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CUANTIFICACION QUIMICA DE LiPIDOS EN CULTIVOS
SEMIHIDROPONICOS DE TOMATE EN ESTRES SALINO - ALTERNATIVA

PARA PROYECTOS EN CURSOS SEMESTRALES

Ramsés Salas Asencios' y Mario Monteghirfo Gomero?

Resumen

Se evalud el contenido de lipidos totales, triglicéridos y esteroles de cultivos
semihidropdnicos de tomate (Solanum lycopersicum) en condiciones de estrés
salino, utilizando métodos quimicos de cuantificacion. Los resultados muestran
una movilizacion de las fracciones lipidicas en respuesta a la salinidad similar a
lo reportado por otros trabajos de investigacion, lo que permite concluir que los
métodos quimicos utilizados en laboratorios clinicos son una buena alternativa
para realizar experimentos similares dentro de cursos de pregrado como
Instrumentacién Quimica o Fisiologia Vegetal.
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Chemical quantification of lipids in salt stressed semihydroponic tomato crops - an alternative

to use in projects of biannual courses

Abstract

The content of total lypids, triglycerides and sterols were evaluated in salt stressed
tomato (Solanum lycopersicum) semihydroponic crops by using chemical
methods of quantification. Results show lipid movilization in response to salt
stress, which was very similar to reported by scientific literature, concluding that
these chemical methods used in clinical laboratories are a good choice in order
to perform similar experiments in four-months undergraduate courses such as
Chemical Instrumentation or Plant Physiology.
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Introduccion

1 conocimiento cientifico se desarrolla a través de las conclusiones generadas ala hora

de disenar y realizar un experimento, lo que implica que su ensefianza debe tener una

fuerte base practica o experimental. De ahi la importancia que tienen las actividades
practicas o de laboratorio para los cursos de Ciencias, puesto que el simple hecho de repetir
acciones basicas como el uso de instrumentos o preparar soluciones ya genera habilidades
que serviran posteriormente para desarrollar proyectos de investigacion. Por todo esto es
crucial tener bien en claro qué actividades se realizaran en las sesiones de practica (Elliot et
al., 2008). Los enfoques pedagdgicos han ido cambiando con el tiempo, pero la tendencia
actual es dar énfasis a la participacion mucho mas activa del estudiante, formando grupos
de trabajo y planificando o disefiando sus propios experimentos, generando asi un
aprendizaje cooperativo, en el cual no sélo se desarrollen habilidades practicas sino también
de razonamiento y deducciéon (Adams, 2009). Dentro de las nuevas tendencias didacticas,
el trabajo de laboratorio a través de proyectos cortos de investigacion es el mas favorable
para la ensefianza en Ciencias, ya que se imitan todos los aspectos relacionados en crear
y disefiar un experimento, lo cual sera beneficioso para el aprendizaje de los estudiantes
(Espinoza et al., 2016).

Para el desarrollo de estos proyectos de investigacion dentro de las actividades de un
curso semestral, es necesario considerar el tiempo que se dispone (en cursos semestrales,
muchas veces menos de 4 meses) y, quizd lo mas importante, tomar en cuenta las
condiciones materiales, los modelos experimentales y los métodos a utilizarse, los cuales
deben estar al alcance de los estudiantes. En nuestra experiencia, el tomate ha sido utilizado
por largo tiempo para poder realizar experimentos respecto a los cambios metabdélicos que
pueden generarse al mantener los cultivos en ciertas condiciones, como por ejemplo el
estrés salino (Salas et al., 1999; Rodrigo y Salas, 2001; Diaz y Salas, 2007; Salas, 2015). Los
cultivos hidroponicos son una buena alternativa para mantener las plantas en condiciones
de laboratorio y desarrollar trabajos de investigacion (Tavakkoli et al., 2010; Ortega-Rodés
et al., 2016; Zhang et al., 2016; Umar y Siddiqui 2017), pero para cuantificar diversos
metabolitos en las plantas, las publicaciones al respecto utilizan técnicas modernas basadas
en HPLC, cromatografia de gases o espectrometria de masas por ejemplo (Vewer et al.,
2011), las cuales muchas veces no se encuentran disponibles para trabajos de pregrado,
por lo que en estos casos es necesario buscar métodos mas simples y asequibles, como los
métodos quimicos.

El objetivo del presente articulo es determinar el contenido de lipidos en cultivos
semihidropdnicos de tomate sometidos a estrés salino, utilizando métodos quimicos que
puedan ser usados para desarrollar trabajos de investigacion en cursos semestrales de
pregrado.

Materiales y métodos

Se utilizaron cultivos semi-hidropénicos de tomate comercial, Solanum lycopersicum,
variedad Rio Grande, a una temperatura ambiental de + 20°C, un fotoperiodo de 12 horas
con luz natural y 70% de Humedad Relativa, utilizando como sustrato arena desinfectada
con Hipoclorito de sodio al 2.5%. Se colocaron 25 plantas de tomate en bandejas de
poliestireno expandido (unicel, telgopor o tecnopor). Las bandejas fueron agrupadas en
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bloques y regadas por capilaridad con solucién hidropdnica comercial para tomate, a la
cual se le agregd Cloruro de Sodio hasta llegar a concentraciones finales de 0 mM, 40 mM,
85 mM, y 100 mM. Estos cultivos fueron mantenidos por 30 dias dentro de un laboratorio
y terminado este periodo se cortaron las plantas para poder determinar el porcentaje de
materia seca por separado en hojas, tallo y raiz segun Diaz y Salas (2007).

También se tomaron 1,5 gramos de cada muestra seccionada, se secaron a 60° C por
4 dias, luego de los cuales se colocaron en paquetes de papel Whatman N°1 y se procesaron
en un extractor Soxhlet, teniendo en cuenta las indicaciones de Lopez-Mesas y Crespi
(2000). Cada extraccion duré 4 horas usando cloroformo como solvente, luego se retiraron
las muestras y se resuspendieron los extractos obtenidos con cloroformo fresco para ser
finalmente almacenados a 4°C hasta su uso.

Los métodos de cuantificacion descritos a continuacion siguieron los protocolos del
Vademécum de Laboratorios Wiener SA (1999), asi como los reactivos utilizados, con una
previa estandarizacién para extractos cloroférmicos.

Para la cuantificacion de lipidos totales por el método quimico (Wiener SA, 1999),
se tomaron 50 pL del extracto cloroférmico y se le adicioné acido sulfurico concentrado,
agitando antes de colocar por 10 minutos esta mezcla en bafo maria hirviente. A 100 uL
de cada uno de estos tubos se le agregd reactivo vainillin fosférico y se procedi6 a una
incubacion en bafio maria a 37°Cy se le midi6 la Absorbancia a 530 nm.

Para cuantificar la cantidad de triglicéridos en los extractos cloroférmicos, se
utilizd el método quimico (Wiener SA, 1999), tomando 50 pL de cada muestra, realizando
una extraccion con acido sulfurico 0,15 N y nonano/isopropanol, para luego hacer una
transesterificacion con etéxido de potasio 0,50 M en butanol secundario. Luego se agregd
una solucién oxidante que contenia acido peryoddico 4 M en acido sulfurico 0,35 mM y se
usd como reactivo de color acetilacetona (2,4 pentanodiona) disuelto en buffer acetato de
amonio 5 M y arsenito de sodio 190 mM. Se midieron las Absorbancias a 420 nm.

Se us6 el método enzimadtico de cuantificacion de colesterol en sangre (Wiener,
1999) debido a que se considerd que la enzima utilizada también reconoce y actua sobre
fitosteroles (ver Discusion). Para esto se usaron 20 uL de cada uno de los extractos
cloroférmicos, adicionandoles 2 mL de suspension enzimatica (colesterol oxidasa y
peroxidasa) e incubando a 37°C por 5 minutos para realizar la lectura de Absorbancia a
505 nm.

Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado siguiendo un disefio
completamente al azar con arreglo factorial, al igual que las curvas de calibracién para
mostrar repetibilidad de cada prueba espectrofotométrica. Los resultados mostrados
corresponden a las medias y desviaciones estandar de las mediciones obtenidas.

Resultados

Los cultivos semihidroponicos de tomate en condiciones de laboratorio mostraron a los
30 dias diferencias en cuanto a crecimiento y tamano de hojas, demostrando un efecto
significativo de la salinidad sobre el desarrollo de las plantas y sus hojas (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Diferencias

en tamafio de cultivos
semihidroponicos de
tomate mantenidos en
diferentes condiciones de
salinidad.

Figura 2. Comparacion del
tamafio y drea de hojas de

plantas de tomate mantenidas
por 30 dias en diferentes

Normal 40 mM 85 mM 100 mM niveles salinidad.

El contenido de lipidos totales en tallos y hojas (Figura 3A) evidencia un incremento en
relacion con la salinidad de la solucién hidropdnica, sobre todo en hojas a concentraciones
de sal en el medio mayores a 85 mM. En cambio, en la raiz se observa una disminucién de
lipidos totales con el aumento de la salinidad, tratando de mantenerse estable por encima
de los 40 mM. El analisis de comparaciones multiples (Tabla 1) muestra diferencias
significativas entre las muestras Control y los diferentes tratamientos, con las plantas
expuestas a 85 mM de NaCl en el medio, principalmente en hojas mientras que en raiz las
diferencias fueron significativas entre las plantas Control y todos los tratamientos.
Resultados practicamente similares se observaron cuando se cuantifico el contenido de
triglicéridos en estas plantas (Figura 3B), con un contenido de triglicéridos en hoja
aumentando a medida que se incrementa progresivamente la salinidad del medio, mientras
que en raiz es mucho menor y presenta una disminucién con la salinidad del medio a
partir de los 20 mM de NaCl tanto para hojas como raiz. Las comparaciones multiples
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(Tabla 2) también muestras diferencias
tratamientos salinos, sobre todo en raiz.

% lipidos totales

significativas entre las muestras Control y los
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COMPARACIONES SIGNIFICANCIA ESTADISTICA
MULTIPLES TALLO HOJA RAIZ
0 Mm - 20 i 0,860 0,981 0,009*
0mM - 40 mM 0,077 0,282 0,000
0mM - 85 mM 0,00" 0,00~ 0,000"
0 mid - 100 mi 0,00* 0,00* 0,000
20 mi - 40 mM 0,33 0,546 0,067 Tabla 1. Comparaciones multiples del
20 mM - 85 miM 0,001* 0,00% 0,042 contenido de lipidos totales en plantas
20 mM - 100 m 0,00 0.00" 0,017 de tomate mantenidas por 30 dias en
40 mM - 85 miM 0017 0.002* 0998 diferentes condiciones de salinidad.
40 mM - 100 mh 0,001 0,00* 0,900 *Significancia estadistica por prueba Post
85 mM - 100 mM 0,239 0.003* 0,976 hoc Scheffé (p<0,05)

SIGMIFICAMCIA ESTADISTICA

COMPARACIONES

MULTIPLES TALLO HOJA RAIZ

0 Mm - 20 mM 0,454 0,952 0,00*
0 MM - 40 mM 0,005* 0,015 0,00*
0 mM - 85 mM 0,00 0,00" 0,00*
0 mM - 100 mM 0,00 0,00* 0,00*
20 mM - 40 mM 0,082 0,046 0,092
20 mM - 85 mM 0,00 0,00* 0,041*
20 mM - 100 mM 0,00 0,00" 0,012
40 mM - 85 mM 0,00* 0,00* 0,985
40 mM - 100 mM 0,00 0,00 0,719
85 mM - 100 mM 0,006 0,01* 0,940

Tabla 2. Comparaciones multiples del
contenido de triglicéridos en plantas
de tomate mantenidas por 30 dias en
diferentes condiciones de salinidad.

*Significancia estadistica por prueba Post
hoc Scheffé (p<0,05)

Respecto al contenido de esteroles, la Figura 4 muestra un incremento gradual de estos
compuestos en hojas a medida que aumenta las condiciones de salinidad en la solucién de
riego hasta los 85 mM, mientras que en raiz se observa una disminucién gradual a medida
que aumenta la concentracion de sal en el medio. El analisis de comparaciones multiples
(Tabla 3) mostré diferencias significativas entre el Control y las muestras salinas a partir de
40 mM en hojas, mientras que en raiz las diferencias fueron significativas entre el Control
y todos los tratamientos. Las pruebas estadisticas para lipidos totales, triglicéridos y
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esteroles mostraron en todos los casos diferencias significativas (p=0,000; 0,004 y 0,000

respectivamente).
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Figura 4. Contenido de esteroles en
o ﬁ |_I-| ﬂ [71 | plantas de tomate mantenidas por 30 dias
o o 0 - o0 con s.ol.uc1ones de riego con diferentes
condiciones de Salinidad.
mM NaCl

SIGNIFICANCIA ESTADISTICA

COMPARACIONES i
MULTIPLES TALLOD HOJA RAIZ

0 Mm - 20 mM 0,952 0,383 0,00~

0 b - 40 m 0,444 0,040" 0,00*

0 mbd - 85 mM 0,008* 0,007" 0,00*

0 mbd - 100 mM 0,004~ 0,053 0,00"

20 mbd - 40 mi 0829 0,568 0.011* Tabla 3. Comparaciones multiples del

20 mi - 85 mM 0.025* 0,139 0.003* contenido de esteroles en plantas de tomate
20 mM - 100 mM 0,012 0.669 0.001* mantenidas por 30 dias en diferentes

40 mM - 85 mM 0133 082 0,882 condiciones de salinidad.
40 mM - 100 mb 0062 1.00 0,256 *Significancia estadistica por prueba Post hoc
85 mid - 100 mM 0.987 0.730 0.725 Scheffé (p<0,05)

Discusion

El mantenimiento de los cultivos semihidroponicos de tomate por 30 dias permite observar
el efecto de la salinidad sobre el crecimiento vegetativo de las plantas (Figuras 1 y 2) y
concluir que también debe haber un efecto sobre su metabolismo. Se ha observado un
incremento del contenido de lipidos totales en las plantas de tomate, tanto en tallo como en
hojas, mientras que disminuye en raiz a medida que aumentan las condiciones de salinidad
(Figura 3A). Estos resultados podrian explicarse como que la salinidad estd generando un
estrés hidrico, durante el cual hay una disminucién de lipidos en la membrana celular,
una inhibicién de su sintesis y mas bien una activacion de la lipolisis y lipoperoxidacion
(Gigon et al., 2004). Ya Shannon (1992) habia reportado en Plantago media que las raices
sufrian una disminucion de fosfolipidos, galactolipidos y sulfolipidos en respuesta a un
incremento de NaCl en la solucién de riego utilizada, y consideré que la permeabilidad
de la membrana era la principal funcion afectada. Sin embargo, debido a que la Figura
3B muestra que el contenido de triglicéridos se comporta de manera practicamente
similar a la de lipidos totales, se podria concluir que el estrés salino estaria afectando
principalmente a esta fracciéon, que cumple funcién en las plantas de almacenamiento
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de carbono y/o energia (Yu et al., 2011). El analisis de comparaciones multiples mostrd
diferencias significativas en hojas a partir de los 40 mM de NaCl, mientras que en raiz las
diferencias fueron significativas a partir de los 20 mM de NaCl en la solucién de riego, lo
cual permite reforzar la conclusion de que la raiz es la primera estructura que genera sus
ajustes metabdlicos para lipidos y triglicéridos al percibir niveles relativamente bajos de
sal.

Sibien es cierto que la cantidad de colesterol en plantas es practicamente despreciable
(Schmid y Ohlrogge, 2002; Lopez-Pérez et al.,, 2009), a cambio se pueden encontrar
esteroles como el estigmasterol y el sitosterol, moléculas estructuralmente similares al
colesterol, lo que hace posible el reconocimiento de estos compuestos por la enzima
colesterol oxidasa usada para la cuantificacion, debido al reconocimiento especifico del
hidroxilo en C-3 y el doble enlace a nivel de los carbonos A-4 o A-5 (Figura 5) (Lange,
1992; Richmond, 1973). La extraccién cloroférmica tampoco estaria interfiriendo debido
a que, en medios conteniendo solventes organicos y detergentes, la enzima mantiene su
actividad (Kumari y Kanwar, 2012). En la Figura 4 se puede observar una disminucién de
la concentracidn de esteroles en raiz cuando el contenido de sal en el medio es de 40 mM,
mientras que en hojas se incrementan los valores hasta los 40 mM, y en ambas estructuras,
a mayores concentraciones de sal en el medio se mantienen constantes los contenidos de
esteroles. Estos compuestos cumplen una funcién muy importante como componentes
estructurales de las membranas celulares, regulando su fluidez (Avalos y Pérez-Urria,
2009). Por otro lado, se considera que los esteroles libres regulan la actividad enzimatica en
membrana, asi como su permeabilidad y la absorcién de iones (Zamani et al., 2010). Por
tanto, se podria considerar que en raiz, el estrés salino mantiene la membrana celular mas
fluida al disminuir su contenido de esteroles, mientras que en hojas la membrana estara
menos fluida y permeable. Esta respuesta dependeria de la especie de planta. Zamani et al.
(2010) observaron que en algunos cultivares de canola (Brassica napus) la salinidad del
medio disminufa la concentraciéon de

Figura 5. Comparacion
estructural del
estigmasterol (A), el
sitosterol (B) y el colesterol
(C) senalando la zona
reconocida por la enzima
colesterol oxidasa (arco
gris).

esteroles, mientras que en otros se _
elevaba, mientras que Wu et al. (2005) NN -
observaron un aumento de lipidos en (A) (B)
cultivos de callos de Spartina patens si se
mantenian con altas concentraciones de

HO HO

NacCl, siendo los esteroles la fraccién con
mayor concentracion, principalmente el
campesterol mientras que disminuyeron
los niveles de sitosterol. Se han observado (C)
también cambios en la concentracién de
esteroles libres y de sus derivados en
respuesta al frio y a patégenos (Schmid y

Ohlrogge, 2002). "o

Conclusiones

Los resultados del presente trabajo permiten considerar a los cultivos semi-hidropdnicos
como un modelo de estudio de los cambios que ocurren en plantas de tomate sometidas
a estrés salino, no so6lo sobre parametros morfoldgicos y productivos, sino también sobre
parametros metabdlicos, tanto a nivel de planta entera como seccionando hojas, tallo y
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raiz. Los métodos quimicos y enzimadticos utilizados son de uso comun en laboratorios
clinicos para la determinacion de las fracciones lipidicas en sangre y (debido a que todas
las pruebas asi como sus curvas de calibracién se han realizado por triplicado, asi como
que este proyecto ha sido repetido varias veces por alumnos en nuestro laboratorio) han
mostrado tener sensibilidad y reproducibilidad al usarlos con muestras provenientes de
extractos cloroférmicos de plantas. No se ha tenido hasta la fecha ninguna dificultad en
la adquisicién de los reactivos para estas determinaciones, ya que son de venta libre y
directa. La extraccion Soxhlet con cloroformo no interfiere en la reaccion de color, al igual
que no interfiere con la determinacioén enzimatica de esteroles. Por esta razon, todos los
resultados obtenidos concuerdan con lo sefialado por la literatura, en cuanto a que hay
una acumulacion de triglicéridos en hojas, quiza con fines de ser usados como fuente de
energia, mientras que hubo una disminucién de esteroles en raiz y un aumento en hojas,
implicando ajustes de la fluidez de las membranas celulares (ver Discusion).

Por todo lo expuesto, se considera que este tipo de experimento puede ser
desarrollado en diversos cursos de pregrado, como por ejemplo Instrumentacion Quimica
(debido a las técnicas de extraccion de lipidos y la determinacion fotocolorimétrica) o
Fisiologia Vegetal (considerando el efecto del estrés salino sobre las plantas de tomate). En
nuestro caso, los experimentos mostrados en el presente articulo fueron realizados por los
autores a fin de medir los tiempos necesarios para cada etapa, pero experimentos similares
fueron desarrollados de manera individual como parte del curso de Practicas Pre-
profesionales. Si trabajando una sola persona el trabajo dur6 54 dias en total, se piensa que

Tabla 4. Programacion

de actividades para un
experimento similar al del
presente articulo.

podria llevarse a cabo como proyecto

ETAPAS TIEMPO CALCULADO ACTIVIDADES . . .,
INVOLUCRADAS de investigacién dentro de cursos
Germinacion y mantenimiento de - 5 dias germinacién.  Germinacién en arena como semestrales, ya que se cumpliria de
plantulas en condiciones normales. sustrato. holead 1 ti del
- 7 dias. Mantenimiento de plantulas manera nholgada con € tiempo de

germinadas en medio
hidropdnico normal.

Cambio de solucién
hidropdnica conteniendo
concentraciones
determinadas de sal.
Extraccion de plantas y corte

trabajo experimental y la redaccién
del Informe Final (Tabla 4). Se
propone que, a nivel de asignaturas,
el trabajo puede ser realizado por
equipos de 4 o 5 estudiantes a lo

Cultivo semihidropdnico de tomate - 30 dias
en diferentes condiciones de
salinidad.

Seccionado de muestras y secado - 5 dias

a estufa. detallo, hojas y raiz (1dia).  4vimo, debido a la cantidad de
Secado a estufa (4 dias para > :
determinar peso seco y muestras y tratamientos envueltos (4
N ) extraer lipidos) tratamientos, y muestras de raiz, tallo
Extraccion Soxhlet. - 2 dias Cada extraccion dura 4 horas.

Las muestras son hoja, raiz,
tallo por triplicado y de 4
tratamientos, por lo que en
total son 36 muestras, el
equipo permite realizar 4
extracciones ala vez. Por
tanto, el total de extracciones
dura 36 horas.

y hojas por triplicado en cada
tratamiento), permitiendo la
evaluacion de la responsabilidad y
capacidad de organizacién del equipo
(Tabla 5).

El desarrollo de pequenos

Determinacion de lipidos. - 1dia En cada caso se realiza una . . .,
curva-de calbracidn de & proyectos de investigacion en cursos
puntos. Duracién calculada  de pregrado se vuelve una alternativa
de cada determinacion: 40 -
Sy en cuanto a la ensefianza en las
Andlisis de datos y redaccion del - 5 dias Célculo de concentraciones, carreras cientificas, puesto que
informe final. andlisis estadistico y . -1:
redaccion del informe final. permr@n desarr.ollar' habilidades
TOTAL TIEMPO REQUERIDO - 54 dias Eltrabajo puede realizarse en  procedimentales sin dejar de lado los

grupos de 4 o 5 estudiantes.

fundamentos tedricos, tanto de las
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técnicas que se usan como del fendomeno que se estd estudiando, ademas de entrenar a los
estudiantes a resolver problemas actuales, “de la vida cotidiana” (Viera et al, 2017), y a la
par desarrollar también el pensamiento sistematico en el futuro cientifico (Elliot et al.,

2008).

Actividades 4 puntos 2 puntos 0 puntos
Mantenimiento de los El equipo muestra El equipo cumplio Los cultivos no
cultivos responsabilidad y de manera irregular ~ fueron mantenidos

Extraccion de las
muestras.

Procesamiento de las
muestras.

Determinacién de
lipidos.

coordinacién entre
los integrantes.

Se mostré
coordinacién y
participacién de
todos los
integrantes.

El equipo se dividié
el trabajo de
manera racional y
eficiente.

Se mostré
conocimiento
previo de las
determinaciones a
realizar.

con el
mantenimiento de
los cultivos

El trabajo de
extraccion fue
parcialmente
desorganizado

Se evidencié fallas
en la division y
realizacion del
trabajo.

Algunos integrantes
no mostraron
conocimiento de
los protocolos.

en las condiciones
indicadas.

No se mostré
coordinacién previa
entre los
integrantes.

El procesamiento
de las muestras no
fue organizado.

Hubo total
desconocimiento
de los protocolos a
seqguir.

Andlisis de datos e El trabajo mostré Elinforme No se realizd el Tabla 5. Rubrica para
Informe final. participacién de evidencia andlisis de datos o evaluar el desempefio
todos los descoordinacién en  no se presentd el de equipos designados
integrantes. el informe informe final. a trabajos similares al
redactado. expuesto en el articulo.
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