendimiento del

guisante en nuestro estudio.

En los tratamientos con Zn se aprecian diferencias significativas entre la aplicacion de
Zn al suelo, tanto de forma aislada (9 967,8 kg ha*) como en combinacién con la aplicacion
foliar (9 752,3 kg hal), y la no aplicacion al suelo, es decir, en los tratamientos No-Zn (7
969,7 kg ha?) y Foliar (7 752,1 kg ha) (Tabla 5.3). El incremento entre la no aplicacion de
Zn y la aplicacion al suelo de forma aislada fue de un 25,07% y respecto a la combinada
Suelo+Foliar fue de un 22,36%. Mourinho et al. (2015) en un ensayo llevado a cabo en
Lisboa con trigo harinero, en el que calcularon el rendimiento de biomasa y de grano, el
tratamiento con Zn aplicado al suelo y el tratamiento combinado Suelo+Foliar elevaron el
rendimiento en grano un 265% y 250%, respectivamente, respecto al control y el rendimiento
de biomasa lo aument6 un 109% y un 92%. Otro estudio en trigo harinero llevado a cabo bajo
condiciones mediterraneas obtuvo en los tratamientos con aplicacion de Zn al suelo un
incremento del rendimiento de grano entre 212 — 350 kg ha* o, lo que es lo mismo, entre 6,5
—10,8% (Gomez-Coronado et al., 2017). También, Poblaciones y Rengel (2016) encontraron
que el tratamiento de Zn al suelo de entre 4 y 8 mg ZnSOs-7H20 kg? aumentd
significativamente en todos los parametros estudiados de raices, brotes y granos con una
significacion del 99,9% en la mayoria de ellos; por el contrario, no encontraron estas
diferencias en el tratamiento Zn Suelo+Foliar. Aunque los guisantes forrajeros se clasifican

como que tienen una sensibilidad relativamente baja a la deficiencia de Zn (Alloway, 2008),
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el efecto tan positivo que se observa con la aplicacion de Zn al suelo es debido a que, al ser
nutriente esencial para los cultivos y, a la vez, estar en cantidades muy reducidas en el suelo
de estudio, 0,38 mg DTPA-Zn kg suelo, el crecimiento de la planta depende completamente
de la aplicacién de abonos y fertilizantes que contienen Zn (Alloway, 2008; Gémez-Coronado
et al., 2017; Poblaciones y Rengel, 2017).

FIGURA 5.3. Efecto de la interaccion de Se y de Zn sobre el rendimiento de biomasa de
guisante en el afio agricola 2017/2018 bajo condiciones semiaridas Mediterraneas.
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*Letras diferentes en cada tratamiento indican la existencia de diferencias significativas a P <
0,05 de acuerdo con la MDS.

En la Figura 5.3 vemos el efecto de la interaccién Se*Zn sobre el rendimiento. El
valor més alto se obtuvo cuando se aplico a la vez tanto el tratamiento con Se y la aplicacion
de Zn al suelo aunque sin diferencias significativas en la aplicacion Suelo+Foliar sin aplicar
Se, destacando principalmente todos los tratamientos en los que se aplicd Zn al suelo, sin
verse influido tanto por la aplicacion de Se. El rendimiento mas bajo se obtuvo cuando la
aplicacion de Zn fue foliar o no se aplic6 Zn, independientemente de la aplicacién de Se.
Poblaciones y Rengel (2016) en los parametros de rendimiento que estudiaron (peso seco de
raiz, peso seco de brotes, nimero de vainas por planta y nimero de granos por vaina) no

vieron diferencias significativas en la interaccion Se*Zn.
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5.4. Contenido proteico y contenido de cenizas

El analisis de la varianza muestra como la aplicacion de Se influyo significativamente
en el contenido en proteina, pero no en el contenido de cenizas. La aplicacion de Zn influyo
de manera muy significativa (P<0,001) en el contenido proteico, también mostré diferencias
el contenido de cenizas entre tratamientos, aunque ésta no fue tan fuerte (P<0,05). La
interaccion Se*Zn influyo significativamente sobre el contenido en cenizas, pero no sobre el

contenido proteico. (Tabla 5.4).

TABLA 5.4. Andlisis de la varianza (grados de libertad (G.L.) y estadistico F) del contenido
de proteina y cantidad de cenizas del forraje de guisante obtenido el afio agricola 2017/2018
bajo condiciones semiaridas Mediterraneas.

Fuente GL Proteina Cenizas
Selenio 1 9,05** 3,95
Zinc 3 17,69*** 3,16*
Selenio*Zinc 3 0,86 3,24*

*Significacion a un 0,05 nivel de probabilidad

**Significacién a un 0,01 nivel de probabilidad

***Significacion a un 0,001 nivel de probabilidad

El contenido proteico de la semilla de las leguminosas ha sido estudiado y analizado
por muchos investigadores, sin embargo, no son tantos los trabajos existentes en cuanto al
contenido nutricional del forraje para alimento del ganado. Un estudio llevado a cabo en Cuba
por Ates et al. (2010) caracterizd al guisante forrajero (Pisum sativum L.) como una
leguminosa de alto contenido proteico dentro de esta familia, en este estudio el guisante
presento un contenido proteico de 151,3 g kg de proteina bruta, obtenido diferencias
significativas respecto al resto de especies estudiadas (Trifolium resupinatum var. Typicum,
T. alpestre y T. montanum). En este estudio, se obtuvo un contenido en proteina medio de

17,73%, y por tanto mayor al encontrado por Ates et al. (2010).

La aplicacion de Se sobre el contenido de proteinas parece influir negativamente,
apreciandose una disminucion del 2,9% (Tabla 5.5). Poblaciones et al. (2012) quienes
estudiaron el efecto del selenito y selenato sobre el contenido proteico del grano de guisante,
vieron que las parcelas tratadas con selenato tenian méas contenido proteico (29,3%) que
aquellas fertilizadas con selenito (28,5%). En cambio, la dosis de Se de 10 g ha?, al contrario
gue en nuestro estudio, no influyé en el contenido proteico del grano de guisante. En un

ensayo llevado a cabo en invernadero donde también se estudid la influencia de diferentes
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dosis de selenito y selenato sobre el contenido de dos selenoproteinas (selenocisteina y
selenometionina) en raiz, brotes, vainas y grano, éstas fueron mayores con la aplicacion de
selenato, aunque también se encontrdé que el contenido proteico fue significativamente mayor
con la aplicacion de selenito respecto al control (Garousi et al., 2017). Este efecto negativo, de
confirmarse en futuras campanfias, puede desalentar a los agricultores ya que la biofortificacion
agronomica con Se llevaria implicito una pérdida ligera en la calidad de sus forrajes aunque

quedaria compensado por el efecto positivo sobre el rendimiento en biomasa.

TABLA 5.5. Efecto de la aplicacion de Se y de Zn sobre el contenido de proteina (%) y
contenido de cenizas (%) de guisante en el afio agricola 2017/2018 bajo condiciones
semiéridas Mediterraneas.

Tratamiento Proteina (%) Cenizas (%)
No-Se 17,99 a 0,439 a
10 g Se hat 17,47 b 0,393 a
No-Zn 17,84 b 0,430 a
Zn Suelo 17,03 ¢ 0,460 a
Zn Foliar 18,71a 0,361 b
Zn Suelo+Foliar 17,36 bc 0,414 ab

*Letras diferentes en cada tratamiento indican la existencia de diferencias significativas a P <
0,05 de acuerdo con la MDS.

En cuanto a los tratamientos de Zn, la aplicacion foliar fue la que mayor contenido
proteico mostrd presentando diferencias significativas respecto al resto de tratamientos. El
tratamiento con Zn en suelo fue el que menos proteina acumulé observandose diferencias
respecto al resto de tratamientos, siendo la aplicacion foliar la que mayor contenido proteico
presentd (Tabla 4.5). Poblaciones y Rengel (2016) también obtuvieron, en grano de guisante,
mayor contenido proteico con el tratamiento foliar (9,7%), coincidiendo en que el peor
tratamiento de cara a la acumulacién de proteinas fue la aplicacién de Zn exclusivamente al
suelo. Gomez-Coronado et al. (2017) obtuvieron altos contenidos proteicos en grano de trigo
con la aplicacion foliar de Zn (9,73% de media), siendo mayor en el tratamiento Zn
Suelo+Foliar (9,9%). Como indican nuestros resultados y los obtenidos por Gomez-Coronado
et al. (2017) y Poblaciones y Rengel (2016), la aplicacion de fertilizante de Zn en la etapa de

inicio de floracion e inicio de llenado de grano mejora significativamente el contenido
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proteico. Esto podria ser debido al vinculo cercano encontrado entre los genes que afectan la
acumulacion de Zn del grano y el contenido de proteinas, de hecho, podrian tener la misma
base genética (Cakmak et al., 2004, Ghasemi et al., 2013).

El contenido de cenizas no se vio influido significativamente por la aplicacion de Se,
aunque disminuyd el porcentaje en un 10% (Tabla 5.5). Con la aplicacion de Zn, si se
observaron diferencias significativas. Mientras la aplicacién al suelo obtuvo el valor mas alto
y el minimo la aplicacion foliar (0,3613%), el tratamiento No-Zn y el combinado
Suelo+Foliar se situaron en posiciones intermedias, con porcentajes de 0,4300% y 0,4138%,
respectivamente (Tabla 5.5).

En la Figura 5.4 vemos la influencia de la interaccion de Se*Zn sobre el contenido de
cenizas. Estadisticamente son todos los valores iguales, a excepcion del tratamiento Se + Zn

Foliar en el que el porcentaje de cenizas fue menor.

Respecto al contenido de cenizas encontrado en otras leguminosas en Venezuela
(6,31%), o el del residuo fibroso (planta desgranada) de Pisum sativum (5,7%) podriamos

considerar bajo el obtenido en este ensayo (Alzueta y Gonzéalez, 1981; Garcia et al., 2009).

FIGURA 5.4. Efecto de la interaccion de Se y de Zn sobre el rendimiento de biomasa de
guisante en el afio agricola 2017/ 2018 bajo condiciones semiaridas Mediterraneas.
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*Letras diferentes en cada tratamiento indican la existencia de diferencias significativas a P <
0,05 de acuerdo con la MDS.

45



Trabajo Fin de Mdster Resultados y discusion

5.5. Fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente (FAD) y contenido en
lignina (LAD)

El guisante, como algunas otras leguminosas, es reconocido como buena fuente de
proteinas, pero también de almiddn, vitaminas, minerales, compuestos fenolicos y fibra
dietética. Es por ello, por lo que es considerado como un alimento multiuso y de alto valor
nutritivo. Sin embargo, la fibra dietética en altas cantidades disminuye los parametros de
crecimiento de los animales (Tosh et al., 2013). Es, por ello, importante conocer estos

parémetros €n nuestro ensayo.

El andlisis de la varianza llevado a cabo con los datos obtenidos de FND, FAD y
contenido en lignina no resultaron influidos significativamente por ninguno de los
tratamientos estudiados, es decir aplicacion de Se o de Zn. ni por la interaccion entre ambos
(Tabla 5.6).

TABLA 5.6. Analisis de la varianza (grados de libertad (G.L.) y estadistico F) de la fibra
neutro detergente, fibra &cido detergente y contenido de lignina del forraje de guisante
obtenido el afio agricola 2017/2018 bajo condiciones semiaridas Mediterraneas.

Fuente GL FND FAD LAD
Selenio 1 0,02 0,08 0,23
Zinc 3 0,75 1,83 1,79
Selenio*Zinc 3 1,60 0,35 0,36

TABLA 5.7. Efecto de la aplicacion de Se y de Zn sobre la fibra neutro detergente (%), fibra
acido detergente (%) y contenido en lignina (%) de guisante en el afio agricola 2017/2018
bajo condiciones semiaridas Mediterraneas.

Tratamiento FND FAD LAD
No-Se 54,18 a 36,76 a 9,30 a
10 g Se hat 54,38 a 37,01a 9,13 a
No-Zn 55,81 a 37,75 a 9,721 a
Zn Suelo 53,09 a 35,66 a 8,86 a
Zn Foliar 54,14 a 38,02 a 9,53 a
Zn Suelo+Foliar 54,08 a 36,11 a 8,75a
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El contenido medio de FND de la planta completa de guisante fue de 54,28%. En un
ensayo en Venezuela en el que se estudio el valor nutricional de distintas leguminosas de los
géneros: Pithecellobium, Gliricidia, Leucaena, Acacia, Bahuhinia, Cassia y Pentaclethra
obtuvieron un contenido medio de FND de 40,43% en las especies estudiadas, o que supone
un 13,85% menos que en nuestro ensayo (Garcia et al., 2009). Alzueta y Gonzalez (1981)
estudiaron el valor nutricional del residuo fibroso de guisante (planta desgranada) bajo
condiciones mediterraneas y obtuvieron un porcentaje de FND de 55,7%, valor muy similar al
nuestro, un % de FAD de 45,2 el cual es un 8,3% mas alto al que obtuvimos en nuestro
ensayo y un contenido en lignina de 13% el cual es 3,8% mayor al nuestro. En este mismo
estudio se compararon los resultados de la planta desgranada de guisante con la alfalfa y la
paja de trigo, y salto a la vista que el guisante tenia una composicion nutricional intermedia
entre estos dos ultimos respecto a la FND, FAD vy celulosa. El contenido de celulosa en
guisante fue de 31,06%, mientras que en la alfalfa fue de 27,5% y en la paja de trigo 33,48%.
Ates et al. (2010) estudiaron el contenido de fibra en leguminosas forrajeras anuales en estado
de floracién, entre ellas guisante, los resultados para esta especie fueron un 42,69% de FND y
un 31,42% de FAD, valores mas reducidos a los obtenidos en este ensayo. Otro estudio de
Moreno et al. (1976) tambien analizd el contenido de fibra en la planta de guisante,
obteniendo contenidos de fibra mucho menores: FND (29,55%), FAD (26,1%), celulosa
(19,57%) y lignina (7,4%), lo que se explica a que se recolecté mucho antes, en floracion. Un
estudio llevado a cabo en condiciones semiaridas de secano mediterraneo evaluo el contenido
de proteina bruta, FND y FAD en guisante forrajero en los meses de abril, junio y julio, los
resultados mostraron un aumento de la FND (6%) y de la FAD (9%) entre los meses de abril y
julio, asi como una disminucién de la proteina de un 7%, lo que pone en evidencia el aumento

de los contenidos en fibra a medida que evoluciona el ciclo.

Ante nuestros resultados y, comparandolos con los demas estudios, podriamos
concluir que recolectando antes de que suban mucho las temperaturas se obtienen contenidos
de fibra menores y aumenta la calidad del forraje producido, ya que un menor contenido de
fibra neutro detergente (FND) o fibra acido detergente (FAD) aumenta la digestibilidad del
forraje.

No obstante, los niveles de FND y FAD, asi como el bajo contenido en lignina ponen

de manifiesto que se trata de un alimento especialmente apto para rumiantes y teniendo en
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cuenta los altos niveles de proteina que contienen, el forraje de guisante se puede considerar

un alimento de calidad para rumiantes coincidiendo con Hubbard (2008).

5.6. Contenido en nutrientes

Como se aprecia en la Tabla 4.8, la concentracion de Ca no se vio afectada de forma
significativa por ninguno de los tratamientos de Se, Zn o su interaccion. En cambio, el Fe y el
Mg se vieron influidos por el tratamiento de Zn con un nivel de significacion de P<0,05 y
P<0,001, respectivamente. La concentracion de Se se vio influida significativamente tanto por
la aplicacion de Se, por la de Zn asi como por su interaccion y en cuanto a la concentracion de
Zn, tanto la aplicacién de Zn como la interaccion Se*Zn influyeron significativamente sobre
ella (Tabla 5.8).

TABLA 5.8. Andlisis de la varianza (grados de libertad (G.L.) y estadistico F) del
rendimiento de biomasa, contenido de proteina y cantidad de cenizas del forraje de guisante
obtenido el afio agricola 2017/2018 bajo condiciones semiaridas Mediterraneas.

Fuente GL Ca Fe Mg Se Zn
Selenio 1 1,04 0,29 0,61 36,62*** 0,8
Zinc 3 1,44 4,38*  28,09***  4,89** 30,35***
Selenio*Zinc 3 1,07 0,19 2,73 3,05* 5,32**

*Significacion a un 0,05 nivel de probabilidad
**Significacién a un 0,01 nivel de probabilidad
***Significacion a un 0,001 nivel de probabilidad

Como se aprecia en la Tabla 5.9, la concentracion de Ca no mostro diferencias
significativas respecto a la aplicacion de Se, sin embargo, con la aplicacion de 10 g de Se ha*
aumentd en 5 917 mg la concentracion de Ca por kg de forraje. Por el contrario, la aplicacion
de Zn disminuyd ésta, observandose una diferencia no significativa de mas de 10 000 mg kg™
de Ca entre el tratamiento de No-Zn y el resto de los tratamientos. Aunque no hay diferencias
entre tratamientos estadisticamente, algunos autores dicen que existe una relacion antagonista
entre Zn y Ca (Sanskriti, 2014). Poblaciones y Rengel (2016) y (2017) tampoco observaron
diferencias significativas en la concentracion de este nutriente cuando se realizd
biofortificacion de Zn. La concentracion de Ca obtenido en otros forrajes como heno de
gramineas, sorgo o avena verde fue de 4 100, 3 200 y 3 000 mg kg, respectivamente, valores
mas bajos que los obtenidos en este ensayo (Vidart, 1996), lo que pone de manifiesto que las

leguminosas, en general, son plantas con un mayor contenido de Ca que las gramineas.
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Ademas, segun NRC (2000) nuestro forraje cumpliria los requerimientos de Ca para bovinos
de carne en todas las etapas de su ciclo reproductivo: crecimiento y engorde (6 000 mg kg™,
gestacion (2 500 mg kg) y lactancia (3 000 mg kg™).

Respecto a los valores de concentracion de Fe, la aplicacion de Se no influyo en esta.
Sin embargo, la aplicacion de Zn afectd negativamente al contenido de Fe observandose
diferencias significativas con el tratamiento de Zn Suelo+Foliar que disminuy6 la
concentracion de Fe en 88,99 mg kg y con el tratamiento Zn Foliar que disminuy6 la
concentracion de Fe 78,98 mg kg™ respecto al tratamiento control en el que no se aplico Zn,
con una concentracion de Fe de 228,17 mg kg (Tabla 5.9). Poblaciones y Rengel (2016) solo
encontraron diferencias significativas (P<0,001) cuando el Zn se aplico al suelo. Segun
Mortimer (1999), la concentracién de Zn adecuada para especies ganaderas se encuentra entre
50 — 200 mg kg, lo que indica que todos los tratamientos cumplen con los requisitos
alimentarios del ganado. Un aspecto a tener en cuenta es que el Fe tiene un impacto
antagénico en la dieta del ganado sobre la absorcion de cobre (Cu) que es, a menudo, un
problema importante cuando se trata de equilibrar los oligoelementos minerales. Y, no solo
eso, sino que otras muchas fuentes de ingredientes de otros nutrientes trazas estan
naturalmente contaminadas con Fe. En conjunto, la disminucion de Fe en cultivos
biofortificados con Zn, debido a que los niveles son adecuados, no deben suponer una

preocupacion para los ganaderos (Rasby et al., 2011).

El Mg se comportd de forma muy parecida al Fe ante la aplicaciéon de Se 'y Zn. Con la
aplicacion de Se, disminuyo ligeramente la concentracion de Mg, sin ser la diferencia
significativa, mientras que con la aplicacién de Zn disminuyé la concentracion de Mg, siendo
estas diferencias significativas (Tablas 5.8 y 5.9). Mientras que la concentracion de Mg con el
tratamiento No-Zn fue de 2 252,3 mg kg2, la media de los tratamientos cuando se aplicé el Zn
fue de 1 711,86 mg kg™ de Mg, el valor minimo se obtuvo cuando se aplicé el Zn en el suelo
junto con la aplicacion foliar 1 525,3 mg kg* de Mg. Estos valores concuerdan con los
obtenidos en otros estudios que indican que existe una relacion antagonista entre Zn y Mg
(Sanskriti, 2014). Poblaciones y Rengel (2016) también observaron diferencias significativas
en la concentracion de Mg en el grano de guisante (P<0,001), pero Unicamente en el
tratamiento de Zn en suelo, no observando diferencias ni en el tratamiento foliar ni en el
combinado Suelo+Foliar. Sin embargo, todos los tratamientos cumplen con las necesidades de

algunas especies ganaderas, como pollos de engorde y gallinas ponedoras (0,06 — 0,3%), y
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cerdos (0,13 — 0,16%), aunque ninguno de los tratamientos cumple con las necesidades totales
de caballos (0,39%) y vacas (0,25 — 0,35), en el caso del ganado ovino Unicamente sus

necesidades de Mg quedarian totalmente cubiertas con el tratamiento de No-Zn (Puls, 1988).

TABLA 5.9. Efectos de la aplicacion de Se y de Zn sobre la concentracién de Ca, Fe, Mg, Se
y Zn por kg de forraje (M.S.) en el afio agricola 2017/2018 bajo condiciones semiaridas
Mediterraneas.

Tratamiento Ca Fe Mg Se Zn
(mgkg?) (mgkg!) (mgkg') (ugkgh (mgkg?)
No-Se 8242a 18621a 18696a 5187b  61,163a
10 g Se ha' 14159a 17515a 18243a 2066la 66,78la
No-Zn 2160la 22817a 22522a 9007bc  21,500c¢
Zn Suelo 8419a 206,19ab 18848b  7647c 50,513 Db
Zn Foliar 7809a 149,19bc 17255b 19810a  96,95a
Zn Suelo+Foliar 6972a 139,18c 15253c 15231ab 86,925a

*Letras diferentes en cada tratamiento indican la existencia de diferencias significativas a P <
0,05 de acuerdo con la MDS.

En lo que se refiere al Se, su concentracion en el forraje se vio afectada tanto por la
aplicacion de Se, por la de Zn y por la interaccidn entre ambas (Tabla 5.8). Para el tratamiento
No-Se la concentracion media fue de 51,87 pg Se kg?, valor inferior al obtenido por
Poblaciones et al. (2013) (57 ug Se kg?) y superior al obtenido por Poblaciones y Rengel
(2016) (38 pg Se kg™). La concentracion de Se media en las parcelas donde éste se aplicé fue
de 206,61 ug Se kg, mientras que la concentracion media de Se cuando no hubo aplicacion
foliar fue de 49,9 ug Se kg, lo que supone una diferencia de 156,71 pg Se kg™ (Tabla 4.9)
También la aplicacion de Zn influyo significativamente en la concentracion de Se, siendo la
concentracion media cuando no se aplicd Zn de 90,07 pg kg, mientras que cuando si se
aplico, en cualquiera de las formas de aplicacion, de 142,29 ug Se kg, siendo la aplicacion
foliar la que provocd aumentos mucho mayores, de 2,2 veces en el caso de la aplicacion

solamente foliar y de 1,7 veces en la combinada suelo+foliar (Tabla 5.9).

Segun Saha et al. (2016), los niveles recomendados de Se en distintas especies

ganaderas oscilan entre 0,05-0,08 para gallinas ponedoras hasta 0,1-0,2 mg Se kg de
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alimento para ganado vacuno de carne, ovino y equino, con excepcion de las vacas lecheras y
cerdos de cebo que llegan a necesitar 0,3 mg Se kg™ de alimento, siendo niveles toxicos los
superiores a 2 mg kg*. Por tanto, teniendo en cuenta los niveles obtenidos con este programa
de biofortificacion, de 0,21 mg kg™ de forraje aplicando 10 g Se ha* quedarian cubiertas el
100% de las necesidades de la mayoria de las especies ganaderas sin llegar a la toxicidad, a
excepcidn de vacas lecheras y cerdos de cebo, en las que se cubririan el 70%.

Hall et al. (2013) en un ensayo de biofortificacion con Se, en forma de selenato sodico,
llevado en Oregdn (EEUU) en alfalfa para alimento del ganado vacuno con dosis de Se de 0,
22,5, 45, y 89 g Se ha! obtuvieron 0,07, 0,95, 1,55 y 3,26 mg Se kg™ de M.S. La ingesta
calculada de Se a partir del heno de alfalfa fue de 0,4, 5,3, 8,7 y 18,2 mg Se cabeza dia™*, por
lo que la fertilizacion de la alfalfa fue eficaz. Ademas la alimentacion con heno de alfalfa
fertilizado con Se fue efectivo para aumentar el peso corporal en los terneros, aquellos
terneros que se alimentaron de alfalfa con la dosis de Se de 89 g Se ha* alcanzaron a las 7
semanas 265 kg, mientras que los que no recibieron Se en la dieta a las 7 semanas pesaban
una media de 250 kg. Otro estudio llevado a cabo en Canada aplico Se en forma de selenato
sddico junto con urea a una dosis de 3,4 kg fertilizante ha® (34 g Se ha?). Las vacas de carne
que pastaron en este forraje tenian concentraciones de Se en sangre de 186 ng mi™
inmediatamente después del pastoreo, que se encontraban dentro del intervalo de referencia
normal para las concentraciones de Se en sangre de vacas adultas segin el laboratorio de
diagnostico de la Universidad Estatal de Michigan (120 — 300 ng mL™) (Hall et al., 2011).
Otro ensayo llevado a cabo en ovejas por Hall et al. (2009) compar6 el uso de forraje
biofortificado y un suplemento mineral de Se. Inmediatamente después del tratamiento, las
concentraciones de Se en sangre total fueron significativamente mas altas en ovejas que se
habian alimentado de pastos biofortificados, 573 + 20 ng ml2, frente a las que recibieron el
suplemento mineral, 286 + 20 ng ml. Y la concentracion fue ain mayor al final de los 9
meses (97 + 7 ng mlt vs. 61 + 7ng ml, respectivamente). Ademas, las concentraciones de Se
en sangre total estuvieron dentro del intervalo de referencia normal (150-500 ng ml™) durante
un periodo de tiempo mas prolongado en las ovejas alimentadas con forraje biofortificado (7
meses) en comparacion con las ovejas que recibieron el suplemento mineral (4 meses). Este
resultado es muy interesante ya que evidencia la mayor efectividad de la biofortificacién

frente a la suplementacion.
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Por cada gramo de Se aplicado por hectéarea la concentracion de Se aument6 15,47
veces. En grano de guisante, Poblaciones et al. (2013) obtuvieron que, por cada gramo de Se
ha! aplicado en forma de selenato sodico y selenito sddico, la concentracion de Se aumentd a
148 y 19 ug Se kg M.S., respectivamente. En cambio, en cebada de dos carreras este
incrementd fue menor 44 y 9 ug kgt de M.S. con selenato sodico y selenito sddico,

respectivamente (Poblaciones et al., 2013).

Estudiando la interaccién Se*Zn, representada en la Figura 5.5 se observa como la
aplicacion combinada de 10 g Se ha junto con la aplicacion foliar de Zn, ya sea de forma
aislada como combinando las aplicaciones suelo+foliar tienen un efecto sinérgico en la
acumulaciéon de Se en el forraje de guisante. Resultados similares fueron obtenidos por
Poblaciones y Rengel (2018) en un ensayo de invernadero con guisante grano. Este hallazgo
pone de manifiesto que la biofortificacion combinada de ambos nutrientes es posible, lo que
desde el punto de vista de los agricultores es muy positivo ya que los pases extra que suponen

la biofortificacion no serian tres (uno de Se y dos de Zn) sino Unicamente dos.

FIGURA 5.5. Efecto de la interaccion aplicacion de Se y de Zn sobre la concentracion de Se
(g Se kgt) y de Zn (mg Zn kg™t) en el forraje de guisante obtenido el afio agricola 2017/2018
bajo condiciones semiaridas Mediterraneas.
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*Letras diferentes en cada tratamiento indican la existencia de diferencias significativas a P <
0,05 de acuerdo con la MDS.

52



Trabajo Fin de Mdster Resultados y discusion

En cuanto a la concentraciéon de Zn, comparando los tratamientos No-Se y 10 g Se ha’
! no se ven diferencias significativas, siendo la concentracion media de Zn de unos 64 mg kg
! Para el tratamiento No-Zn fue de 21,5 mg kg™ de M.S., valor inferior que el obtenido por
Poblaciones y Rengel (2016) en grano de guisante (34 mg kg™) y superior al obtenido por
Gomez-Coronado et al. (2017) en grano de trigo. Cuando el Zn se aplic6 al suelo aumento la
concentracion en el forraje 25 mg kg™ respecto a la no aplicacion de Zn. Esta diferencia fue
todavia mayor en los tratamientos de aplicacion foliar y suelo+foliar donde el incremento de
la concentracion de Zn fue de 75,45 y 65,45 mg kg, respectivamente. Poblaciones y Rengel
(2016) también encontraron un incremento de la concentracion de Zn observando diferencias
significativas en los tres tratamientos que realizaron: Zn-suelo (P<0,05), Zn-foliar (P<0,001) y
Zn Suelo+Foliar (P<0,05). Gomez-Coronado et al. (2017) obtuvieron en trigo harinero bajo
condiciones mediterraneas, al igual que en este ensayo, las mayores concentraciones de Zn en
planta con los tratamientos Foliar (153,83 g ha) y Foliar+Suelo (169,66 g hal), siendo el
tratamiento de no-Zn o control (57,66 g ha*) el que obtuvo valores mas bajos.

Ante los resultados obtenidos y, segun la clasificacion llevada a cabo por Mortimer
(1999), podemos considerar los tratamientos de Zn Suelo, Foliar y Suelo+Foliar adecuados
para obtener alimentos adecuados en cuanto al contenido de Zn ya que estan por encima de 30
mg kg? y por debajo de 500 mg kg?, valor que se considera la concentracion maxima
tolerable para especies ganaderas. Por tanto, podemos considerar eficaz la biofortificacion con
Zn en guisante forrajero, teniendo en cuenta que la mayoria de los forrajes de alimento de
ganado tienen concentraciones deficientes de Zn y que una deficiencia de este puede afectar la
reproduccion, la piel y los problemas de la pezufia y causar hinchazon de las articulaciones
Oseas 0 una curacion lenta de las heridas. Ademas, las legumbres son generalmente mas altas

en Zn que las gramineas (Rasby et al., 2011).

Ademas, se ha visto que existe una relacion lineal entre la cantidad de Zn en suelo, en
planta, en animales y en humanos. Shukla et al. (2016) obtuvieron una correlacion alta entre
grano de trigo y la concentracion de Zn en suelo (R?=0,728), entre Zn en suelo y paja de trigo
para alimentacion de ganado (R?=0,713), entre Zn en sangre humana y Zn en grano de trigo
(R?=0,875), entre Zn en sangre humana y Zn en suelo (R?=0,661), entre Zn en sangre animal
y Zn en paja de trigo para alimento de ganado (R?=0,443) y entre Zn en sangre animal y Zn en
suelo de cultivo (R?=0,581). En este estudio, el trigo se fertilizo tanto al suelo como

foliarmente, la diferencia de concentracion en el cultivo de este tratamiento respecto a las
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parcelas no fertilizadas fue de 12,4 mg kg™ de grano de trigo; con este grano se alimento a
ratas y se midid la concentracién de Zn en sangre a los 0, 50 y 75 dias obteniendo una
diferencia entre tratamientos de 0,2, 6 y 6,7 pug Zn mL™%. Un estudio llevado a cabo en pollos
de engorde en Eslovaquia con distintas dietas enriquecidas con Zn, en forma de sulfato de Zn
0 Zn orgéanico, obtuvo como resultados un indice de conversion de la alimentacion menor con
el sulfato de Zn, ya que se paso de 1,64 a 1,58 g pienso g engorde, no influyendo el Zn
organico en este pardmetro. La ganancia de peso diaria de los pollos aumentd
significativamente con el sulfato de Zn, 3 gramos diarios mas respecto a la dieta base
(IvaniSinova et al., 2016). Sahraei et al. (2013) también obtuvo mayor ganancia de peso en
pollos de engorde alimentados con concentraciones de Zn en la dieta que contenia sulfato en

comparacion con el control o no-Zn.

El mejor tratamiento de Zn considerando la relacion rendimiento y concentracion de
Zn en planta fue el tratamiento Suelo+Foliar, con un rendimiento de 9 752,3 kg ha y una
concentracion de Zn de 86,93 mg kgt. Cakmak (2008) obtuvo resultados similares en un
ensayo en el cual estudio la influencia del Zn en el trigo. EI mejor rendimiento lo obtuvo con
el tratamiento de Zn solo al suelo, elevidndolo un 109% en el rendimiento en biomasa y en un
265% en rendimiento en grano, sin embargo, la concentracion de Zn en planta fue de 19 mg
kgt de M.S. en el forraje y de 18 mg kg de M.S. en el grano. Siendo la relacion méas 6ptima
entre rendimiento y concentracién de Zn, tanto en el grano como en el forraje del trigo,
cuando se aplicaba el Zn al suelo y foliar de forma conjunta, aumentando los rendimientos un
83% y 268% y la concentracion de Zn 69 y 35 mg kg* de M.S. para la parte aérea y el grano,

respectivamente.

Respecto a la interaccién Se*Zn, no se observa el efecto sinérgico observado para el
caso de la concentracion de Se. Aunque la mayor concentracion de Zn se obtuvo cuando no
se aplicd Se pero si Zn foliarmente, la diferencia no fue significativa respecto a la aplicacion
combinada Suelo+Foliar, con o sin Se y a la aplicacion conjunta Se-Zn Foliar (Figura 5.5).
Poblaciones y Rengel (2016) estudiaron la biofortificacion combinada de Se y Zn en el grano
de guisante bajo condiciones controladas en invernadero, la aplicacion de Se fue de 1 mL por
maceta de spray foliar al 0,03 y 0,06% de SeNaOs y la aplicacion de Zn fue de 10 ml por
maceta de spray foliar ZnSO4-7H20 a una concentracion de 0,25% y 0,5%; este estudio tanto
los parametros de brote como de raiz no se vieron afectados, es decir, que los tratamientos no

influyeron en el rendimiento, pero la concentracion de Se fue 17 y 25 veces mayor con los
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tratamientos de 0,03 y 0,06 %, respectivamente, mientras que el Zn fue 1,25 y 2,5 veces
mayor con los tratamientos de 0,25% y 0,5%, respectivamente. Este hecho, que puede resultar
a priori negativo de cara a los agricultores, debe ser tenido en cuenta como que la aplicacion
combinada Se y Zn es una practica mas que recomendable en estos suelos, deficientes en
ambos elementos y por tanto, avidos de aumentar las concentraciones en las partes

comestibles de los cultivos que crecen en ellos.

5.7.  Viabilidad econdmica de los tratamientos: Se foliar y Zn Suelo, Foliar y
Suelo+Foliar

En este apartado vamos a llevar a cabo un célculo de los costes de la biofortificacion
realizada para cada uno de los tratamientos, con el objetivo de mostrar la viabilidad
econdmica de estos para explotaciones agricolas y que no supone un gasto para los

agricultores, sino un beneficio.

Ganancias, costes y beneficio de la aplicacion de selenato sodico sobre el cultivo de

guisante forrajero

En primer lugar, trataremos los costes generados con la aplicacion foliar de 10 g Se ha
! pues ha sido la dosis utilizada en este ensayo y ha mostrado ser la mas eficaz en ensayos

previos (Poblaciones et al., 2013).
Los costes son los siguientes:

- Precio del producto: el coste de 100 g de selenato sodico aplicado sera de 80,59 €,

dado que se deberan aplicar 10 g de Na2SeOs ha?, el coste por ha es de:
10 g Na,SeO4 hat * 0,8059 € gt = 8,059 € ha'

- Coste de la aplicacion: segun el método ASAE, consideramos el coste horario de
funcionamiento de un tractor mas pulverizador 30 € h™' y el rendimiento de 0,4 h ha,
la aplicacion generara un coste de 12 € ha™l. Al ser solo necesario un Gnico pase para

realizar el tratamiento, el coste seria:

1 pase * 12 € ha! pase™ = 12 € hat
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- Coste total: al sumar los dos costes anteriores obtenemos el coste total de la aplicacion
que resulta en 20,059 € ha™.

Si consideramos como rendimiento medio del guisante forrajero no biofortificado 8
465,2 kg haly del biofortificado 9 255,7 kg ha*, que son los obtenidos en este ensayo y que
el precio de kg de forraje de guisante es de 0,17 € y el coste de la aplicacion de Se 20,059 €
ha, el beneficio obtenido por el agricultor de la aplicacion de Se seria de 114,33 € ha* (Tabla
4.10). Ademas, el precio del guisante biofortificado que hemos considerado, igual al no
biofortificado, podria alcanzar en el mercado un precio mayor, debido a los beneficios que
presenta en la alimentacion del ganado y que hemos indicado en apartados anteriores.
También, probablemente el beneficio incrementaria al clasificarse como alimento funcional
qgue es ‘todo alimento que contiene un componente, nutriente 0 no nutriente, con efecto
selectivo sobre una o varias funciones del organismo, con un efecto afiadido por encima de su
valor nutricional y que sus efectos positivos justifican que pueda reivindicarse sus

caracteristicas funcionales o incluso saludables’ (International Life Sciences Institute).

TABLA 4.10. Ganancias, costes y beneficio de la aplicacion de Se

No-Se Se
Rendimiento (kg ha?) 8465,2 9255,7
Precio del forraje (€ kg)* 0,17 0,17
Ganancias (€ ha) 1439,08 1573,46
Coste de la aplicacion (€ ha™) 0 20,06
Beneficio (€ hal) = Ganancias - Coste 1439,08 1553,41
Diferencia frente al control (€ ha?) 114,33

* Precio algo inferior al de la lonja de Ledn para la alfalfa que, al ser de la misma familia del

guisante, presenta caracteristicas muy similares.

Ganancias, costes y beneficio de la aplicacion de sulfato de Zn sobre el cultivo de

guisante forrajero

En este apartado vamos a evaluar la viabilidad econdémica de los siguientes

tratamientos: Zn Suelo, Zn Foliar y Zn Suelo+Foliar.
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- Precio del tratamiento al suelo: el coste de la pulverizacion de la superficie del suelo
con una dosis de 50 kg ZnSO4-7H,0 hal, siendo el precio del fertilizante de 1,35 € kg’

1 es de:
50 kg ZnSO4-7TH20 ha'l * 1,35 € kg™ = 67,5 € ha'

- Precio del tratamiento foliar: el coste de la pulverizacion foliar con una solucién
acuosa a una dosis de 8 kg ZnSO4-7H,0 hal, siendo el precio del fertilizante de 1,35 €
kg? es de:

8 kg ZnSO4-7H20 ha! * 1,35 € kgt = 10,8 € ha

- Precio del tratamiento al suelo combinado con el tratamiento foliar: es el resultante de
la suma de los dos anteriores 67,5 € hal y 10,8 € hal, es decir, 72,9 € ha™.

- Coste de la aplicacion: el coste de la maquinaria para llevar a acabo la aplicacion seria
al igual que en el Se, 12 € ha! pase™. Cuando el tratamiento es combinado se realizan
dos pases y el precio es, por tanto, de 24 € ha™.

- Coste total: el coste total es el resultado de sumar los dos costes para cada uno de los
tratamientos.

No-Zn: 0 € ha!

Zn Suelo: 67,5 € hat+ 12 € hat=79,5 € ha-1

Zn Foliar: 10,8 € ha'+ 12 € ha' =228 € ha?

Zn S+F: 67,5€hat+ 10,8 €hal+24 €hal=102,3 € ha'

Si consideramos como rendimiento medio del guisante forrajero del tratamiento No-
Zn 7 969,7 kg hal, del Zn Suelo 9 967,8 kg ha, del Zn Foliar 7 752,1 kg ha y del Zn
Suelo+Foliar 9 752,3 kg hat, los cuales son los obtenidos en este ensayo, el precio de kg de
forraje de guisante 0,17 € y el coste de la aplicacion de Zn 0, 79,5, 22,8 y 102,3 € ha™,
respectivamente, en comparacion con el guisante no biofortificado, el beneficio obtenido por
el agricultor con el tratamiento Zn Suelo seria de 260,17 € ha y con Zn Foliar seria de
200,742 € ha, con el tratamiento Zn Foliar perderia 59,79 € ha (Tabla 4.11). En cuanto al
tratamiento Zn Foliar, aunque aparentemente el agricultor pierde dinero, hay que tener en
cuenta que el precio del guisante biofortificado que hemos considerado es igual al no

biofortificado y, sin embargo, podria alcanzar en el mercado un precio mayor por los
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beneficios que presenta. Ademas, como he indicado en el apartado anterior deberia ser

considerado como alimento funcional, lo cual incrementaria su valor.

TABLA 5.11. Ganancias, costes y beneficio de la aplicacion de Zn

No-Zn Zn Suelo Zn Foliar Zn S+F
Rendimiento (kg hat) 7969,7 9967,8 7752,1 9752,3
€ kg 0,17 0,17 0,17 0,17
Ganancias (€ ha?) 1354,85 1694,53 1317,86 1657,89
Coste de la aplicacion (€ hat) 0 79,5 22,8 102,3
Beneficio = Ganancias - Coste 1354,85 1615,03 1295,06 1555,59
Diferencia frente al control (€ ha™) 260,18 -59,79 200,74

Ganancias, costes y beneficio de la aplicacion combinada de selenato sddico y

sulfato de Zn sobre el cultivo de guisante forrajero
Costes de la aplicacion de Se + Zn suelo:

- Coste de tratamiento de Se: 8,059 € ha*

- Coste de la aplicaciéon de Zn al suelo: 67,5 € hat
- Coste de la maquinaria (2 pases): 24 € ha!

- Coste total: 99,559 € ha™*

Costes de la aplicacion de Se y Zn Suelo+ Foliar (en este caso, solo consideramos dos

pases de maquinaria, pues el Se 'y el Zn se pueden aplicar a la vez)

- Coste de tratamiento de Se: 8,059 € ha™*

- Coste de la aplicaciéon de Zn al suelo: 67,5 € hat
- Coste de la aplicacion de Zn Foliar: 10,8 € ha*

- Coste de la maquinaria (2 pases): 24 € ha

- Coste total: 110,359 € ha™*
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TABLA 5.12. Ganancias, costes y beneficio de la aplicacion de Se y Zn de forma conjunta

No-Se + No-Zn  Se + Zn Suelo Se + Zn S+F

Rendimiento (kg hat) 7659,25 10899,7 9488,4
€ kg! 0,17 0,17 0,17
Ganancias (€ ha?) 1302,07 1852,94 1613,03
Coste de la aplicacion (€ hat) 0 99,56 110,36
Beneficio = Ganancias - Coste 1514,24 1753,38 1502,67
Diferencia frente al control (€ hat) 239,14 11,57

En el caso de aplicar Se y Zn al suelo de forma conjunta, se obtuvo un rendimiento de
10899,7 kg hal, la concentracion de Se fue de 111,16 pg kg y la de Zn 74,42 mg kg™. En
este caso, las ganancias son altas, aunque 20 € menos que el tratamiento Zn Suelo. Sin

embargo, este tratamiento lo consideramos mejor por su alta concentracion de Se.

En el caso de aplicar el Se y el Zn Suelo+Foliar conjuntamente, Unicamente serian
necesarios dos pases, uno para la aplicacion al suelo y otro para la aplicacion foliar. En este
caso, el rendimiento medio obtenido fue de 9488,4 kg ha, la concentracion de Se fue de
256,47 ug kg y la de Zn 83,47 mg kg siendo més alta que el tratamiento Se + Zn Suelo, por
lo que en su conjunto seria uno de los mejores tratamientos, en el que el coste de la aplicacion

ascenderia a 110,36 € ha! y el beneficio se reduce a 11,57 € ha™.
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A continuacién, expongo las conclusiones del presente estudio que se refieren a datos
de un solo afo agricola (2017/2018), por lo que se hace absolutamente necesario ampliar los
afios de estudio para obtener resultados concluyentes y clarificar la biofortificacion
agronomicas del Se y del Zn en el guisante forrajero (Pisum sativum L.) bajo condiciones
semiaridas mediterraneas. No obstante, las conclusiones que se han obtenido en este afio

agricola fueron las siguientes:

- La alta precipitacion durante todo el afio agricola, en general, y la elevada

precipitacion primaveral, en particular, elevaron los rendimientos de forma significativa.

- El suelo donde se llevo a cabo el ensayo, al igual que muchos otros del suroeste
peninsular son deficientes en Se y Zn, por lo que los cultivos que se sitden en estos terrenos

son susceptibles de ser biofortificados con estos nutrientes.

- El rendimiento en biomasa aumentd significativamente un 9,3% debido a la
aplicacion foliar de Se respecto a la no aplicacién y, en los tratamientos con la aplicacién al
suelo de 50 kg Zn ha't, tanto de forma aislada como en combinacion con el tratamiento foliar,

en un 25,1% y un 22,4%, respectivamente.

- El contenido proteico (%) disminuyd con la aplicacién foliar de Se de manera
significativa, pasando de 17,99 a 17,47% y con la aplicacion de Zn al suelo. Sin embargo,
aumentd significativamente con la aplicacion foliar de Zn. El contenido de cenizas
Unicamente mostré un menor contenido con la combinacién de las aplicaciones foliares de Se

y Zn disminuyendo el contenido.

- La fibra neutro detergente (%), la fibra acido detergente (%) y el contenido en lignina

(%) no se vieron influidos por ninguno de los tratamientos.

- El contenido de Ca no mostré diferencias en ninguno de los tratamientos. El Fe
disminuyd con la aplicacion de Zn via foliar y con la aplicacion combinada al suelo y foliar.

El Mg disminuy0 en todos los tratamientos con Zn tanto al suelo como foliar.

- La concentracion de Se aument6 significativamente, en casi cuatro veces cuando se

aplico 10 g Se hal, poniendo de manifiesto que cuando se aplica via foliar la planta lo
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absorbe y acumula eficazmente. La biofortificaion combinando las aplicaciones foliares de Se
y Zn, tanto de forma aislada como en combinacion con el tratamiento foliar provocaron un

efecto sinérgico en la acumulacion de Se en el forraje de guisante.

- Se comprob6 como la concentracion de Zn mas alta se obtuvo con los tratamientos
de Zn Foliar y Zn Suelo+Foliar, mostrando diferencias significativas respecto a la no
aplicacion de Zn. El efecto de aplicar conjuntamente Se foliar no influy6 significativamente

sobre la acumulacién de Zn en el forraje.

Estudiando por un lado el rendimiento en biomasa y su precio en mercado y el coste
de la aplicacion de los distintos tratamientos, los tratamientos que resultan ser
econdémicamente rentables son la aplicacion de Se, la aplicacion de Zn al suelo y la aplicacion
combinada de Zn al suelo y foliar. Si a eso afiadimos el valor afiadido por las mayores
concentraciones en Se y Zn alcanzadas, destacariamos la aplicacién conjunta de Se y Zn
Suelo+Foliar, pues, aunque el beneficio es inferior a la combinacion Se con Zn al suelo, la

mayor calidad nutritiva justifica la decision.
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