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L Introduccion.
11. Absorcion del B por las plantas.
1.1.1. Generalidades.

El boro (B) es absorbido de la solucion
del suelo principalmente como 4cido
borico no disociado. Consideraciones
tedricas predicen que el acido borico no
disociado debe de ser permeable a través
de la membrana. De acuerdo con esto,
recientes investigaciones muestran que la
absorcion radicular del B se realiza de
forma pasiva, y no por medio de procesos
metabolicos (Hu y Brown, 1997).

Por lo tanto, y teniendo en cuenta estas
consideraciones, la absorcion de B es
inicialmente  determinada  por la
concentracion de B existente en el medio
de cultivo, y seguidamente por la razon de
transpiracion de la planta. Sin embargo,
existen investigaciones en las cuales se
comprueba que las distintas especies
vegetales pueden mostrar diferencias
significativas en cuanto a la absorcion y
acumulacion de B, incluso cuando éstas
crecen bajo las mismas condiciones
ambientales (Hu y Brown, 1997).

1.1.2. Mecanismos de absorcion del B.
1.1.2.1. Propiedades del 4cido borico.

El 4cido borico es un acido muy débil en
soluciones acuosas, y su actividad como
acido parece estar relacionada a la
aceptacion de iones oxidrilo y no a la
donacion de iones hidroxilo, de acuerdo
con la siguiente reaccion (Hu y Brown,
1997):

B(OH); + 2H,0 = B(OH) + H;0"
(pPK, 9.25)
Por lo tanto, en suelos débilmente acidos o
neutros, el B se encuentra principalmente
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con acido borico no disociado (Raven,
1980).

Otra propiedad del acido borico, que
también puede influir en su absorcion
radicular, es la propiedad o habilidad para
formar complejos del tipo cis-diol con
distintas moléculas organicas. Por ejemplo,
en apio el B presente en los exudados
floematicos se presenta practicamente
formando complejos B-manitol (Hu et al,,
1997).

Existen un gran numero de compuestos
bioldgicos que pueden formar complejos
con el B, tanto en el citoplasma como en la
pared celular. Entre estos compuestos
destacar los azicares y sus derivadas, los
fenoles, los 4cidos organicos y algunos
polimeros (Raven, 1980). La formacion de
complejos entre el B y compuestos como:
sorbitol, manitol, glicerol, ribosa, fructosa
y nicotiamida-adenina-dinucleotido, son
ejemplos que se han podido comprobar en
distintos trabajos como los de Loomis y
Durst (1992) y Hu et al. (1997). Ademas de

la formacion de estos complejos,
recientemente se ha caracterizado en la
pared celular el complejo  B-

rhamnogalacturano (Ishii y Matsunaga,
1996).

La presencia de cantidades significativas
de complejos de B en la pared celular
podria tener un efecto determinante sobre
la absorcion de B, si ésta dependiera
solamente del gradiente de concentracion
del 4cido borico existente a través de la
membrana (Hu y Brown, 1997). En
relacion a este aspecto, Raven (1980)
sugirié que la cantidad de B total en el
tejido podria exceder a la cantidad de B
libre existente en el medio de cultivo,
debido posiblemente a la formacion de
complejos de B.
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[.122. ;Es la absorcién de B activa o
pasiva?.

Como describiremos a continuacion
existe bastante controversia en relacion a la
naturaleza de la absorcion radicular de B,
puesto que existen distintas investigaciones
que defienden la naturaleza activa de este
proceso, mientras que otras defienden la
naturaleza pasiva de la absorcion del B.

Bingham et al. (1970) realizaron los
primeros estudios de absorcion de B en
raices de cebada. Con una concentracion
de B de 093 mM y en un periodo de
absorcion de 4h, Bingham et al
encontraron que la absorcion de B
mostraba una fuerte dependencia del pH
dentro de un rango alcalino. Analisis del
efecto del pH sobre la proporcion de
B(OH); y B(OH) en el medio de cultivo
revelo que la absorcion de B por las raices
de cebeda fue principalmente en forma de
B(OH); independientemente del pH. En un

iempo de estudio de 1 a 24h, estos autores
no encontraron ninguna acumulacion
radicular de B, y ademas no encontraron
una acumulacién de B en contra de un
gradiente de concentracién. Por otro lado,
cuando se transferian las raices a una
solucion de sulfato calcico,
aproximadamente el 95% del B
inicialmente absorbido por las raices se
perdia o era excretado hacia la solucion del
sulfato calcico. A pH 6.0., cambios en la
temperatura de la solucion de 10 a 30 C,
cambios en la composicion de sales (Ca o
K), y variaciones en la adicion de KCN o
2.4-dinitrofenol  fracasaron en ejercer
alguna influencia sobre la absorcién de B.
Estos resultados, condujeron a Bingham et
al. (1970) a concluir que la absorcién de B
e€ra un proceso no-metabolico que actuaba
en respuesta a un gradiente de
concentracion, ademas de indicar que la
forma del acido bodrico no disociado era

mas favorable en la absorcion de B.
Wilders y Neales (1971) utilizando
tejidos de zanahoria y remolacha
sugirieron que la absorcion de B era un
proceso activo, ya que ésta era inhibida por
factores como la anoxia, las bajas
temperaturas y la adicion de 24-
dinitrofenol. Por otro lado, el contenido de
B en estos tejidos, después de un periodo
de absorcion en una solucion de B de 0.1

- mM, era completamente liberado a una
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solucion libre de B sugiriendo este
comportamiento la existencia de procesos
tipo difusion, es decir pasivos. Por lo tanto,
Wilders y Neales (1971) concluyeron que
existian dos componentes en la absorcion
de B: una difusién pasiva de B(OH);, y un
transporte activo del ion B(OH).

Bowen y Nissen (1977) usaron raices de
cebada en estudios de absorcion de B bajo
periodos cortos de tiempo. Los rangos de
concentracion que utilizaron fueron de 0.2
a 5 mM, y ellos no encontraron una
acumulacion de B en contra de un
gradiente de concentracion después de Sh
de absorcion. Sin embargo, cuando estos
autores estudiaron la absorcion de B en
funciéon de un rango de concentracion
externa de 0.05 a 13.3 mM, observaron que
los datos resultantes podrian describirse
por una serie de fases separadas por saltos,
los cuales ocurrian a unas concentraciones
de B de 0.16, 0.20, 0.47, 0.55 y 8 mM
respectivamente. Basandose en estos
resultados, Bowen y Nissen (1977)
indicaron que la absorcion de B en cebada
se producia por un proceso activo, ya que
es compatible con el concepto de
absorcion multifasica. Ademaés, para
apoyar estos argumentos, Bowen y Nissen
(1977) reportaron que la absorcion de B, a
partir de una solucion externa con una
concentracion de este micronutriente de 1
mM, era fuertemente dependiente de la
temperatura en un rango de 3 a 47 C, y
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Los propios autores reconocen que, aunque la corre
lacién entre las estabilidades de los guelatos y sus espec-
tros es evidente, no se puede encontrar una explicacibn satis
factoria de los hechos experimentales tomando en considera--
cién sélo los factores citados, ya que en la bibliografifa -
existen algunas descrepancias, como la sefalada por fFreeman-~
y White (30), para los cuales la magnitud de la intensidad -
de fluorsscencia de estos mismos quelatos cbliga a aceptar el
orden de estabilidad Al>Ga>In, que no concuerda con el de --

Kirby.

Hemos visto hasta aqui que la variacién del pH del
medio hace variar el grado de formacidn de los comple jos me-~
tédlicos obtenidos, el orden de estabilidad de los mismos y -
como consecuencia de la complejacién, la tonalidad del color,
Los espectros de absorcidn varian Yy gracias a esta variacién
con el pH ha sido posible calcular las constantes de disocia
cién de los colorantes y las de estabilidad de los comple jos,
sagln las tecnicas espectrofotométricas habituales. Por otro
lado, hemos de tener en cuenta el efecto de los puentes de -
hidrogeno intramoleculares, que ejercen una accidn importante
sobre los ecuilibrios.protoliticos del grupo hidroxiloc en lcs

azocolorantes,

Asi, Stamm (31), ha investigado este efecta, obser
vando gus los compuestos que posee un grupo hidroxilo en posi
cién orto respecto al grupo azo presentan una constante de di
sociacién 4cida considerablemente menor que los gue lo tienen

en posicién para.

Este hecho se explica satisfactoriamente, aceptan-
do la formacidn de un puente de hidrocgeno entre el grupo UH -
en posicidn orto y un dtomo de nitrogeno del grupo azo, puan
te gue no se puede formar en los compuestos para, y que evi-

dentemente dificulta la disociczcidn.del grupo OH,
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ademds era inhibida por inhibidores
metabolicos incluyendo el 2,4-dinitrofenol,
azida, cianuro-sodico, y arsenato, entre
otros.

Thellier et al. (1979) condujeron un
estudio de ﬂqjo de B(OH); utilizando
isétopos "B y ''B. Después de un periodo
de absorcién en una solucion de 0B, las
plantas fueron transferidas a una solucién
de ''B 0 a una solucion de agua pura con el
fin de determinar la cinética de eflujo. Los
resultados sugirieron que existen cuatro
compartimentos diferentes en las células
en relacion al B: espacio libre, citoplasma,
vacuola y pared celular. En cada uno de
estos compartimentos el contenido en B
era mucho mayor que el de la solucion
externa. Los autores demostraron que estos
resultados no se podian interpretar como
una evidencia de la existencia de un
mecanismo activo en la absorcion de B,
sino que era atribuido probablemente a la
formacion de complejos borato mono- o
di-ester en los distintos compartimentos
celulares.

Usando isotopos estables de B, Brown y
Hu (1994) reportaron que la absorcion de
B era lineal dentro de un rango elevado de
concentracion de este micronutriente (0-
02 mM o 0.2-10 mM) en cultivos de
células de tabaco y en raices de girasoles y
de calabaza. Ademas, no encontraron
ningun tipo de cinética de saturacion en la
absorcién de B, y ésta no era inhibida ni
por la accion de inhibidores metabdlicos,
ni por bajas (2°C) y altas (47°C)
temperaturas.

En estas experiencias, la incorporacion
de ''B durante el pretratamiento no era
desplazado por el "B, sugiriendo que el B
puede ser incorporado dentro de ciertos
complejos en la célula (Brown y Hu,
1994). Finalmente, Brown y Hu (1994) en
estudios sobre el eflujo de B en células de
tabaco, encontraron que el eflujo de B se
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completaba en 1 min después de haber
transferido el cultivo a una solucion libre
de B. Los autores indicaron que ésta rapida
salida de B probablemente representaba al
B situado en el apoplasto, por lo tanto
concluyeron que la absorcion del B es un
proceso no metabolico controlado por la
formacion de complejos de B en el
citoplasma y pared celular.

En definitiva, y teniendo en cuenta éstos
y otros resultados expuestos en la revision
de Hu y Brown (1997), existen bastantes
evidencias que soportan y defienden que
los procesos de absorcion del B no son
metabodlicos. Finalmente, Hu y Brown
(1997) proponen que la absorcion de B
puede se explicada por una difusion pasiva
de 4cido borico, seguida de una rapida
formacion de complejos de B en el
citoplasma y en la pared celular. La
disminucién de acido borrico libre en la
célula por la formacion de estos complejos,
permitiria una mayor absorcion de B desde
la solucion externa, conllevando a que la
concentracion de B en los tejidos de la
planta exceda a la concentracion de este
elemento de la solucion externa.

[.1.2.3. Factores que afectan a la absorcion
deB.

La absorcion de B por las raices de las
plantas es afectada por varios factores
medioambientales, tanto edaficos como no
edaficos. Entre los factores edaficos mas
comunes destacar: el contenido inicial de
B, el pH del suelo, el tipo de iones
presentes en la solucion del suelo, el
contenido en materia organica, la cantidad
y tipo de minerales, y finalmente el
contenido hidrico del suelo (Keren et al.,
1985).

Entre los factores edaficos, el pH es la
variable mas determinante en la absorcién
del B (Gupta, 1979). En general, la
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absorcion de B disminuye con el
incremento del pH edafico debido
principalmente a dos razones. En primer
lugar, un valor de pH inferior a 7.0 da lugar
a que sea la forma B(OH)3 la que
predomine en el medio, siendo la afinidad
de la arcilla por esta forma de B muy baja
por lo que la cantidad de B adsorbido al
suelo es minima. Cuando el pH aumenta,
la forma B(OH) incrementa respecto a la
forma B(OH);, aumentandose también la
cantidad de B adsorbido por el suelo,
puesto que la arcilla presente en éste
muestra una gran afinidad por la forma
B(OH) (Keren y Bingham, 1985). En
segundo lugar, Oertli y Grgurevic (1975)
encontraron que la absorcion radicular de
B disminuia con el incremento de pH, lo
que estaba correlacionado con la
disminuciéon de la forma B(OH)s,
demostrandose de esta manera que es esta
forma del B la mas disponible y accesible
para las plantas.

En condiciones no edaficas, Ila
transpiracion parece ser el factor mas
determinante en la absorcion del B. A
través de la transpiracion, otros factores
como son la humedad relativa, la
temperatura y la intensidad luminosa
también alteran a la absorcién del B (Hu y
Brown, 1997). Por ejemplo, Bowen (1972)
estudiando las variables que afectaban a la
absorciéon de B en cafia de azicar,
encontraron que el incremento de la
intensidad  luminosa  aumentaba la
absorcion de B, mientras que la
disminucion de la humedad relativa
incrementaba la  absorcion de B.
Similarmente, un incremento de la
temperatura aérea conllevaba a un
aumento de la absorcion del B incluso
permaneciendo constante la humedad
relativa. Finalmente, y cuando otros
factores ambientales fueron constantes, un
incremento en la temperatura radicular
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daba lugar a un aumento en la absorcion
del B. Resultados similares a los que
acabamos de describir han sido también
descritos por Oertli (1994).

Como indicabamos al inicio, todos estos
factores que afectan a la absorcion del B
pueden ser explicados por cambios en la
transpiracion (Raven, 1980). Por ejemplo,
una reduccion en la humedad relativa
incrementa la transpiracion, resultando por
lo tanto en un incremento de la absorcion
de B. Por otro lado, aumentos de la
temperatura crean un déficit de vapor de
agua, lo que da lugar a incremento de la
transpiracion, resultando en un aumento
proporcional de la absorcion de B. La
intensidad luminosa muestra un efecto
similar que el incremento de la
temperatura o la disminuciéon de la
humedad, y por lo tanto el resultado es un
aumento en la absorcion de B.

Sin  embargo, los incrementos
observados en la absorcion del B al
aumentar la temperatura radicular no
pueden ser explicados a través de la
transpiracion. En determinados casos no se
presentan relaciones simples entre la
transpiracion y la absorcion del B. Por
ejemplo, estudios entre genotipos con
diferencias en cuanto a su sensibilidad a la
toxicidad del B demuestran que la
transpiracion no es esencial para la
absorcion (Huang y Graham, 1990).

1.2. Movilidad del B en las plantas.
[.2.1. Generalidades.

La existencia de desordenes
nutricionales en relacion al B sugieren que,
en la mayoria de los casos, la deficiencia
de este micronutriente en plantas sea de
naturaleza fisioldgica implicando a la
movilidad de este elemento entre las
distintas partes de la planta.
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Mientras que existen muy pocas dudas
en relacion a que el B es translocado via
xilema hacia los lugares de mayor perdida
de agua (fuente), encontramos gran
controversia sobre el papel que desempefia
el floema en suministrar B a los distintos
lugares donde no se produce realmente una
perdida importante de agua (sumidero)
(Brown y Shelp, 1997).

1.2.2. Dinamica del B en especies vegetales
con baja movilidad del B.

12.2.1. Resultados
retranslocacion del B.

en contra de la

Como acabamos de indicar, una vez el B
es translocado via xilema hacia las hojas
maduras, éste y segin las investigaciones
tradicionales es acumulado en estos
6rganos. Los resultados que indican que el
B no es retranslocado via floema hacia
otros oOrganos de la planta son los
siguientes:

(i) una concentracion de B en las hojas
maduras superior a la del exudado del
floema (Shelp et al., 1996),

(ii) los sintomas de deficiencia del B en
la parte aérea tipicamente ocurren en los
tejidos meristematicos, mientras que los
sintomas de toxicidad se muestran
inicialmente en los margenes de las hojas
maduras (Marschner, 1995; Oertli, 1994,
Shelp et al., 1995),

(iii) en plantas jovenes de calabaza y
tomate, los sintomas de deficiencia de B se
desarrollan  rapidamente  cuando el
suministro de éste es interrumpido, 1o que
nos indica una minima removilizacion del
B procedente de las hojas maduras (Hu y
Brown, 1994).

Estos datos son las bases para considerar
al B historicamente como un elemento
inmovil, lo que no excluye la posibilidad
de que el este micronutriente pueda ser

I-6

retranslocado via floema (Brown y Shelp,
1997).

12272 Resultados a favor de la
retranslocacion via floema del B.
Se ha comprobado en distintas

experiencias que la concentracion de B
disminuye acropetamente cuando las
plantas crecen bajo niveles de B
adecuados. Sin embargo, en plantas
deficientes de B, este gradiente desde las
hojas maduras a las jovenes desaparece
(Shelp et al., 1992; Marentes et al., 1996).

Shelp y colaboradores, han indicado en
distintos trabajos que los cocientes entre
las concentraciones de B de los sumideros
en desarrollo y las de las hojas maduras
eran superiores en plantas limitantes de B,
en relacion a los obtenidos en plantas con
un suministro adecuado de este
micronutriente (Shelp et al., 19897; Shelp,
1988; Shelp y Shattuck, 1987a,b).

Las pruebas sobre la retranslocacion del
B via floema se deben principalmente a
una disminucion de la concentracion de B
en las hojas maduras de distintas plantas, y
a la no variacién de las concentracion de
este elemento en distintos frutos cuando las
plantas eran sometidas a una deficiencia de
B (Campbell et al., 1975; Shelp, 1988; Liu
etal., 1993).

1.2.3. Dinamica del B en especies vegetales
con elevada movilidad de B.

Recientemente, se ha probado que el B
exhibe una rapida y significativa movilidad
por el floema en especies en las cuales el
sorbitol es el principal producto
fotosintético (Brown y Hu, 1996). Estos
autores sugieren que el B muestra una
elevada movilidad por floema en aquellas
especies cuyos productos fotosintéticos
principales son el sorbitol, manitol o
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dulcitol, debido a que estos polialcoholes
pueden formar complejos con el B.
Posteriormente, esta hipotesis ha sido
verificada por Hu et al. (1997), ya que
estos autores han aislado y caracterizado
distintos complejos B-polialcoholes en
plantas de apio y melocotonero.

1.2.3.1. Distribucién de B en los tejidos de
las plantas.

Distintas pruebas sobre la movilidad del
B por el floema pueden ser encontradas a
través de la distribucion del B entre los
diferentes o6rganos de la planta. Por
ejemplo, en un cultivo de Pistacho las
concentraciones mds elevadas de B se
presentaron en las hojas, mientras que las
minimas se encontraron en los frutos. Por
el contrario, en un cultivo de almendros,
bajos las misma condiciones que el
anterior, las maximas concentraciones de
este micronutriente se dieron en el fruto
mientras que las minimas en las hojas
(Brown y Shelp, 1997).

La distribucion del B en arboles de
pistacho nos indica por lo tanto Ia
limitacion en la movilidad por el floema de
este elemento, mientras que el B es
claramente movil a través del floema en
arboles de almendro. Al igual que en ésta
ultima especie, existen otras que por medio
del analisis de la distribucion del B nos
muestran la movilidad de este elemento
por el floema, como son: manzano y peral
(Crandall et al., 1981), albaricoque (Dye et
al., 1983) y olivo (Delgado et al., 1994).

Por otro lado, la concentracién de B en
hojas de distintas edades también nos
puede indicar la movilidad del B. Las
mayores concentraciones de B en las hojas
maduras en comparacidn con las minimas
de las hojas jovenes sugieren la
inmovilidad del B, mientras que
concentraciones superiores de B en hojas
jovenes indican una movilidad de este

elemento a través del floema (Brown y
Shelp, 1997). Por ultimo, si las
concentraciones de B en frutos o tejidos
apicales son  similares a las
concentraciones de hojas maduras, esto
también es sintoma de una elevada
movilidad de B (van Goor y van Lune,
1980).

1.2.3.2. Dependencia de la movilidad del B

- por el floema.
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Brown y Hu (1996) propusieron que la
movilidad del B a través del floema
depende de la especie vegetal estudiada.
Makkee et al. (1985) fueron los primeros
investigadores que propusieron que la
aparente movilidad del B en distintos
arboles frutales, era consecuencia del uso
del sorbitol como principal fotosintato
translocado por el floema en estas
especies.

Para comprobar la hipdtesis realizada
por estos autores, Brown y Hu (1996)
compararon la movilidad del B por el
floema entre especies en las cuales el
sorbitol es el fotosintato predominante
(manzano, almendro y nectarina), y
especies en las cuales la sintesis de sorbitol
es minima (pistacho y nogal). En las
especies ricas en sorbitol, el B aplicado
foliarmente es rapidamente translocado
desde las hojas tratadas a los frutos
adyacentes, mientras que en las especies
pobres en sorbitol no se encontraron
pruebas suficientes de la retranslocacion
del B en las hojas tratadas, presentandose
en estas incrementos de las
concentraciones de B del orden de 200 a
500%.

Estos resultados sugieren, segiin Brown
y Hu (1996), que la movilidad floematica
del B es independiente de como se aplique
este micronutriente al medio de cultivo.
Ademas, estos resultados también
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muestran la distribucion o retranslocacion
del B en especies ricas en sorbitol,
mientras que en especies pobres en este
producto fotosintético este hecho no se
produce.

Por lo tanto, el B parece ser movil a
través del floema en todas las especies que

utilizan al sorbitol como principal
fotosintato en el suministro de
carbohidratos hacia los  sumideros.

Ademas, también se he sugerido que el B
es movil por el floema en aquella especies
en las que se forman complejos B-
polialcoholes, como B-manitol y B-dulcitol
(Brown y Hu, 1996, Hu et al., 1997). Mas
concretamente, Hu et al. (1997) han
caracterizado los posibles complejos
solubles de B con distintos polialcoholes,
explicando asi el mecanismo de la
movilidad del B a través del floema en
especies como apio y melocotonero. En
apio, el principal complejo es manitol-B-
manitol, mientras que en arboles de
melocoton los complejos que se presentan
son sorbitol-B-sorbitol, fructosa-B-fructosa
o sorbitol-B-fructosa.

1.2.3.3. Distribucion de los polialcoholes
en plantas superiores.

Dentro de los polialcoholes, el sorbitol
es caracteristico de la familia Rosacea,
incluyendo géneros con gran importancia
econdmica como Malus, Pyrus y Prunus,
donde la cantidad de este polialcohol
corresponde al 60-90% del carbon total
exportado por las hojas (Loescher, 1987).
El manitol se encuentra en importantes
miembros de las familias
Scrophulariaceae, Apiaceae, Rubiaceae y
Oleaceae (Boune, 1958), mientras que el
dulcitol se presenta en algunas especies de
las familias Lauraceae y Celastraceae
(Boune, 1958).

Por otro lado, distintas investigaciones

indican que la produccién de estos
polialcoholes puede ser afectada por
factores medioambientales y fendlogicos,
lo que conllevaria también una variacion
en la movilidad del B por el floema.
Delgado et al. (1994) sugiere que el B
aplicado  foliarmente a olivos es
retranslocado de las hojas solamente en
determinados periodos del afio. Esto puede
ser interpretado por medio de que el
manitol no siempre es el principal
fotosintato sintetizado y utilizado en los
procesos de translocacion, o que el manitol
en el olivo puede ser convertido a otro
azicar para ser cargado en el floema.
Recientemente, se ha demostrado que la
staquiosa, y no el manitol, es el principal
fotosintato translocado por el floema en el
olivo (Flora y Madore, 1993).

L.3. Estudio de la relacion B-pectinas.

Inicialmente, Schmucker (1933, 1934)
sugiri6 la existencia de una cerrada
relacion entre el B y las pectinas en tubos
polinicos en crecimiento. Investigaciones
posteriores realizadas por Matoh et al.
(1992) y por Hu y Brown (1994), en
plantas de calabaza y de tabaco, confirman
las primeras conclusiones de Schmucker
indicando que bajo condiciones limitantes
de B, éste representa en la pared celular el
95-98% del B celular encontrandose la
mayoria de este micronutriente asociado a
pectinas.

Uno de los papeles que se le atribuyen a
los complejos de la pared celular B-
pectinas es el de justificar las diferencias
en los requerimientos de  este
micronutriente entre las distintas especies
vegetales (Tanaka, 1967, Loomis y Durst,

1992; Matoh, 1997). Por ejemplo,
generalmente las plantas
monocotiledoneas contienen  pequefias

cantidades de pectinas en la pared celular
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(Darvill et al., 1980), y por lo tanto esto
podria explicar sus bajos requerimientos en
B (3-10 ug B p.s.) (Jones et al,, 1991). Por
el contrario, las dicotiledoneas se
caracterizan por presentar  grandes
contenidos de polisacaridos pectinicos
(Darvill et al, 1980), y por requerir
cantidades de B superiores a las de las
monocotiledoneas (20-50 pg B p.s.) (Jones
etal., 1991).

La relacion entre las pectinas de la pared
celular v la concentracion de B, fue
inicialmente descrita por Yamauchi
(1971), el cual encontré una relacion
positiva entre el B vy las protopectinas
(pectinas insolubles en agua) en 33
‘especies. Gran parte de las investigaciones
a este respecto sugieren que la formacion
de complejos de B en la pared celular de
las plantas influyen de forma significativa
en la absorcion radicular de este elemento
(Shelp, 1993; Brown y Hu, 1994; Hu y
Brown, 1997). Ademas, se ha observado
diferencias en el cociente entre la cantidad
soluble de B y la insoluble en numerosas
especies, disminuyendo la fraccion soluble
de B drasticamente cuando las plantas son
deficientes en este  micronutriente
(Mcllrath, 1965). Estos resultados indican
que la formacion de complejos insolubles
de B esta asociado con la expresion de los
sintomas caracteristicos de la deficiencia
de B. Finalmente, tanto los resultados de
Matoh et al. (1993) como los de Hu vy
- Brown (1994) muestran que la principal
forma de B insoluble en las plantas es el
complejo B-pectinas.

Todas estas relaciones entre €l B y las
pectinas de la pared celular, asi como las
funciones atribuidas a los complejos B-
pectinas han sido verificadas en el trabajo
de Hu et al. (1996). En este trabajo se
analizo la correlacion entre el B y el
contenidos en pectinas en 40 especies con
distintos  requerimientos de  este
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micronutriente crecidas bajo condiciones
optimas y deficientes en B. Los resultados
de este trabajo muestran una correlacion
significativa y positiva entre el B y el
contenido en pectinas en todas las especies
estudiadas. Por otro lado, estos autores
concluyen indicando que la deficiencia de
B no altera el metabolismo de las pectinas,
pero sin embargo conlleva a una
disminucion drastica de la fraccion B
soluble mientras que incrementa la
fraccion de B insoluble o asociada a las
pectinas de la pared celular. Finalmente,
Hu et al. (1996) demuestra que: (i) las
especies con altos contenidos en pectinas
requieren una mayor cantidad de B para la
formacion de la pared celular, y que (i1) las
pectinas forman complejos con el B
reduciéndose la disponibilidad de este
micronutriente para ejercer funciones
metabdlicas en las plantas.

1.4. El Ca en las plantas.
L4.1. Generalidades.

El calcio (Ca) como catidon divalente
estabiliza las biomembranas, influyendo
tanto en sus propiedades fisico-quimicas
como en sus funciones. La importancia del
Ca en las membranas se refleja, por
ejemplo, en una mayor salida de solutos de
bajo peso molecular en aquellas raices
deficientes en Ca, ademas de producirse
una disminucion de la selectividad en la
absorcion idnica cuando esta ausente este
nutriente en la  solucidn  externa
(Matsumoto, 1988).

En cuanto a la absorcion del Ca, ésta es
predominante en las zonas apicales de las
raices en relacion a la que se produce en la
zona basal (Haiissling et al, 1988). La
regulacion tanto de la absorcion como de
la distribucion celular del Ca es esencial
para el crecimiento y desarrollo de las
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plantas, por lo que la regulacion celular del
Ca ha sido recientemente sujeta a varias
revisiones (Bush, 1993; Chanson, 1993;
Bush, 1995).

La concentracion de Ca en el citoplasma es
extremadamente baja, y ademas se
mantiene en un rango de 0.1-02 uM
(Evans et al., 1991). El mantenimiento de
estas bajas concentraciones de Ca en el
citoplasma son esenciales por varias
razones: (i) prevencion de las precipitacion
de Pi (ii) y de la existencia de competencia
con el Mg, y (iii) prerequisito para que el
Ca actie como mensajero secundario
(Evans et al., 1991; Marschner, 1995). Un
egjemplo de la importancia  del
mantenimiento del bajo nivel de Ca
citoplasmatico los podemos observar en la
actividad de ciertas enzimas. La enzima
citoplasmatica fructosa-1,6-bifosfatasa,
que regula la sintesis de sacarosa, es
influenciada por la concentracion de Ca en
el citoplasma, ya que una concentracion de
1 uM inhibe la actividad de esta enzima
incluso en presencia de concentracion de
Mg cien veces superiores a las de Ca
(Marschner, 1995).

La funcion del Ca como segundo
mensajero esta basada en la baja
concentracion de Ca libre citoplasmatico
(Trewavas y Gilroy, 1991). Sefiales
medioambientales pueden activar la
entrada de Ca, y por lo tanto incrementar la
concentracion de Ca libre en el citoplasma.
Estos incrementos de Ca en el citoplasma
son inducidos por ejemplo por el acido
abcisico (Tester, 1990), por el acido
indolacético (Felle, 1988), por la luz
(Roblin et al., 1989), por la infeccion de
patégenos (Atkinson et al., 1990), y por
distintos tipos de estrés (Rincon y Hauson,
1986). Posiblemente, muchas de estas
seflales medioambientales inducen una
despolarizacion de la  membrana
plasmatica activando de esta forma los

canales de Ca e incrementandose por lo
tanto la concentracion de Ca libre
(Minorsky y Spanswick, 1989).

En el citoplasma la accion del Ca como
segundo mensajero, cuando aumenta su
concentracion en el citoplasma, se realiza
bien directamente por la estimulacion de
kinasas, las cuales fosforilan a otras
enzimas (Roberts y Harmon, 1992), o bien
de forma indirecta por la union del Ca a
proteinas llamada calmodulinas (Rosberts
y Harmon, 1992). La union del Ca a las
calmodulinas da lugar a un cambio en la
conformacion y actividad de éstas,
produciéndose la activacion de un gran
numero de enzimas (NAD kinasas, Ca-
ATPasa...) que son dependientes de la
calmodulina.

Finalmente, la regulacion del bajo nivel
citoplasmatico de Ca se debe a distintos
transportadores de membrana, los cuales
bien introducen Ca al citoplasma o a
distintos organos celulares, o bien lo
excretan al espacio intercelular (Evans et
al., 1991).

1.4.2. Transportadores que intervienen en
la entrada hacia el citoplasma del Ca.

La principal ruta de entrada de Ca a las
células se realiza a través de los llamados
"canales de Ca" (Bush, 1995). La rapidez
de la entrada de Ca por estos canales, junto
con los sensores de éstos que determina el
estado de apertura o cierre, permiten el
control sobre la cinética de entrada de Ca
(Hille, 1992). Los canales de Ca en las
células animales son muy diversos, tanto
en su localizacion intracefular como en los
estimulos que conducen a la apertura o
cierre de los mismos (Tsien y Tsien, 1990).

Considerando las condiciones que
determinan la apertura o cierre de los
canales se reconocen 5 clases de canales de
Ca (Tsien y Tsien, 1990). Tres de estos
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canales - ‘'voltage-operated canals",
"second-messeger operated canals”, y
"stretch-operated canals" - han sido
identificados en las plantas. Como sus
nombre indican, la apertura de estos
canales depende de estimulos eléctricos, de
la concentracién de IP;, y de las tensiones
de la membrana, respectivamente. Por lo
tanto, la entrada de Ca al citoplasma podria
ser inducida por un rango de estimulos que
afectan a la polarizacion de la membrana,
actividad fosfolipasa o cambios de turgor
(Bush, 1993).

Por otro lado, en la membrana
plasmatica se ha comprobado que la
entrada de Ca se puede producir por
canales no selectivos, y a través de canales
de K (Schroeder y Hagiwara, 1990,
Fairley-Grenot y Assmann, 1992). Estas
son posiblemente unas de las principales
rutas de entrada de Ca por medio de la
membrana plasmatica, puesto que se ha
comprobado que tanto el K como el Ca
extracelular muestran un efecto antagonico
sobre el Ca citoplasmatico (Felle, 1991).

1.4.3. Transportadores que intervienen en
la salida del Ca del citoplasma.

La actividad de los transportadores de
Ca que catalizan la salida de este cation
desde el citoplasma ha sido caracterizada
en distintas membranas celulares, y en
distintos tipos de células. Se han
encontrado tres tipos de transportadores
que difieren en su localizacion intracelular,
asi como en el tipo de energia utilizada en
la realizacion del transporte (Evans et al.,
1991; Bush, 1993; Chanson, 1993; Bush,
1995). Los tres tipos de transportadores son
los siguientes: (i) P-ATPasa (llamadas
también Ca-ATPasa, EC 3.6.1.38)
localizadas en la membrana plasmatica y
en el reticulo endoplasmatico, y
posiblemente también en la membrana del

cloroplasto; (ii) transportadores Ca/nH (V-
ATPasa EC 3.6.13, y H-ATPasa EC
3.6.1.1) localizados principalmente en el
tonoplasto, los cuales introducen Ca
citoplasmatico a la vacuola a través de la
salida hacia el citoplasma de H'; y
finalmente (iii) canales asociados al
cloroplasto y posiblemente a la membrana
mitocondrial. Aunque la mayoria de las
células de las plantas probablemente
contienen estos tipos de transportadores de
Ca, pueden diferenciarse en relacién a la
abundancia de cada tipo de transportador

Entre estos transportadores, Ca-ATPasas
muestran la mayor afinidad al Ca
produciendo su extrusion directa desde el
citoplasma al espacio intercelular, o bien al
reticulo endoplasmatico (Evans et al.,
1991). Debido a la afinidad por el Ca de
estos transportadores han sido propuestos
como principales responsables en la
regulacion del Ca citoplasmatico (Evans et
al., 1991). Sin embargo, se ha comprobado
que el resto de transportadores, con menor
afinidad al Ca, pueden jugar un papel
esencial en el control del Ca
citoplasmatico  durante  periodos o
situaciones donde el Ca citoplasmatico
incrementa (Miller et al., 1990; Felle,
1991).

Estudios realizados con el proposito de
diferenciar bioquimicamente a los distintos
tipos de Ca-ATPasas han mostrado que
difieren en su estimulacion por lipidos,
cationes o calmodulina, y ademas por su
sensibilidad a ser inhibidos por el vanadato
o por el eritrosin B (Evans et al., 1991).
Por ejemplo, en células de zanahoria
existen dos tipos de Ca-ATPasa en la
membrana del reticulo endoplasmatico:
una es estimulada por la calmodulina
mientras que la otra muestra un
comportamiento contrario (Hsieh et al,
1991).
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14.4. Distribucién del Ca celular.

Elevados gradientes electroquimicos
para el Ca podemos encontrar a través de
la membrana plasmatica, tonoplasto, y
posiblemente en el reticulo
endoplasmatico. Los gradientes que se
generan a través de estos oOrganulos
permanecen generalmente estables. Por el
contrario, gradientes mas bajos parecen
existir entre el citoplasma, plastos y
mitocondrias (Bush, 1995), aunque estos
ultimos pueden variar durante las
actividades  fotosintéticas (Miller vy
Sanders, 1987) y respiratorias (Rizzuto et
al.,, 1992) de la célula. Los gradientes o
niveles del Ca citoplasmatico son
importantes para el funcionamiento normal
de la célula, tanto a nivel de transduccion
como a nivel de procesos metabolicos.

1.4.4.1. Membrana plasmatica.

Los mayores gradientes para el Ca
normalmente existen a través de la
membrana plasmatica. En células no
estimuladas, el Ca citoplasmatico es
mantenido a 107 M, mientras que los
niveles de Ca  apoplastico son
generalmente del orden de 10* a 107
(Bjorkman y Cleland, 1991; Harker y
Venis, 1991). Sin embargo, el Ca
extracelular y el citosolico estdn en
equilibrio debido a que elevadas
concentraciones de éste ultimo estdn
unidos a polisacaridos, lipidos, y proteinas
de las membranas (Harker y Venis, 1991).

14.4.2. Vacuola.

Los distintos estudios que se han
realizado recientemente no han modificado
la visién de que la vacuola es el principal
organulo de almacenamiento del Ca (Reid

y Smith, 1992; Bush, 1995), siendo la
concentracion vacuolar de Ca
aproximadamente de 10° M.

La gran mayoria del Ca que atraviesa
por la membrana plasmatica pasa
posteriormente  por la  membrana
tonoplastica hacia la vacuola, incluso en
células no estimuladas (Reid y Smith,
1992).

1.4.4.3. Reticulo endoplasmatico.

El reticulo endoplasmatico, al igual que la
vacuola, es un organulo donde se acumula
gran cantidad de Ca, siendo Ila
concentracion aproximadamente de 3 a 4
pM (Bush et al., 1989; Bush, 1995). El
mantenimiento de la concentracion de Ca
en este organulo parece ser que se debe a
un equilibrio entre los procesos de salida y
los de entrada de Ca.

1.4.4 4. Plastos y Mitocondrias.

Los cloroplastos y las mitocondrias
contienen concentraciones milimolares de
Ca, estando la mayoria de éste unido con
fosfatos o lipidos de membrana (Kreimer
et al., 1988; Bush, 1995). Un incremento
en la concentracion de Ca en los
cloroplastos y en las mitocondrias se
produce como resultado de la fotosintesis
(Kreimer et al., 1988) y de la respiracion
(Dieter y Marmé, 1983).

1.4.4.5. Nucleo.

Los niveles de Ca en el nucleo son
similares a los del citoplasma debido
posiblemente a que los poros nucleares
permiten la difusion del Ca (Bachs et al,,
1992). Sin embargo, recientemente se ha
indicado la posibilidad de que Ila
regulacion del Ca nuclear se deba a la
actuacion de bombas de Ca y de IP; (Bachs
etal, 1992).
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1.4.5. Movilidad del Ca en las plantas.

Después de la absorcion radicular o
entrada de Ca a las células apicales
radiculares se produce el transporte radial
de este cation principalmente a través de la
ruta simplastica, produciéndose
posteriormente su liberacion al xilema
(Marschner, 1995). En el caso concreto del
Ca, frecuentemente existe una estrecha
correlacion entre la distribucion del Ca y la
razon de transpiracion en las distintas
partes de la parte aérea de la planta. Por
ejemplo, se encuentran normalmente bajas
concentraciones de Ca en drganos como
los frutos (< 0.3%) con baja transpiracion,
en comparacion con las concentraciones
existentes en las hojas de la misma planta
(3-5%) (Marschner, 1995).

Por otro lado, algunos trabajos ponen de
manifiesto que el Ca se encuentra de forma
mayoritaria en la parte aérea, y mas
especificamente en las hojas maduras en
relacion al nivel inferior existente en las
raices (Ganmore-Neuman y Davidov,
1993; Bharti et al., 1996; Ruiz et al., 1999).

Con respecto a su movilidad por el
floema, existe una clasificacion tradicional
que define a los distintos nutrientes como
moviles, de movilidad intermedia y de baja
movilidad o inmdviles por el floema,
perteneciendo el Ca a este Ultimo grupo
(Jeschke y Pate, 1991; Marschner, 1995).

1.4.6. Estudio de la relacion Ca-Pectinas.

En las hojas de las plantas que reciben
altos niveles de Ca durante el crecimiento,
existe una elevada proporcion de este
elemento que se encuentra unido a las
pectinas como pectato calcico. La union de
Ca a las pectinas es esencial para la
resistencia de la pared celular y de los
distintos tejidos de la planta (Marschner,

1995; Rihouey et al., 1995). El Ca es
considerado como un factor determinante
en la regulacion de la hidrélisis de la pared
celular, ya que controla la actividad de
ciertas enzimas, tales como la
poligalacturonasa, de tal forma que en
tejidos deficientes en Ca la actividad
poligalacturonasa incrementa
produciéndose la desintegracion de la
pared celular (Rushing y Huber, 1990).

Por otro lado, Jauneau et al. (1994)
mostro que la union de Ca a las pectinas
reduce la actividad poligalacturonasa en la
pared celular. La explicacion a este hecho
se basa en que el Ca al unirse a las pectinas
reduce o disminuye el acceso a la pared
celular de estas enzimas hidroliticas.

L5. Generalidades sobre la interaccion B-
Ca.

El B parece jugar un papel importante
en el transporte de nutrientes a través de la
membrana plasmatica. Por ejemplo, los
primeros trabajos pusieron de manifiesto
que la deficiencia de B reducia la
absorcion de P en Vicia faba (Robertson y
Loughman, 1974) y en Helianthus annus
(Godbach, 1985), ademds de reducir
también la absorcion de Mn y Zn en
plantas de algodon (Gossypium hirsutum
L) (Ohki, 1975). En cebada (Hordeum
vulgare L.) la aplicacion de B en el suelo
incremento las concentraciones de N y Na,
pero redujo a su vez las de los cationes Ca
y Mg (Singh y Singh, 1984). Por el
contrario, en plantas de alfalfa el
suministro de B al suelo no afecto a las
concentraciones de Ca y Mg en los
distintos tejidos de la planta (Singh y
Singh, 1984). Por otro lado, un analisis de
los niveles foliares de nutrientes en cafia de
azacar mostré que los niveles de B eran
correlacionados positivamente con los de
Ca (Bowen, 1981). Finalmente, Yamauchi
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(1986) indico que la deficiencia de B
inducia a una disminucion de la cantidad
de Ca asociado a las pectinas en hojas de
tomate.

Con respecto al efecto del Ca sobre €l B,
elevadas concentraciones edaficas de este
cation conllevan a una deficiencia de B,
inducida posiblemente por un aumento del
pH edafico producido por el CaSOy, y no
por la accion directa del Ca (Gupta, 1979;
Gupta y Macleod, 1981).

Como acabamos de describir, existe
bastante controversia en cuanto a la
relacion B-Ca. Incluso entre la misma
planta, Mozafar (1989) observo un
sinergismo entre €l B y el Ca en la parte
aérea y un antagonismo en la raiz. Estudios
mas recientes en rosales, nos muestran que
el aumento de la concentracion de B en la
solucion nutritiva favorecen tanto la
absorcion como la translocacion de Ca
hacia la parte aérea, produciéndose por lo
tanto un incremento foliar de la
concentracion de Ca (Ganmore-Neumann
y Davidov, 1993).

Similares resultados a los anteriores han
sido descritos por Bonilla et al. (1995) en
cianobacterias Anabaena y Synechococcus,
donde ademas de verse favorecida la
absorcion de Ca por el B, éste tltimo era
requerido para el crecimiento normal de la
cianobacterias bajo unas condiciones de
cultivo con minimos niveles de Ca.
Finalmente, Miuhling et al. (1998)
observaron como el Ca apoplastico
incrementaba del orden de 3 veces en
raices de Vicia faba, transcurridos
solamente 20 min después de haber
transferido las plantas a una solucién
nutritiva sin B. Por el contrario, la adicion
de B (10 uM) inhibia el incremento del Ca
apoplastico en segundos. Este trabajo, y al
igual que el de Goldbach et al. (1991),
sugieren que la deficiencia de B reduce la
union de Ca a la membrana plasmatica, ya

que los lugares de unién de Ca a la
membrana son complejos formados por
esteres de B con compuestos polihidroxi.
En definitiva, estos trabajos achacan los
efectos de la deficiencia del B al deterioro
de la integridlad de la membrana
plasmatica.

IL Objetivos.

Los objetivos de este capitulo fueron
comprobar los efectos que ejercen los
distintos tratamientos de B y de Ca y su
interaccion sobre:

(i) la distribucion y concentracion de
estos elementos, asi como Intentar
determinar por medio de estos parametros
la influencia de los distintos tratamientos
sobre su absorcion,

(i1) la caracterizacion y concentracion de
pectinas tanto en raices como en hojas de
plantas de tabaco,

(iii) 'y  finalmente, sobre las
concentraciones de B y Ca ligadas a
pectinas, dada la caracteristica comun que
muestran estos nutrientes en relacion a su
unién o la formacion de complejos con las
pectinas.



Capitulo I

Distribucion de B y Ca

III. Material y métodos.
111.1. Disefio experimental.

Semillas de Nicotina tabacum var.
Tennesse 86 fueron germinadas en los
semilleros Saliplant S.A. (Carchuna,
Granada). Las plantulas crecieron en
semilleros formados por 250 células
(3x3x6) rellenas cada una de una mezcla
de turba y perlita, y distribuyéndose una
plantula por célula. Las plantulas
permanecieron en el semillero durante un
periodo de 45 dias.

Tras este periodo de tiempo, las
plantulas fueron transferidas a una camara
de cultivo del Departamento de Biologia
Vegetal (Facultad de Ciencias, Universidad
de Granada). Las condiciones ambientales
en la camara de cultivo fueron controladas
con una humedad relativa del 60-80%,
temperatura  30-20°C  (dia-noche), vy
fotoperiodo de 16-8 h (dia-noche). Las
plantas crecieron en macetas individuales
(7 cm de diametro superior y 32 cm de
altura) de un volumen de 1.25 L rellenadas
completamente de vermiculita. Durante un
mes (desde el dia 45 después de la
germinacion hasta el dia 75) y antes de
iniciar los tratamientos experimentales,
todas la plantas recibieron la siguiente
solucion nutritiva; 6 mM KNO;, 2 mM
NaH,POq, 1.25 mM CaCl, 2H,0, 1.25 mM
MgSO;, 5 uM Fe-EDDHA, 2 uM MnSO,
H0, 1 uM ZnSO, 7H,0, 0.25 pM CuSO4
5H20, 0.1 [,lM (NH4)6M07024 4H20, M 5
uM H;BO;. La solucion nutritiva fue
renovada cada 3 dias, desechandose la
solucion sobrante y lavando la vermiculita
de cada maceta por medio de la adicion de
agua bidestilada (Millipore RX-21). El pH
de la solucion nutritiva durante los 3 dias
vario minimamente, estando siempre
comprendida en el rango de 5.5-6.0.

A los 75 dias después de la germinacion, se

aplicaron las distintas combinaciones de B
y Ca, dando lugar a 9 tratamientos
resultado de combinar 3 dosis de B (B;: 5
HM H3BO3; Bzi 10 pM H3BO3; B3Z 20 |J.M
H;BOs) con 3 dosis de Ca (Ca;: 1.25 mM
CaCl, 2H,0; Cay: 2.5 mM CaCl, 2H,0;
Caz;: 5 mM CaCl, 2H;0). El disefio
experimental consistio en la distribucion al
azar de los distintos tratamientos y de sus
repeticiones. Cada tratamiento presentaba
3 repeticiones con 6 plantas tratadas por
repeticion.

1I1.2. Muestreo de las plantas.

Se realizaron dos muestreos,
muestreando al azar 3 plantas de cada
repeticion en cada uno de los muestreos. El
primer muestreo se realizo a los 105 dias
después de la germinacion, donde todas las
plantas habian sobrepasado el estado foliar
20 (> 20 nodos). El segundo muestreo se
realizo a los 120 d después de la
germinacion y las plantas habian
sobrepasado el estado foliar 25 (> 25
nodos). Las hojas que se utilizaron para los
analisis en el primer muestreo fueron las
correspondientes a los nodos
comprendidos entre el 15 y 18, mientras
que en el segundo muestreo se utilizaron
las comprendidas entre el nodo 19 y el
nodo 22. Todas estas hojas presentaron una
longitud superior a 10 cm, siendo todas
ellas hojas maduras (McDanield, 1996).
Segln este autor, en Nicotiana tabacum las
hojas comprendidas entre los nodos 15 y
25 generalmente son hojas maduras si
muestran una longitud superior a 10 cm,
ademas de representar a la fase de madurez
de la planta ya que son éstas las que
determinan el comienzo de la fase de
floracion (McDanield, 1996).

Una vez muestreado el material vegetal,
tanto hojas como raices, éste fue lavado
tres veces con agua bidestilada (Millipore
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RX-21) tras haber sido limpiado el
material vegetal previamente con un
detergente no idnico al 1% (Wolf, 1982).
Tras la limpieza del material vegetal, éste
fue dividido en 2 submuestras: una de ellas
considerada como "material fresco" en la
cual se realizo los andlisis principalmente
de las actividades enzimaticas, y la otra
considerada como "material seco” que fue
transferida a una estufa de aire forzado a
70°C durante 24 h, y tras su molienda fue
guardada en bolsas de plastico para el
posterior analisis principalmente de los
nutrientes.

1I1.3. Andlisis de las plantas.

[I.3.1. Determinacion del B y del Ca en
sus formas totales.

Una cantidad de material seco y molido
(0.15 g) fue sometida a una mineralizacion
con H;SO, 12N y H,0; al 30% libre de P
(Wolf, 1982). Del mineralizado resultante,
y tras la adicion de 20-ml de H,O
bidestilada (Millipore RX-21), se tomo una
alicuota para determinar el B y el Ca en sus
formas totales.

En la determinacién del B total se siguio
el método de la azometina-H' propuesto
por Wolf (1974). A 0.5-ml del
mineralizado se le afiadio 1-ml de solucion
enmascarante [Acetato Amonico (650
mM) + Acido Acético al 99% (12.5% (V/v)
+ EDTA (35 mM) + Acido Tioglicolico
0.6% vv)] y 05-ml de solucion de
azometina [Azometina-H (212 mM) +
Acido Ascorbico (113 mM)]. La mezcla se
agito y transcurridas 2h se procedi6 a la
lectura de las muestras a una longitud de
onda de A4, frente a una curva patrén de
B (0-10 ppm de B). La concentracién de B
fue expresada como pg g p.s.

El Ca total fue determinado por
espectrofotometria de absorciéon atdmica

(Hocking y Pate, 1977). El Ca puede
formar compuestos dificilmente
atomizables en la llama, pudiendo estar
sujeta su determinacion a errores por la
formacion de compuestos refractarios. La
adicion de lantano, usando una llama de
aire-acetileno, subsana este inconveniente
y permite una medida exacta del Ca (Pinta,
1973). Por lo tanto, a 0.1-ml del
mineralizado se le afiadid 10-ml de una
solucion de lantano al 0.003%, y el Ca fue
determinado como indicabamos
anteriormente. La concentraciéon de Ca
total fue expresada como mg g'1 p.s.

II1.3.2. Determinacion del B y del Ca en
sus formas disponibles o solubles.

La concentracion de B disponible se
cuantifico a partir de una extraccion del
material seco y molido (0.2 g) en 10-ml de
HCI IN. Del extracto resultante se tomo
0.1-ml de alicuota y se determino el B
mediante el método explicado
anteriormente, propuesto por Wolf (1974).
La concentracion de B disponible fue
expresada como pg g‘1 p.s.

El Ca en su forma disponible fue
analizado a partir de una extraccion acuosa
de 0.2 g de material seco y molido en 10-
ml de agua bidestilada (Millipore RX-21).
El Ca disponible fue determinado por
espectrofotometria de absorcion atomica
(Hocking y Pate, 1974), siguiendo el
método descrito para la forma total. La
concentracion de Ca disponible fue
expresada como mg g'I p.s.

3.3 Determinacion de las
concentraciones de pectinas.

El método utilizado en la extraccion de
las pectinas fue el propuesto por Malis-
Arad et al. (1983) y por Roe y Bruenmer
(1981). A 0.5 g de material vegetal seco y
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molido se le afiadié 2.5-ml de etanol al
96%, y tras su agitacion se centrifugo a
7000 rpm durante 10 min. El sobrenadante
resultante (S1) se paso a tubos de
centrifuga, mientras que el residuo (R1)
obtenido tras la primera centrifugacion se
le volvié a afiadir 2.5-ml de etanol al 96%.
Esta dultima mezcla (Rl+etanol) se
centrifugo a 7000 rpm durante 10 min.
Seguidamente, el sobrenadante resultante
de ésta ultima centrifugacion (S2) se
mezclo con el S1, desechandose el residuo
resuitante de ésta centrifugacion (R2). La
union S1+S2 es donde se encuentran las
pectinas totales, y a partir del cual se
realizo la determinacion de pectinas de las
diferentes fracciones:

- Pectinas solubles en agua. A la mezcla
resultante de S1+S2 se la adiciono 1-ml de
agua bidestilada (Millipore RX-21), y tras
una centrifugacion a 7000 rpm durante 10
min, en el sobrenadante resultante se
cuantifico las pectinas contenidas en esta
fraccion.

- Pectinas solubles en oxalato amonico. Al
residuo obtenido de la centrifugacion
anterior se la afiadieron 5-ml de oxalato
amonico al 0.75% (p/v). Tras una
centrifugacion a 7000 rpm durante 10 min,
en el sobrenadante resultante se cuantifico
la concentracion de pectinas
correspondiente a esta fraccion.

- Pectinas solubles en hidréxido sddico.
Finalmente, al residuo de la centrifugacion
anterior se le afiadio 5-ml de NaOH 0.05N,
y se centrifugo a 7000 rpm durante 10 min,
realizdndose la cuantificacion de las
pectinas de esta fraccion en el
sobrenadante resultante.

La cuantificacion de las pectinas en sus
distintas fracciones se realizo utilizando el
método propuesto por Rouse y Atkins
(1955). Un volumen de 0.25-ml de alicuota
procedente de cada sobrenadante se le
afiadio 0.25-ml de agua bidestilada

(Millipore RX-21) y 5-ml de H,SO, al
96%. Esta mezcla se agito y seguidamente
se incubo durante 10 min en un bafio de
aguaa S0 C.

Una vez enfriada la mezcla se adiciono
0.5-ml de carbazol al 0.15% (p/v) (0.15
2/100-ml de etanol al 96%), y se realizo la
lectura pasados 20 min a una longitud de
onda de As;s, frente a una curva patron de
acido galacturdnico. La concentracion de
pectinas, tanto en las distintas fracciones
como en su forma total (resultante de la
suma de las concentraciones de pectinas en
las distintas fracciones), fue expresada
como g de acido galacturonico g'1 p-s.

I1.3.4. Determinacion de B y Ca en las
distintas fracciones de pectinas.

De los sobrenadantes a partir de los
cuales se cuantifica las distintas fracciones
de pectinas, se tomo 3-ml de alicuota y se
realizo su secado a 300 C. El residuo
obtenido se sometid6 a un proceso de
mineralizacion con 1-ml de H,SO, 12N y
H,0; al 30% libre de P (Wolf, 1982).

Del mineralizado (1-ml de H,SO, 12N +
4-ml H,O) de cada fraccion se determino
el B siguiendo la metodologia de Wolf
(1974), y el Ca por espectrofotometria de
absorcion atomica (Hocking y Pate, 1977).
La concentracion de B en cada fraccion de
pectinas fue expresada como pg g'1 ps., Y
la de Ca como mg g'1 p.s.

1.4, Andlisis estadistico.

Se utilizo un analisis multiple de
varianza, con el fin de determinar sobre las
variables dependientes los efectos tanto
individuales del B y del Ca como el de la
interaccion BCa. Los datos mostrados
corresponden a las medias obtenidas entre
los dos muestreos, siendo n = 6. Las
diferencias  entre  tratamientos = se
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compararon utilizando el Test de LSD a un
nivel de probabilidad de 0.05. Cuando fue
necesario se realizo un analisis de
regresion simple con el fin de determinar
las relaciones entre las variables
estudiadas. Los niveles de significacion
son representados como P< 0.05 (*), P<
0.01 (**), P<0.001 (***), y P> 0.05 (ns, no
significativo).
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IV. Resultados.

En raices, las concentraciones de B total
y B disponible fueron afectadas
significativamente  por los  efectos
individuales tanto del B como del Ca. El
incremento en la aplicacion de B dio lugar
a un aumento proporcional tanto del B
total (P< 0.001; F= 124.5) como del B
soluble (P< 0.001; F= 41.19),
presentandose las maximas
concentraciones en el tratamiento B3
(Tabla 1a). En cuanto al efecto individual
del Ca, este fue contrario al que produjo el
B, puesto que el incremento en los
tratamientos de Ca conllevo a
disminuciones en las concentraciones de B
total (P< 0.001; F= 289.10) y disponible
(P< 0.001; F= 377.26), encontrandose las
minimas concentraciones en Ca3 (Tabla
la).

TABLA Ia. Efecto individual de los tratamientos
de By Ca sobre la concentracion radicular de sus

Jformas totales y disponibles.

Bt Bd Cat Cad
B 38.1 2.55 11.6 2.01
B: 44.0 2.76 16.6 2.27
Bs 54.4 3.03 20.1 2.98
LSD 1.11 0.08 0.73 0.10
Cay 59.1 3.53 12.0 1.63
Ca; 43.2 2.71 153 2.17
Ca; 342 2.09 21.0 3.46
LSD 1.11 0.08 0.73 0.10

B total (BY) y disponible (Bd) en pg g pss.
Ca total (Cat) y disponible (Cad) enmg g’ p.s.

En relacion a la interaccion BCa, esta no
se produjo en el B total (P> 0.05; F= 5.41),
predominando los efectos individuales del
B y del Ca (Tablas 1b y 1¢). Por el
contrario, y en el B disponible (P< 0.05; F=
13.99), la interaccion que se produjo fue
del Ca sobre el efecto individual del B. En
este caso, cuando los distintos tratamientos
de B se aplicaron con la dosis Ca3 no se

reflgjo el efecto individual del B sobre el B
disponible (Tabla 1b). Finalmente, el B no
influyo estadisticamente sobre el efecto
individual del Ca (Tabla 1c).

TABLA 1b. Interaccion B-Ca sobre las
concentraciones radiculares de B y Ca en sus
Jformas totales y disponibles: Influencia de los
tratamientos de B en funcion de las diferentes
dosis de Ca.

Bt Bd Cat Cad

Ca;B; 48.9 3.10 7.38 1.27
B, 58.6 343 13.2 1.56
B; 69.8 4.07 15.6 2.05

CaB, 355 2.48 10.9 1.78
B, 40.5 277 15.6 1.96
B; 53.7 2.89 19.4 278

CasB; 29.8 2.07 16.6 2.99
B 329 2.07 21.1 3.28
Bs 39.8 2.12 254 4.10
LSD 2.67 0.11 1.26 0.17

B total (BY) y disponible (Bd) en ug g p.s.
Ca total (Cat) y disponible (Cad) enmg g p.s.

Con respecto a las concentraciones de
Ca total y disponible en las raices, el
aumento en la aplicacion de B supuso un
incremento  proporcional en  las
concentraciones de ambas formas de Ca
(Ca total, P< 0.001, F= 276.59, Ca
disponible, P< 0.001, F= 180.02),
presentdndose las maximas
concentraciones en B3 (Tabla 1la). El
efecto del Ca fue similar al de B,
incrementando  proporcionalmente  las
concentraciones radiculares de Ca total
(P<0.001; F=318.23) y Ca disponible (P<
0.001; F=696.67) (Tabla 1a).

En cuanto a la interaccién BCa, no se
reflejo ninglin tipo de interaccion ni en el
Ca total (P> 0.05; F= 1.28) ni en el Ca
disponible (P> 005, F= 4.49),
predominando los efectos individuales
descritos anteriormente (Tablas 1by Ic).
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TABLA Ic. Interaccion B-Ca sobre las
concentraciones radiculares de B y Ca en sus
formas totales y disponibles: Influencia de los
tratamientos de Ca en funcién de las diferentes
dosis de B.

Bt Bd Cat Cad

B:Ca; 489 3.10 7.38 1.27
Caz 355 248 10.9 1.78
Ca; 298 2.07 16.6 2.99

B:Ca; 58.6 3.43 13.2 1.56
Ca; 40.5 277 15.6 1.96
Ca; 329 2.07 21.1 3.28

BsCay 698 407 156 205
Ca, 537 289 194 278
Cas 398 212 254 410

ISD 267 011 126 017

B total (Bt) y disponible (Bd) en pg g p-s.
Ca total (Cat) y disponible (Cad) en mg g'ps.

En las tablas 2, estan representados los
contenidos radiculares de las distintas
fracciones de pectinas (solubles en agua,
solubles en hidréxido sodico y solubles en
oxalato amonico), al igual que el contenido
total resultante de la suma de las tres
fracciones.

Como podemos observar en las tablas
2a, 2b y 2c¢, ni los efectos individuales del
B y del Ca, ni la interaccion BCa
gjercieron algin tipo de influencia
estadisticamente ~ significativa  sobre
ninguna de la fracciones de pectinas
estudiadas en nuestra experiencia (B: Pct.I,
P> 0.05, F= 5.58; Pct.Il, P> 0.05, F= 1.23;
Pct.I, P> 0.05, F=2.44; Pct.t, P> 0.05, F=
4.46; Ca: Pct.1, P> 0.05, F=4.73; Pct.Il, P>
0.05, F= 0.57; Pct.II, P> 0.05, F= 4.04;
Pct.t;, P> 0.05, F= 1.47;, BCa: Pctl, P>
0.05, F= 1.34; PctIl, P> 0.05, F= 0.89,
Pct.II, P> 0.05, F=5.87; Pct.t, P> 0.05, F=
0.58).
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TABLA 2a. Efecto individual de los tratamientos
de By Ca sobre la concentracién radicular de las
distintas fracciones de pectinas.

Pct.] PctlI  PctIl Pct.t

B 19789 9151 8752 37692
B; 19635 8987 8714 37337
B; 19951 9310 8746 38007
LSD 402 36.1 15.6 753

Ca; 19826  908.1 8713  3762.1
Ca; 19689 9192 8812 37693
Cay 19859 9176 8687 37722
LSD 402 36.1 15.6 753

Pectinas solubles en agua (Pct.l), solubles en hidroxido sodico
(Pect.ID), solubles en oxalato aménico (Pct.Iil), y pectinas totales
(Pet.t) expresadas en pg de dcido galacturénico g'ps.

TABLA 2b. Interaccion B-Ca sobre las
concentraciones radiculares de las distintas
fracciones de pectinas: Influencia de los
tratamientos de B en funcion de las diferentes
dosis de Ca.

Pct.I Pctll  PctIl Pct.t

CaiB) 1964.5  894.1 8742 37328
B 19784 8943 8656 37383
B; 2005.1  935.9 8743 38153

CazB, 19645  926.5 8756  3766.6
B: 1966.6  905.5 884.1 37562
Bs 19757 9254 8838  3785.0

Ca3B, 2007.6 9246 8759 38082
B; 19455  896.3 8644  3706.5
B; 20046 9318 865.6  3802.0
LSD - 742 - 532 32.1 114.2

Pectinas solubles en agua (Pct), solubles en hidroxido sodico
(Pet.ID), solubles en oxalato aménico (Pct.IIl), y pectinas totales
(Pct.t) expresadas en pg de 4cido galacturénico g’ ps.
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TABLA 2c. Interaccion B-Ca sobre las
concentraciones radiculares de las distintas
Jracciones de pectinas: Influencia de los
tratamientos de Ca en funcion de las diferentes
dosis de B.

Pct.1 PctIl  PctIl Pct.t

B:Ca 19645  894.1 8742 37328
Caz 19645 9265 875.6  3766.6
Cas 2007.6 9246 8759  3808.2

B:Ca; 19784 8943 865.6 37383
Ca; 1966.6  905.5 8841 3756.2
Ca3 19455  896.3 864.6  3706.5

BsCa; 2005.1 9359 8743 38153
Ca; 19757  925.4 883.8 37850
Ca3 2004.6 9318 865.6  3802.0

LSD 74.2 53.2 32.1 1142

Pectinas solubles en agua (Pctl), solubles en hidréxido sédico
(PetI), solubles en oxalato aménico (Pct.II), y pectinas totales
(Pet.t) expresadas en pg de 4cido galacturénico g p.s.

En relacion a la concentracion radicular
de B presente en cada una de las fracciones
de pectinas, indicar que la aplicacion de
los distintos tratamientos de B no dieron
lugar a diferencias estadisticas (Pct.I, P>
0.05, F= 0.035; PctIl, P> 0.05, F= 247,
Pct.IIl, P> 0.05, F=3.99; Pct.t, P> 0.05, F=
1.84) (Tabla 3a).

TABLA 3a. Efecto individual de los tratamientos
de By Ca sobre la concentracion radicular de B en
las distintas fracciones de pectinas.

B-Pctl B-PctIl B-PctIIl B-Pctt

B, 7.96 3.69 7.59 20.1
B, 7.94 4.04 7.65 20.2
Bs 7.97 438 7.65 20.1

LSD 0.19 0.15 0.14 0.26

Ca; 7.92 434 7.58 204
Ca; 7.95 4.04 7.64 203
Ca; 8.01 3.713 7.68 19.7

LSD 0.19 0.15 0.14 0.26

Concentraciones de B en las pectinas solubles en agua (PetI),
solubles en hidréxido sédico (Pet.IT), solubles en oxalato aménico
(Pet.HI), y en las pectinas totales (Pct.t) expresadas en pg g” ps.

Por el contrario, el efecto individual del
Ca consistid0 en una disminucién en el
contenido de B de las pectinas solubles en
hidréxido sodico y de las pectinas totales, a
medida que se incrementaba la aplicacion
de este macronutriente al medio de cultivo
(Pct], P> 0.05, F= 8.61; Pct.Il, P< 0.001,
F= 96.72; Pct.Ill, P> 0.05, F= 6.95; Pct.t,
P< 0.05, F= 24.89), presentandose las
minimas concentraciones en el tratamiento
Ca3 (Tabla 3a).

TABLA 3b. Interaccion B-Ca sobre las
concentraciones radiculares de B en las distintas
fracciones de pectinas: Influencia de los
tratamientos de B en funcion de las diferentes
dosis de Ca.

B-PctI B-PctlI B-PctIll B-Pctt

CaiB; 7.96 4.01 7.45 203
B 7.87 432 7.67 20.5
Bs 7.93 4.69 7.62 20.5

Ca;B, 7.89 3.72 7.71 20.2
B 8.01 4.03 7.53 203
B 7.96 437 7.67 203

Ca3B,; 8.07 3.33 7.62 200
B 7.94 3.77 7.74 19.7
Bs 8.01 4.09 7.68 193
LSD 0.32 0.26 0.33 0.56

Concentraciones de B en las pectinas solubles en agua (Pct.D),
solubles en hidroxido sédico (Pet.IT), solubles en oxalato aménico
(Pct.TI), y en las pectinas totales (Pct t) expresadas en pg g p.s.

En cuanto a la interaccion BCa (Pct.l,
P> 0.05, F= 7.74; PctIl, P< 0.001, F=
129.43; Pct.III, P> 0.05, F= 9.56; Pct.t, P<
0.01, F= 43.66), esta fue significativa
estadisticamente debido a la influencia que
ejercid el Ca variando el efecto individual
del B en la fraccion soluble en hidréxido
sodico y en las pectinas totales (Tabla 3b),
puesto que en general el B no influyo de
ninguna manera sobre el efecto individual
del Ca (Tabla 3c).

En la tabla 3b podemos observar que
cuando los distintos tratamientos de B se
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aplicaron con Ca3, se produjo una
disminucion de la concentracion de B en
las pectinas solubles en hidréxido sédico y
en las pectinas totales, no reflejandose por
lo tanto el efecto individual del B.

TABLA 3c. Interaccion B-Ca sobre las
concentraciones radiculares de B en las distintas
fracciones de pectinas: Influencia de los
tratamientos de Ca en funcion de las diferentes
dosis de B.

B-Pct] B-PctIl B-PctIl B-Pctt

B:iCa 7.96 401 7.45 203
Cay 7.86 3.72 7171 20.2
Cas 8.07 333 7.62 20.0

B2Ca; 7.87 432 7.67 20.5
Ca; 8.01 4.03 7.53 203
Caz 7.94 3.7 7.74 20.0

B3Ca; 793 4.69 7.62 20.5
Ca; 7.96 437 7.67 203
Cas 8.01 4.09 7.68 19.3

LSD 0.32 0.26 0.33 0.56

Concentraciones de B en las pectinas solubles en agua (Pct.l),
solubles en hidroxido sédico (Pet.IT), solubles en oxalato amoénico
(Pet.IIT), y en las pectinas totales (Pct.t) expresadas en pg g'ps.

Finalmente, en raices estudiamos la
concentracion de Ca en las distintas
fracciones de pectinas. Como podemos
observar en la tabla 4a, los efectos
individuales del B y del Ca no fueron
significativos sobre la concentracion de Ca
en las pectinas solubles en agua (B: P>
0.05, F= 9.69; Ca: P> 0.05, F= 13.44), asi
como en las pectinas solubles en oxalato-
amonico (B: P> 0.05, F= 11.31; Ca: P>
0.05, F= 8.56). Por el contrario, el
incremento en la aplicacion de B y de Ca
al medio de cultivo dio lugar al aumento
proporcional de la concentracion de Ca
presente en las pectinas solubles en
hidroxido sodico (B: P< 0.001, F=213.31;
Ca: P<0.001, F=180.31) y en las pectinas
totales (B: P< 0.001, F= 70.99; Ca: P<
0.001; F= 62.13), presentandose en ambas
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las maximas concentraciones de Ca en los
tratamientos B3 y Ca3 (Tabla 4a).

TABLA 4a. Efecto individual de los tratamientos
de By Ca sobre la concentracion radicular de Ca
en las distintas fracciones de pectinas.

Ca-Pctl Ca-Pctll Ca-Pc