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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Exudacion de acidos organicos como respuesta de las plantas a condiciones de

cultivo deficientes de fosforo.

1.1.1. Generalidades de la exudacién de acidos organicos.

La exudacion de acidos organicos como el citrato, malato, oxalato, succinato y fumarato
por las raices de las plantas constituye un mecanismo de respuesta ante diferentes

situaciones de estrés, que pueden ser de tres tipos (Delhaize y Jones, 2001):

- Estrés nutricional debido a la deficiencia de algun elemento.
- Estrés por la presencia de algun elemento téxico.

- Estrés por un suministro bajo de oxigeno (condiciones de anoxia).

Ante estos estimulos las raices pueden excretar varias sustancias, que van desde moléculas
pequenas como los acidos organicos y fenoles, hasta macromoléculas como las enzimas.
Estos exudados van a cumplir una funcién dependiendo del tipo de estrés: en el caso de
una situacién nutricional van a lograr que la planta tenga la posibilidad de disponer de mas
nutriente limitante; y ante un elemento téxico, el exudado puede interactuar con éste para
que ya no sea absorbido, o que pueda absorberlo pero de una forma en la que se acumule
sin perjuicio para la planta. En el caso de una situacion de anoxia, la planta realiza
respiracion anaerobica en la cual se produce etanol o acido lactico como productos, los
cuales de ser acumulados en exceso en la planta pueden ocasionar un dano y por tanto

son exudados (Delhaize y Jones, 2001).

La exudacion de acidos organicos generalmente se va a encontrar limitada a zonas
especificas de las raices, por ejemplo a los apices de las raices en el caso de la colza
(Brassica Napus), y a los clusters de raicillas que se generan en las raices proteoides del
altramuz blanco (Lupinus Albus) (Delhaize y Jones, 2001). Esta ultima fue la planta

seleccionada en este proyecto.
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1.1.2. Raices proteoides y exudacién en el alttramuz blanco.

El término “raiz proteoide”
se debe a que las primeras
plantas que se reportaron
con esta morfologia de
raices pertenecian a la
familia de las proteaceas. Se
entiende por raiz proteoide
a aquella que posee uno o

mas clusters de raicillas

(figura 1.1). Por su parte un

claster se define como una Figura 1.1. Sistema radicular de una planta de altramuz

aglomeracién  de  raices blar'uj.o Fon 21’ dias de de,sarrollo, cultivada bajo
deficiencia de fosforo. Las raices laterales que se han

cortas (de alrededor de 0,5 formado a este momento pueden considerarse como

cm de longitud) que puede proteoides, ya que han desarrollado por completo el

aparecer a lo largo de una primer cluster de raicillas.

raiz lateral (Watt y Evans,

1999). Estas estructuras van

a acumular una mayor concentracion de acidos organicos alrededor de su superficie, y

como consecuencia van a solubilizar mas fésforo que aquellas raices que no poseen clusters

(Kihara et al, 2003).

Las raices proteoides son caracteristicas del altramuz blanco, una leguminosa perteneciente
al género Lupinus que tiene importancia a nivel comercial como forraje (Ballester et al,
1980). A diferencia de las proteaceas, en las que toda la familia genera este tipo de raices,
estas raices van a encontrarse solo en algunas leguminosas. Incluso dentro del género
Lupinus, solo algunas especies forman raices proteoides (Skene y James, 2000). El estimulo
mas estudiado para los exudados de este cultivo ha sido la deficiencia de fosforo, aunque
la cuantificacion de exudados ante elementos como el cobre y el aluminio también se ha
reportado (Jung et a/ 2003; Wang et a/ 2007). La planta si se ha estudiado respecto al
consumo y movilidad de diferentes metales pesados, y se ha observado que la planta es
capaz de transportar a las partes superiores el Mn, Niy Zn, asi como producir también una
fuerte acumulacion de Co y Cd en raices (Page et al, 2006, Vazquez et al, 2006, Zornoza
et al, 2002).
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Es conocido el papel que tienen los diferentes tipos de fitohormonas en el desarrollo de las
raices; seria de esperar que la formacion de estructuras radiculares especiales como lo son
clusters, también se encuentre regulada por estos compuestos. Su papel incluso podria ir
mas alld del crecimiento de estas estructuras, viéndose ademas involucradas en la funcion
exudatoria. En este trabajo se ha seleccionado una auxina sintética, el acido
naftalenacético (NAA por sus siglas en inglés), como fitohormona a adicionar en los
diferentes tratamientos para observar su respuesta en el desarrollo de las raices y en la

exudacion de de acidos organicos.

1.1.3. Experimentos previos con aplicacion de auxinas en el cultivo de altramuz blanco.

El estudio del efecto de las auxinas en las raices del altramuz blanco se originé en la
observacidn de que las plantas desarrolladas con un suministro suficiente de fésforo no
desarrollan raices proteoides, y la exudacion de acidos organicos es muy baja. Con la
aplicacién de auxinas naturales y sintéticas como el acido indolacético, acido indolbutirico
y acido naftalenacético se ha logrado simular la formacién de raices proteoides en plantas
cultivadas con un suministro alto de fésforo, con morfologias iguales a las que se generan
naturalmente bajo la deficiencia de fosforo, pero tales raices no exudan acidos organicos
(Gilbert et a/, 2000; Hocking y Jeffery, 2004; Neumann et a/, 2000; Skene y James, 2000).

Tal observacion no resulta extrana dado que el desarrollo de los clusters y la posterior
exudacidon de acidos organicos se originan en el estrés ocasionado por la deficiencia de
fosforo. Al respecto debe diferenciarse dos partes intimamente ligadas sobre la generacion
de tal deficiencia en el cultivo. Si las plantas son cultivadas en hidroponia en ausencia de
fésforo las raices proteoides se desarrollan, sin embargo se ha reportado que si se omite el
fésforo en la disolucion nutritiva, pero se hacen aplicaciones foliares del elemento es
posible suprimir la formacion de los clusters (Marschner et a/, 1987). Este comportamiento
refleja que la planta responde a los niveles internos de fésforo mas que a la composiciéon
del ambiente que rodea a las raices, aunque la realidad en los suelos es que al haber un
contenido de fosforo disponible bajo (situacion de la mayoria de los suelos), se van a
producir raices proteoides dado que estos niveles bajos generaran la deficiencia en el

interior de la planta.

El efecto de la aplicacion de auxinas sobre la exudacion de acidos organicos en altramuz

blanco cultivado bajo deficiencia de fosforo no se ha reportado, la investigacién publicada
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hasta el momento se refiere Unicamente a la no exudacidn observada en las plantas

cultivadas con suministro adecuado de fosforo y con adicion de auxina.

1.1.4. La bioquimica involucrada en la exudacién de acidos organicos:

El fendmeno global de la exudacién de acidos organicos tiene dos componentes (Kihara et
al, 2003):

- Uno relacionado con los mecanismos que incrementan los niveles internos de los
acidos organicos en las raices. La deficiencia de fosforo debe ocasionar por tanto
una alteracion a nivel metabolico.

- Otro relacionado con que exista un mecanismo en la membrana que permita la
salida de los compuestos hacia la rizosfera, entiéndase por este un canal anionico

(al pH cercano a 7 del citosol los acidos organicos van a encontrarse como aniones).

1.1.4.1 Alteracion metabdlica: el

incremento en los niveles de acidos Vacuole

PEF phosphatase ‘T
organicos en las raices. e i
~, ; WO P &
Glycolysis T
; - ¥ T ¥ of
Los exudados mas relevantes en el caso PEP ———y = Pyruvate Cytas
ADF ATP i
del altramuz blanco son el citrato y el o ™\
; i . .PEPC»;(‘T
malato, y en términos de cantidad B
exudada por mucho el mas importante
| ci | : [ o T : »Citrase T
es el citrato (Dessureault-Rompré et al, AT '/ \ Ammi,:
2006), de manera que se hara énfasis en Malate - 4 1{# Malate 'M'EM Isacitrate
. . , . , . 1CDH 4
la biosintesis de este acido organico. . 206 €. _,,I_L
'-.-___.-‘- I
El citrato se produce por la unién del N Mockonarion /¥

Amino acid synthesis
oxaloacetato (OAA) con la acetil
Figura 1.2. Representacion de la alteracion

coenzima A (acetil-CoA) mediante la i _
en el metabolismo del citrato en los clusters

accion de la enzima citrato sintasa (CS) maduros del Lupinus Albus bajo condiciones
en la mitocondria (figura 1.2). Para que de deficiencia de fésforo (Kihara et al,
2003).

esta enzima pueda actuar se requiere

un suministro adecuado de los
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materiales de partida, de manera que también va a ser relevante la actividad de las
enzimas que los producen. Pero por otro lado el catabolismo del citrato puede disminuir
los niveles del compuesto que se encuentren en las raices, especificamente por la
conversién del citrato al 2-oxoglutarato (2-OG). Entonces mediante el bloqueo de esta via
podria aumentarse los contenidos del compuesto en estas partes (Kihara et a/,, 2003). Una
mayor actividad de la CS, asi como de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCase) y la
malato deshidrogenasa (MDH), y una menor actividad de la aconitasa y la isocitrato
deshidrogenasa (ICDH) respaldan esta teoria. La expresion de estas enzimas esta
controlada por el ambiente (luz, contenido de sales), y por estimulos internos (hormonales,
de desarrollo) (Uhde-Stone et a/., 2003).

1.1.4.2. Incremento en el transporte del anién citrato por la membrana plasmatica

Se ha encontrado que la correlacion entre la concentracion interna de citrato y la
exudacién de citrato es débil. Por ejemplo, tanto los clusters maduros como los que estan
en senescencia contienen concentraciones similares de citrato, pero uUnicamente los
maduros liberan citrato (Zhang et a/, 2004). La exudacion de aniones organicos por el
altramuz blanco sigue un patron espacial (Unicamente en los clusters) y temporal (varia
segun la etapa de desarrollo) (Tomasi et al, 2009). Tales hallazgos sugieren que la
exudacién de acidos organicos de este tipo de raices no esta controlada Unicamente por la
sintesis de los compuestos, y que mas bien existe un mecanismo coordinado que involucra
varios factores. Los transportadores que facilitan el movimiento de los aniones organicos a
través de la membrana plasmatica probablemente juegan un papel importante en la
regulacion de la exudacion de estos aniones organicos (Zhang et al, 2004). Ademas al no
haber exudacion en los clusters senescentes, que tienen una concentracion de citrato en
tejido muy similar a los clusters maduros (que si exudan), se descarta la idea de que
liberacidn tan alta se deba simplemente a una fuga como resultado de una perdida de la
integridad de la membrana ocasionada por la deficiencia de fosforo (Neumann et al,
2000).

Sobre la existencia de canales permeables al citrato presentes en la membrana plasmatica,
una observacion consistente con esta hipotesis es que el flujo de citrato en los clusters del
altramuz blanco es sensible a bloqueadores de canales anidnicos tales como el acido
antraceno-9-carboxilico y el acido etacrinico. Mediante la experimentacion con protoplastos

de las raices se ha realizado una descripcién de lo que podrian ser estos canales. Al
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respecto se indicd que el mismo canal es permeable para el citrato y para el malato, por lo
que un mismo transportador puede ser el responsable para la excrecion de ambos aniones
(Zhang et al, 2004).

Se ha sugerido una correlacion entre la liberacién del citrato y protones, mediante una H*-
ATPasa de la membrana plasmatica que libera protones en el momento de la exudaciéon de
aniones organicos. Los resultados obtenidos indican que las raices proteoides presentan un
incremento en la actividad de la H*-ATPasa. La acidificacion de la rizosfera,
simultdneamente con la liberacion de los aniones organicos es algo que se ha reportado.
Dado que a los valores de pH del citosol los acidos organicos se encuentran como aniones,
y por la presencia de sistemas de transporte de citrato en la membrana plasmatica de las
células de las raices del altramuz blanco, es probable que se requieran protones como
fuente de energia y para la compensacién de cargas durante la exudacion de los aniones
organicos (Tomasi et al, 2009). Como resultado la rizosfera se acidifica (Neumann et a/,
2000)

1.1.5. Otros hallazgos relacionados con la aplicacion de auxinas, la formacion de

estructuras radiculares y la exudacion de acidos organicos en otros cultivos.

Aparte de la aplicacion exdgena de auxinas para producir clusters en plantas cultivadas con
suministro suficiente de fosforo, se ha estudiado el efecto de sustancias inhibidoras del
transporte de auxinas desde las partes superiores a las raices. Dos de estas sustancias son el
TIBA (acido-2,3,5-triyodobenzoico) y el NPA (acido-N-(1-naftil) ftaldmico, conocido como
Naptalam), y se encontré que con ambas sustancias se suprime la formacion de los clusters
(Neumann et a/,, 2000).

El acido indolacético (IAA) tiene un papel importante en la generacion de resistencia a
diferentes tipos de estrés. Se ha visto que puede reducir el efecto toxico del Cu*? en las
raices del girasol, lograndose producir raices mas largas y con pelos radiculares
(Ouzounidou e llias, 2005). Se ha reportado ademas que esta auxina puede regular la
actividad de los canales anidnicos en células vegetales. Por ejemplo se ha demostrado que
puede interactuar directamente con la parte extracelular de los canales anionicos de las
células oclusivas para provocar la apertura de los estomas (Marten et a/, 1991). También
puede ocasionar un desplazamiento del potencial de activacion de la corriente anidnica en

protoplastos de tabaco en cultivos de células en suspension (Sabine et al, 1994). Y muy



INTRODUCCION

recilentemente se ha reportado que el IAA produce un incremento significativo en /a
exudacion de malato de las raices de trigo expuestas a Al En el caso del trigo existe la
particularidad de que se tienen caracterizados los genes que codifican el canal anidnico
que exuda malato por exposicion al aluminio (Yang et a/, 2011). Tal informacion aun no se

conoce para el altramuz blanco.

Aparte de la aplicacion de auxinas, se ha probado el uso de otras fitohormonas como parte
de la resistencia de las plantas a situaciones de estrés (Yang, 2011). La aplicacion exdgena
de acido abscisico puede incrementar la excrecion de citrato inducida por el aluminio en
soja (Shen, 2004), la exudacion de oxalato en trigo sarraceno (“buckwheat”) en
condiciones libres de aluminio (Ma et a/, 2001), y aminorar la inhibicion en la elongacion

de raices en la soja expuesta a aluminio (Shen et a/, 2004).

1.1.6. Resumen de antecedentes

El posible efecto de la adicion de una auxina sobre la exudacién de acidos organicos, en
altramuz blanco cultivado bajo deficiencia de fosforo no se ha reportado. Los principales
antecedentes que justifican los experimentos realizados, tanto en altramuz blanco como en

otros cultivos se detallan a continuacion.

1.1.6.1. En altramuz blanco.

- El altramuz blanco desarrolla clusters de raicillas en sus raices principales bajo la
deficiencia de foésforo. Estos clusters son capaces de liberar acidos organicos, en
especial citrato y en menor grado malato.

- La exudacion es una respuesta hacia el estrés ocasionado por una deficiencia a nivel
interno de fésforo. Con un suministro suficiente de fosforo no se generan los
clusters, ni hay exudacion significativa de acidos organicos.

- Mediante la aplicacion de auxinas naturales y sintéticas se ha notado que es posible
que las raices de esta planta produzcan clusters bajo un suministro adecuado de
fésforo. Sin embargo tales clusters exudan muy pocos acidos organicos.

- La aplicacién de inhibidores del transporte de auxinas desde las partes superiores a

las raices también pueden inhibidor el desarrollo de raices proteoides.
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- La acumulacién de acidos organicos en las raices y el fendmeno de exudacién es el
resultado de la accion de diferentes enzimas, dentro de las cuales se puede
mencionar la fosfoenolpiruvato carboxilasa, de la que se ha reportado que su

expresion esta controlada entre otras cosas por efectos hormonales.

1.1.6.2. En otros cultivos.

- Se ha visto que las auxinas tiene un papel importante en la generacion de
resistencia a situaciones de estrés como la presencia de metales pesados.

- El papel de las auxinas en procesos que involucran canales anionicos también se ha
demostrado.

- A nivel de exudados, recientemente se reporté el incremento en la exudacion de
malato en las raices de trigo expuestas a aluminio debido a la adicion de acido
indolacético.

- La aplicacion de otras fitohormonas como el acido abscisico también puede alterar
la exudacion de acidos organicos ante la presencia de metales pesados, e inclusive
solo con la aplicacion de la fitohormona sin otro estimulo, como en el caso del trigo

sarraceno.

1.2. Fitoinmovilizacion del arsénico por las raices del altramuz blanco.

La fitoinmovilizacion puede contribuir significativamente a la disminucion de la solubilidad
de metales y la revegetacion de lugares contaminados. Este proceso se basa en la habilidad
de las raices y/o los microorganismos asociados para impedir el movimiento de los
contaminantes en el suelo y su transferencia a la parte aérea de la planta. Algunos de los
mecanismos involucrados incluyen la precipitacion de los contaminantes en formas

insolubles en el suelo y su acumulacidn en las vacuolas de las raices (Bernal, M. et al, 2007).

El altramuz es una especie resistente a niveles elevados de elementos toxicos en el suelo,
con fuerte caracter exclusor, y gran capacidad para retenerlos en las raices, evitando su
transporte a la parte aérea donde se encuentran los tejidos fotosintéticos indispensables

para la vida de la planta (Bernal, M. et al, 2007).
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1.2.1. Dinamica del arsénico en planta.

Las plantas toman el arsénico principalmente en forma de arseniato, especie que
predomina en suelos con niveles normales de oxigeno. Varios estudios han demostrado
que el arseniato y el fosfato comparten el mismo sistema de transporte en plantas
superiores, aunque los transportadores implicados tienen mayor afinidad por el fosfato
que por el arseniato. EI mecanismo de absorcion implica el cotransporte de fosfato o
arseniato y protones, con una estequiometria de 2 H* por cada ion H,PO; o H;AsO4
(Fresno, T., 2010).

Una vez en el interior de la célula, el arseniato es reducido a arsenito mediante consumo
de glutation en su forma reducida. Esta reaccion se encuentra catalizada por una enzima
que se ha denominado arseniato reductasa. A raiz de lo anterior, se ha comprobado que la
mayoria del arsénico en tejidos vegetales esta presente en la forma de arsenito. Esta forma
tiene gran afinidad por los grupos tiol, y puede quedar almacenada en la vacuola, aunque

también es posible su transporte por el xilema hacia otros tejidos (Moreno, E., 2010).

A diferencia del fosforo, el arsénico es un elemento poco moévil con respecto a la
translocacion de la raiz a las partes superiores en la gran mayoria de los cultivos, excepto
en las plantas que se consideran como hiperacumuladoras, donde si ocurre acumulaciéon en
las partes aéreas. Esto podria deberse a la acumulacion en vacuola mencionada

anteriormente (Fresno, T. 2010).

El efecto de la adicidn de una auxina sobre la capacidad de exclusidén de arsénico por parte
de las raices de altramuz blanco se desconoce, por lo que se realizaron los experimentos

correspondientes tanto en presencia como en ausencia de fosforo.
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El objetivo principal de este trabajo fue evaluar los efectos de la aplicacion de una auxina
sintética -el acido naftalenacético-, sobre dos adaptaciones que las plantas de altramuz
blanco son capaces de realizar ante la deficiencia de un nutriente (fosforo), y la presencia
un elemento toxico (el arsénico); que son respectivamente, la exudacién de acidos

organicos y la exclusion de arsénico por las raices de la planta.

Para ello se propuso:

- Estudiar las variaciones en la exudacion de acidos organicos, que se producen en las
plantas de altramuz blanco cultivadas bajo deficiencia de fésforo, luego de varias
aplicaciones de NAA a diferentes concentraciones.

- Cuantificar los efectos en el crecimiento de las diferentes secciones de la planta
debido a los tratamientos hormonales.

- Determinar si la adicion de la auxina en cada caso produce una variacién en el
grado en que se acidifica la rizosfera debido a la exudacion de acidos organicos, lo
cual también tiene un efecto positivo para la adquisicién de otros nutrientes.

- Estudiar las variaciones en las concentraciones de arsénico que resultan en partes
superiores y aéreas, debido a los tratamientos con la auxina seleccionada.

- Estimar las variaciones en los contenidos de los acidos organicos presentes en los
tejidos, que puedan deberse tanto a la adicidon de la auxina, como a la presencia de
arsénico, para tener una idea de las alteraciones a nivel metabdlico que se

producen en cada caso.
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3.1. Cultivo seleccionado.

El altramuz blanco es una
planta anual de germinacion
epigea y de sistema radicular
desarrollado, con gran
cantidad de raices secundarias
y raicillas a lo largo de estas.
Las hojas son medianas,
palmeadas y compuestas, sin
zarcillos, presentando entre 5
y 11 foliolos de forma
oblonga. Es crecimiento erecto
y puede llegar hasta mas de
75 cm (Maroto, 2004).

Se trata de wuna especie
cultivada en el area

mediterrdanea desde hace mas

Figura 3.1. Campo de cultivo de altramuz blanco en
Reino Unido, para la produccién de semillas a
utilizarse como aporte de proteina para la
alimentacién de ganado. Fuente: Rothamsted
Research Institute (http://www.rothamsted.ac.uk/
aen/nut_dyn/nutdyn.htm)

de 3000 anos, siendo Espana uno de los paises mas ricos en flora autoctona del altramuz.

Esta especie en especifico (Lupinus Albus) es cultivada en la zona sur y oeste del pais. Las

zonas de cultivo estan limitadas por el suelo, considerandose un cultivo de los suelos acidos

espanoles, ya que no es posible cultivarlo en suelos con un pH superior a 6,8 o en los que

contienen calcio activo. El interés del cultivo del altramuz se debe a su poder de

enriquecimiento del suelo y al ser su semilla una fuente importante de proteinas (Paramio y

Martinez, 1985). Aparte de su capacidad de movilizar las reservas de nutrientes del suelo,

por tratarse de una leguminosa también realiza la fijacion de nitrégeno atmosférico. Todo

esto se traduce en que el altramuz blanco es capaz de crecer en suelos degradados y

pobres en nutrientes, tipicos de zonas contaminadas (Bernal et a/, 2007).


http://www.rothamsted.ac.uk/
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3.2. Métodos.
3.2.1 Tratamientos realizados.

Se cultivaron plantas de altramuz blanco tanto en presencia como en ausencia de un
macronutriente (el fésforo), y lo mismo respecto a un elemento téxico para la planta (el
arsénico). De las cuatro combinaciones posibles entre nutriente y elemento toxico, se
hicieron tratamientos con auxinas en todos los casos menos en el medio nutricional con
fésforo y sin arsénico (tratamiento “+P"), dado que los resultados de la aplicacion de NAA
con suministro de fosforo se ha resenado previamente en otras publicaciones, con el
resultado de que se forman clusters de raicillas pero que no exudan acidos organicos
(Hocking y Jeffery, 2004). La figura 3.2 muestra en detalle los tratamientos realizados, que
se desarrollaron en once tiestos de cultivos, cada uno con capacidad para 10 L de

disolucion nutritiva y en los que se colocaron 30 plantas.

+P

Tratamientos deficientes de fosforo Tratamientos con suministro de fésforo
Sin As Con As Sin As Con As
~[107M [ 108M [ 109 M _ 108 M _ _ 107 M 108 M 109M
No auxina No auxina No auxina| No auxina
NAA NAA NAA NAA NAA NAA NAA

SIMBOLOGIA USADA EN EL DOCUMENTO

“_ Pn

“-P + NAA 107 M"

“p+ NAA 108 M"
“Pp+NAA 102 M"
II_P + +AS"

“p +As +NAA 108 M”
II+P"

II+P +AS"

“+P +As +NAA 107 M"
“+P +As +NAA 108 M"
“+P +As +NAA 10° M”

Figura 3.2. Tratamientos aplicados en los experimentos.
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3.2.1.1. Sobre la eleccion de las dosis de fésforo, arsénico y el acido naftalenacético.

Tabla 3.1. Dosis de fdsforo y arsénico

adicionada en cada tratamiento. Las dosis seleccionadas de fosforo vy

Dosis de Dosis de arsénico se muestran en la Tabla 3.1. La
- fosfato arsenjiato
Tratamiento | . oda adicionada primera dosis que se estableci6 fue la de
p (”z)M) (”Z)M) fosfato. En los trabajos realizados por
uyp” 0,250 0 Skene y James (2000), y Neumann et al.
“+P +As” 0,250 0,025 (1999), se indicaba que una dosis de 0,25
“P+ As" 0 0,025

mM es suficiente para inhibir la formacion
de clusters en un tratamiento “+P”; esto

justifica la utilizacién de esta cantidad.

Para la seleccién de la dosis de arsénico se utilizd como base el trabajo de Esteban et a/
(2003), en el cual se realizaron experimentos hidropdnicos en ausencia y presencia tanto de
fosforo como de arsénico. La dosis de fosfato y arseniato adicionada fue de 1,5 mM y 0,1
mM respectivamente, por lo que se guardd una relacion As/P de aproximadamente 1/10,
que al aplicarse en este ensayo resulta en una concentracion de arseniato de 0,025 mM. No
obstante esta dosis fue verificada con el trabajo realizado por Moreno-Jiménez et al.
(2010), en el cual se tratd el problema de la seleccion de la dosis de As para un ensayo en
hidroponia. En esta publicacion los autores mencionan que la dosis adicionada en muchos
ensayos hidroponicos realizados con anterioridad era muy elevada, y no guardaba relacion
con los niveles encontrados en suelos contaminados con arsénico, por lo que se realizd un
ensayo con altramuz blanco para estimar un rango de dosis para un experimento
hidroponico, que permitiese extrapolar los resultados a condiciones reales de un suelo
contaminado. El valor maximo que deberia usarse es de 10 uM, sin embargo para guardar
la relacidn del trabajo de Esteban et a/ (2003) se mantuvo finalmente una dosis de 25 pM,
que representa un escenario peor, pero que tampoco es desproporcionado respecto al

trabajo de Moreno-Jiménez et al. (2010).

Finalmente la dosis de auxina se seleccioné utilizando el trabajo de Skene y James (2000).
En este se hizo un barrido desde 107 M hasta 1072 M de NAA para encontrar la dosis que
produjera las raices en condiciones “+P”, que fuesen mas similares a las que se producen en
los tratamientos “-P"”. Las dosis que resultaron mejores para este fin corresponden a las del
rango 107 M hasta 102 M, que fueron los tres niveles de concentracion usados en este

ensayo.
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3.2.2. Detalle experimental de las condiciones de cultivo.
3.2.2.1. Germinacidn de las semillas

Las semillas previamente esterilizadas en su superficie fueron germinadas en medio de
papel toalla humedecido con agua destilada y CaSO4 0,25 mM, las cuales se colocaron en
una estufa a 28 °C y se dejaron alli durante 72 horas. Las semillas que germinaron se
trasladaron a tiestos de 3,5 L en los que se colocaron 24 semillas germinadas por tiesto.
Estos fueron llevados a la cdmara de cultivo (Dycometal) del Departamento de Quimica
Agricola de la Universidad Autonoma de Madrid. Las lamparas disponibles
proporcionaban una intensidad de luz de aproximadamente 520 umol/m2’s, y la cdmara se
programo con un ciclo de dia/noche de 13 h/11 h con temperaturas de 25 °C/ 20 °C y
humedad relativa de 40 %/ 60 %.

Los tiestos se llenaron de disolucion nutritiva de fuerza 0,25 respecto a la nominal, la cual
se mantuvo con aireacion constante y se dejaron en desarrollo durante 8 dias mas (hasta el
dia 11 desde la germinacion). La composicion de la disolucidon nutritiva fue la siguiente:
Ca(NO3); 2 mM, KNO3 4mM, MgSO4 1 mM, 36 uM Fe-EDDHA; 33 yM MnSO4 * H50; 1,6
MM ZnSO4* 7H50; 1,6 uM CuSO4*5H,0; 46 uM H3BOs3 y 0,1 uM (NH4)gMo7054 * 4H50. Los
tratamientos con fésforo contenian KH,PO,4 0,25 mM, y a los deficientes para mantener la
fuerza i6nica se les adiciono KCl 0,25 mM. Las disoluciones de fuerza 0,25 no contenian

arsénico.

3.2.2.2. Desarrollo de las plantas.

NAA 10 9 M

e
et i e e e

Figura 3.3. Tiestos utilizados para el desarrollo de las plantas desde el dia 11 hasta el dia 37
desde la germinacion. La imagen corresponde al dia del traslado desde los tiestos de 3,5 L.



MATERIALES Y METODOS

El dia 11 se hizo una seleccidon de las plantas segun su homogeneidad visual en parte aérea
y raices (para este momento se habian desarrollado dos hojas completas en cada planta), y
se procedio al traslado a los tiestos de 10 L que se muestran en la figura 3.3. El sistema
utilizado para sujetar las plantas consistio de bandejas de alveolos que se recortaron para
hacer agujeros mas grandes (2,5 cm x 2,5 cm), en los cuales se introdujo trozos de goma
espuma que tenian una hendija en la cual se introducian las plantas. Las bandejas con
goma espuma flotan por cuenta propia, por lo que no fue necesario sujetarlas al recipiente
plastico por otros medios. Los recipientes se llenaron con disolucion nutritiva de fuerza 1, y
a ésta si se adiciono el arsénico en concentraciéon 25 uyM (sustituido por KCl 25 uM en los
tratamientos sin arsénico). Cada bandeja se llené con 30 plantas, distribuidas en 5 filas de 6
plantas cada una, y se dejaron en contacto con la misma disolucion nutritiva durante una

semana completa (hasta el dia 18 desde la germinacion).

3.2.2.3. Aplicaciones de la auxina a las plantas en desarrollo.

El dia 18 se hizo cambio de la disolucion nutritiva y posteriormente se procedié a la
primera aplicacion de auxina en los tiestos correspondientes. Para esto a cada tiesto con
disolucion nutritiva recién sustituida, se le adiciondé una alicuota de 50 mL de cada
disolucion de NAA, cuya concentracion estaba calculada de forma que luego de la adicion
se encontrase las hormonas a los niveles correspondientes (de 107 M a 10° M). Se eligio
este volumen para que fuese posible asegurar que mediante la agitacién posterior, la
auxina se encontrase distribuida en todo el volumen de disolucidn nutritiva, que era
bastante grande (10 L). El NAA disponible se encontraba en estado sélido (Fluka, calidad
estandar analitico), y la preparacion de la disolucion madre se realizé por disolucién en 10
mL de KOH 0,1 M. Esta disolucion tiene un pH muy elevado, sin embargo con las diluciones
posteriores (incluyendo la ultima en la disolucion nutritiva), no se provoca alteraciéon en el
pH del medio de cultivo. A los tratamientos sin auxina se les adicion6 50 mL de agua
destilada. El cambio de disoluciéon nutritiva y la posterior adicién de auxina se realizaron

siempre a primera hora de luz.
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3.2.2.4. Ensayos preliminares para determinar el momento de toma de exudados luego de

la aplicacion de la auxina.

La aplicacion de las auxinas a la disolucién nutritiva, y la recoleccion de exudados posterior

llevd a plantear tres interrogantes:

1) ¢Con qué frecuencia debe realizarse la aplicacion de auxinas, y en qué momento
del desarrollo debe procederse a la primera aplicaciéon?.

2) iCuanto tiempo después de la adicion de la auxina debe procederse a la
recoleccion de acidos organicos?.

3) ¢Transcurrido cuanto periodo desde el inicio del fotoperiodo, es que debe

realizarse el muestreo de exudados?.

La pregunta 1 se resolvié con la informacién brindada en el experimento de Gilbert et a/.
(2000). En este se aplico el NAA via foliar para la formacion de clusters en condiciones
“+P", y la primera adicién se realiz6 el dia 16 desde la germinacién. Se hicieron aplicaciones
posteriores cada 4 dias, de manera que se siguio este patron pero con la diferencia de que

en los experimentos realizados, la aplicacion se realizé por adicién a la disolucién nutritiva.

Por otro lado las preguntas 2 y 3 se resolvieron mediante pruebas preliminares al ensayo
final. Para la pregunta 2 se procedié a hacer una adicion de NAA 108 M a plantas con 33
dias de desarrollo desde la germinacién, y se hicieron muestreos de exudados 8 horas
después, y a partir de este momento cada 24 horas (por tanto los muestreos se hacian
siempre a la misma hora) hasta el dia 37, cuando se hizo otra aplicacion de auxina y se
recolectaron exudados 8 horas después. En total fueron 5 muestreos. Utilizando como
referencia el citrato se determind que la recoleccién se haria transcurridos 3 dias desde la
aplicacién de la auxina, y a partir de este momento cada 4 dias hasta el final del
experimento. Por tanto el primer muestreo de exudados se realizé al dia 21 (auxina
aplicada el dia 18 como se dijo anteriormente). Respecto a la estabilidad del NAA en la
disolucion nutritiva, en el trabajo de Dunlap y Robacker (1988) se indica que este
compuesto es bastante mas estable que el acido indolacético, que puede sufrir una
degradacion en cuestion de dias debida al hierro de la disolucion nutritiva. Para la
pregunta 3 se hizo un ensayo pequeno durante un dia, en el que se recolectaron exudados
transcurridas 2 h, 5 h, 8 h y 11 h desde el inicio del fotoperiodo, con plantas de 37 dias
cultivadas bajo deficiencia de fésforo. En este caso se notd que la exudacion de malato y
succinato aumenta ligeramente a lo largo del dia, mientras que la del citrato se mantiene

constante. En la practica los exudados se recolectaron luego de 8 h de luz.
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3.2.3. Método para la recoleccién de exudados.

A partir del dia 21, y luego cada
4 dias se procedid a la
recoleccion de los exudados
correspondientes a la raiz
completa. La figura 3.4 muestra
el sistema utilizado para este
fin, el cual fue tomado de
Penaloza et al/, 2002. Las raices

fueron retiradas del tiesto de

disolucion  nutritiva y  se

Figura 3.4. Sistema de incubacion de raices para la
recoleccion de exudados de acidos organicos. enjuagaron dos veces en

disolucion de CaSO,4 0,25 mM.

Posteriormente se trasladaron a recipientes plasticos de 100 mL que contenian 40 mL de

agua milli-Q previamente oxigenada y se dejaron alli durante 2 horas. Durante el periodo
de recoleccion se procurd hacer agitaciones de los recipientes manualmente cada cierto
tiempo. Transcurrido este tiempo las plantas se retiraron de los recipientes y se pusieron de
nuevo en la disolucién de CaSOg4. El medio de incubacion de las plantas se agité y se tomo
una muestra de 10 mL para su inyeccidon por cromatografia de exclusion de iones, lo
restante se congeld a -20 °C. Las plantas utilizadas fueron pesadas tanto en forma entera
como por partes, y posteriormente se congelaron en nitrégeno liquido a -70 °C hasta el
analisis posterior de acidos organicos en los tejidos. Se trata por tanto de muestreos
destructivos, realizandose por triplicado en cada fecha de muestreo, y cada replicado

estaba constituido por dos plantas, de manera que se realizaron en total 5 muestreos.

3.2.4. Procesado de los tejidos.

Los tejidos congelados en nitrogeno liquido posteriormente fueron recortados en trozos
con tijera, que luego se mezclaron para tener una muestra homogénea. La mitad se volvio
a guardar en la nevera hasta el momento de determinacién de acidos organicos, y la otra

parte se introdujo en sobres para su secado a 70 °C durante 72 horas.
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3.2.4.1. Procesado para la determinacién de arsénico.

Se pesd 0,25 g de material vegetal seco y molido en frascos de autoclave, al cual se le
adicioné 1,5 mL de HNO3 (65 %), 1 mL de H,0; (30 %) y 4 mL de agua milli-Q. Se agité y se
procedié a la digestion en autoclave a 125 °C y 1,5 kg/cm? durante 30 min (Lozano-
Rodriguez et al., 1995). Terminado el ciclo se dejaron los recipientes en reposo durante 12
horas antes de la apertura del autoclave, y luego se procedio al filtrado y enrase a 15 mL

con agua milli-Q. En el filtrado se realizé la medicion de arsénico.

3.2.4.2. Procesado para la determinacién de acidos organicos.

Se peso 1 g del tejido fresco previamente macerado en un tubo falcon de 15 mL, al que
luego se adicionaron 10 mL de acido acético al 2 %. Los tubos se agitaron manualmente y
posteriormente se colocaron en un agitador de volteo durante 1 hora. Se centrifugé y se
tomo una alicuota de 4 mL, la cual se extrajo con 2 mL de cloroformo durante 20 min, esto
con el fin de eliminar fenoles y alcaloides (Penaloza et a/ 2002). Por ultimo se tomd una
alicuota de 3 mL de la fase acuosa y se le adicion6 4 mL de agua milli-Q (volumen final 7

mL), se agito en vortex y se procedio al analisis por cromatografia de exclusién de iones.

3.2.5. Determinaciones analiticas.
3.2.5.1. Analisis de acidos organicos en tejidos y en exudados.

La determinacion se realizdé con un equipo Compact IC Plus 882 (Metrohm), utilizando una
columna para cromatografia de exclusion de iones cuya fase estacionaria es un copolimero
de poliestireno/divinilbenceno. La fase movil consistié de una mezcla de H,SO4 0,2 mM con
5 % de acetona. El flujo fue de 0,6 mL/min, y la deteccion de los analitos se realizé por
conductimetria. La carrera cromatografica tiene una duracion de 16 min, periodo en el cual
se resuelven adecuadamente los picos cromatograficos de los aniones oxalato, citrato,
malato, succinato y acetato, sin embargo se reportan unicamente el citrato, malato y
succinato. El acetato no se determind por no disponerse del estdndar analitico de este
anién, y en el caso del oxalato se debe a que por su tamano tan pequeno, sale al inicio de
la carrera cromatografica con el mismo tiempo de retencion que iones inorganicos como el
sulfato, nitrato, fosfato y cloruro, que pueden encontrarse tanto en exudados como en

tejidos.
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3.2.5.2. Anadlisis de arsénico.

Se utilizéd un instrumento de espectroscopia de fluorescencia atomica (Millenium Excalibur
System, PS Analytical). El método reduce el arsénico a arsina, que se atomiza y se cuantifica
por fluorescencia atémica. Para ello se utiliza como agente reductor una mezcla de NaBHy4
al 0,8 % m/vy NaOH al 0,4 % m/v, como matriz una disolucién de HCl al 25 % v/v, acido

ascorbico al 0,2 % m/vy Kl al 1 % m/v.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la adicion de diferentes dosis de NAA sobre la exudaciéon de acidos
organicos, por las raices de altramuz blanco cultivado bajo deficiencia de fésforo.

4.1.1. Exudados de acidos organicos y mediciones fisicas de las plantas.

La figura 4.1 presenta la evolucion en los niveles de exudacién de citrato, malato y

succinato que resultaron de los tratamiento

s con diferentes dosis de NAA, sobre plantas de

altramuz blanco a las que no se suministré fosforo en la disolucidon nutritiva.

35
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Figura 4.1. Exudacion de a) citrato, b) malato
y ¢) succinato por las raices del altramuz
blanco cultivadas bajo deficiencia de fosforo,
y que se han tratado con diferentes dosis de
NAA. Las barras de error representan los
errores tipicos de la media (n = 3).
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Como se puede apreciar en la figura 4.1, el tratamiento con NAA 108 M fue el que
produjo los mayores incrementos en la exudacion de los tres acidos organicos que se
analizaron. Al comparar las magnitudes de los valores que se presentan en cada uno de los
graficos, se nota que las plantas exudaron en mayor cantidad el citrato y en segundo lugar
el anion malato, esto independientemente de la dosis de auxina aplicada, y coincide con lo
que ha sido reportado previamente para las plantas de altramuz cultivadas bajo
deficiencia de fdésforo, tanto en experimentos realizados en hidroponia como en suelo
(Penalosa et al, 2002; Zhu et al, 2005; Dessureault-Rompré et a/, 2007).

Son conocidos los diferentes roles que las auxinas cumplen en el desarrollo de las plantas;
especificamente en la parte radicular es muy conocida su funcién como inductores de la
formacion de raices laterales. En la figura 4.2 se muestran las mediciones de peso fresco de
raices, partes aéreas y las relaciones raiz/parte aérea correspondientes a los tratamientos
realizados en deficiencia de fosforo, y a modo de comparacion se presentan los resultados

del tratamiento +P.
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barras indican diferencias significativas (p
< 0,05) entre los tratamientos.
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La adicion de las auxinas produjo un incremento en el peso fresco de las raices de
cultivadas bajo deficiencia de fosforo, el cual es directamente proporcional a la dosis de
auxina adicionada (figura 4.2a); sin embargo en las partes aéreas la hormona tuvo el
efecto contrario: con la dosis mas alta hay una disminucion bastante significativa en el peso
de estas partes, que también es significativa con las otras dosis pero en menor grado
(figura 4.2b). Al representar estas observaciones mediante un grafico de relaciones peso
raiz/peso partes aéreas, lo anteriormente dicho queda representado de forma mas
evidente (figura 4.3c). Por otro lado las raices del tratamiento con suministro de fésforo, al
no desarrollar clusters de raicillas corresponden a los pesos menores, pero en parte aérea
son las que tienen mayor desarrollo. Al final del experimento se hizo un conteo del nimero
de hojas que habian desarrollado las partes superiores, que en el tratamiento “+P” poseian
en promedio 11 hojas/planta, lo cual difiere significativamente de las 8,5 hojas/planta que
se habian desarrollado completamente bajo la deficiencia de fésforo (el nUmero de hojas
en todos los tratamientos con deficiencia de fosforo y adicion de auxina no difirieron

significativamente respecto al tratamiento “-P").

El tratamiento hormonal realizado sobre estas plantas efectivamente incrementé los
niveles de citrato, malato y succinato que son exudados por las raices proteoides, sin
embargo la potenciacion no guarda relacidén con el incremento en el desarrollo radicular
que provoca la hormona, dado que la dosis mas alta no provocoé un incremento en la
exudacion respecto a las raices no tratadas con auxina. Lo anterior podria deberse a que el
efecto de las hormonas varia segun la concentracion en que fueron adicionadas. Para
entender esto, debe considerarse primero Unicamente lo que ocurre bajo condiciones de
deficiencia y con suministro de fosforo (sin adicién exdégena de auxinas), y aparte de estas
fitohormonas deben considerarse otras: las citoquininas. En un trabajo realizado por
Neumann et al. (2000), se encontré6 que existe una relacién antagdnica entre ambas

hormonas durante el proceso de formacion de clusters:

- en experimentos con suministro de fésforo y con adicidn de auxinas se produce la
formacién de clusters (en ausencia de ellas y con suministro de fosforo
normalmente no se producirian);

- pero bajo deficiencia de fosforo y con la adicion de citoquininas la formacion de

estas estructuras es inhibida.
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L) Tratamiento Una deficiencia de fosforo o
nitrogeno se asocia a niveles
bajos de auxinas
(favorecedoras del desarrollo
de raices laterales) y también
de citoquininas (que inhiben la
elongacion sucesiva que
podrian tener las anteriores,
Kuiper et al, 1989). Esta
situacion favorece el desarrollo
radicular sobre el de las partes
superiores (van der Werf y
Nagel, 1996), con raices que
van a ser sobretodo del tipo
proteoide. La formacion del
primer cluster ocurre alrededor
del dia 15 desde la
germinacién (Watt y Evans,

: ENT0 1999), y durante su desarrollo
TRATAMIENTO |

+p g inicial estan llegando auxinas

desde las partes superiores,

que van a promover la

elongacion de las raicillas que

Figura 4.3. Sistema radicular de una
planta de altramuz blanco de 37 dias
desde la germinacion cultivada a)
bajo deficiencia de fésforo y b) con también ocurre un incremento
suministro del nutriente.

formaran el cluster; sin

embargo en los apices de éstas

en la produccién de
citoquininas, que finalmente
inhibe que aquellas se sigan elongando, y posiblemente ademas supriman la formacion de
otro cluster en la proximidad inmediata del primero (Lamont, B. 2003). Los clusters que se

van formando posteriormente estan bastante separados uno del otro.

Por otro lado, con un suministro adecuado de fésforo y nitrogeno se incrementa la sintesis
de auxinas, a niveles que son inhibitorios para que se inicie la formacién de clusters de
raicillas, pero que resultan promotores para el desarrollo de otros tipos de raices (Lamont,

B., 2003). La formacion de clusters en plantas con suministro de fésforo mediada por la
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adicion de auxinas en principio resultaria algo extrafna, por tratarse de algo que incrementa
aun mas la concentracidon de auxinas, sin embargo el autor previamente citado indica que
esto podria deberse a que la proporcidn de las auxinas respecto a otras hormonas (por

ejemplo, citoquininas), es el factor relevante que justifica esta observacion.

a) Tratamiento b) Tratamie

P+ NAA 10° VI

'NAA 10° M

TRATAMIENTQ
P
AA 10

Figura 4.4. Sistema radicular de una planta de altramuz blanco de 37 dias desde la germinacior
cultivada bajo deficiencia de fosforo, a la que se ha realizado cinco aplicaciones de a) NAA 107 M
b) NAA 108 My c) NAA 10 M por adicién a la disolucion nutritiva.
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Dicho lo anterior, podria concluirse que los experimentos realizados con la dosis mayor (10
7 M) produjeron plantas con raices mas desarrolladas, pero estas no fueron

predominantemente del tipo proteoide como si ocurrié con la dosis intermedia.

En las figuras 4.3 y 4.4 se muestran los sistemas radiculares que se produjeron al final de
cada uno de los tratamientos. La dosis empleada para el tratamiento “+P” (0,25 mM) fue
adecuada para inhibir la formacidn de clusters en las raices (figura 4.3a), mientras que en
el tratamiento “-P” la deficiencia del elemento provocé la formacién de varios clusters en
las raices laterales (figura 4.3b). En los tratamientos con auxinas la dosis mas alta produjo
unas raices bastante densas (figura 4.4a), en las que se aprecian clusters pero que no estan
presentes en la mayoria de raices como si ocurri6 en el caso de la dosis 108 M (figura 4.4b),
donde se notan gran cantidad de clusters a lo largo de toda la estructura radicular (al
observar nuevamente la figura 4.3b puede apreciarse que en la raiz de este tratamiento los
clusters estan concentrados en la mitad superior de las raices). Por ultimo la dosis mas baja
(102 M, figura 4.4c), produjo unas raices que se parecen bastante a las producidas en el
tratamiento “-P”. De acuerdo a los resultados obtenidos por Lamont, B. (2003) en su
estudio con Hakea laurina cultivada en perlita y regada Unicamente con agua de grifo, en
el que se hicieron aplicaciones de la auxina sintética 2,4,5-T, se puede decir que la dosis
intermedia de NAA sirvié para potenciar lo que ocurre normalmente con la auxina
enddégena de las plantas (el acido indolacético), mientras que la dosis alta sustituyo la
respuesta que produce esta auxina en la planta por otra que es inhibitoria de la formacién

de clusters.

4.1.2. Determinacion de acidos organicos en tejidos.

Posterior a la toma de exudados se procedio al analisis de acidos organicos en los tejidos
de partes superiores y raices. Los valores cuantificados en los tejidos muestreados al final
del experimento se muestran en la Tabla 4.1. Al comparar los resultados obtenidos de los
tratamientos en deficiencia de fosforo, con los correspondientes al experimento con
suministro del elemento, se nota que los niveles para el tratamiento "+P” son los menores

en todos los casos, siendo significativa la diferencia significativa en la mayoria de los casos.

Considerando los resultados de los tratamientos bajo deficiencia de fosforo y con adicion

de NAA aparecen otras situaciones, las cuales se comentan a continuacion:
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Tabla 4.1. Concentracion de acidos organicos en las partes superiores y raices de altramuz
blanco cultivado bajo deficiencia de fosforo al dia 37 desde la germinacién, y que se ha
tratado con diferentes dosis de NAA. Los valores representan el promedio * error tipico (n=
3). Las mismas letras en cada columna indican que no hay diferencia significativa (o > 0,05).

Partes superiores Raices
Tratamiento (umol/g peso fresco) (umol/g peso fresco)
[AUX] Citrato Malato Succinato Citrato Malato Succinato

P | NA | 7,58+0,80° | 64,40+6,03> | 0,710,102 | 7,51+2,46P | 843+0,29P | 3,66+0,17¢
P | 107M | 6,99 +1,543P | 77,69+ 4,95 | 0,96 + 0,56Pc | 5,39 + 0,902 | 6,40 + 0,532 | 1,76 + 0,292
P | 108M | 19,59 £3,20¢ | 52,15+3,28% | 1,25+0,18° | 8,08+ 1,75 | 10,22 +1,78° | 2,22 +0,86
P|109M | 7,85+0,61P | 62,11+2,73b | 1,15+0,04bc | 6,11+0,58> | 7,30+0,512P | 1,18+ 0,212
+P | NA. | 2,44+0332 | 4569+1,732 | 0,30+0,08 | 1,82+0,152 | 7,510,123 | 1,66 = 0,193P

N.A.: no adicionada.

- Niveles de citrato en raices: en ninguno de los tratamientos con NAA se produjo
una diferencia significativa de la concentracidon en raiz de este anidén respecto al
tratamiento sin auxina. Este resultado concuerda con lo reportado previamente por
Gilbert et a/ (2000), que realizé aplicaciones foliares de NAA 108 M en plantas
cultivadas con y sin suministro de fosforo, y determiné la actividad de las enzimas
fosfoenolpiruvato carboxilasa y malato deshidrogenasa en raiz. Las raices bajo
deficiencia de fosforo si presentaron una actividad mayor de ambas enzimas
respecto al tratamiento "“+P", pero luego en presencia de auxina no se ve
modificada la actividad de las enzimas en ninguno de los casos (deficiencia o
suministro de fosforo). De los aniones exudados el citrato es el que mas se ha
estudiado respecto a su metabolismo, dado que se trata del anién con mayor tasa
de exudacion en este cultivo. Las enzimas recién mencionadas tienen un papel muy
importante en la biosintesis de citrato que ocurre en el interior de las plantas, no
obstante en el experimento realizado los niveles de este anion no se

incrementaron, lo cual puede justificarse en parte por lo observado con estas

enzimas. Debe reiterarse que lo anterior solo justifica en parte lo observado, debido
que en realidad en este proceso participa un gran numero de enzimas, unas
relacionadas con la biosintesis del citrato (ademas de las enzimas mencionadas, la
citrato sintasa), pero también estan involucradas otras que deben disminuir su
actividad por formar parte del catabolismo del citrato (aconitasa vy la isocitrato

deshidrogenasa).
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Niveles de citrato en partes superiores en estas partes la dosis que produjo la mayor
exudacion también provocé una mayor concentracion de citrato en las partes
superiores, resultado que coincide con lo reportado anteriormente por Penaloza et
al, (2002), que sugiere que una porcion significativa de ese citrato exudado puede
haber sido transportado desde las partes superiores hasta las raices durante las
ultimas etapas del estrés que genera la deficiencia de fosforo.

Niveles de malato en raices: en este anion si se encontraron diferencias significativas
respecto al control, siendo significativamente mayor el contenido de malato con la
dosis intermedia, y significativamente menor con la dosis mas alta. El que la
respuesta haya sido diferente y en sentido contrario dependiendo de la dosis,
puede justificarse en que ambas dosis provocaron alteraciones metabolicas distintas
en el interior de la planta, dado que la auxina cumplié un rol particular en cada
caso. Aparte de esto, debe mencionarse una consideracion importante respecto a
los datos de acidos organicos obtenidos en raices: los valores que se reportan
corresponden al procesamiento completo de la raiz, sin considerar las diferentes
secciones que aparecen en las raices formadas (secciones con y sin clusters, apices).
Anteriormente en trabajos como el de Kihara et a/. (2003) se ha demostrado que la
composicion de los apices es un 50 % mayor en malato que en citrato (en umol del
acido/gramo peso fresco de tejido), mientras que los clusters tienen una
concentraciéon de citrato que es mas del triple de lo cuantificado de malato. Esto no
se toma en cuenta en los valores que se reportan en raiz en este trabajo, por lo que
los resultados deben interpretarse como un indicador de la reserva que poseen las
raices de las plantas de ese anion organico en cada tratamiento. Los datos en
partes superiores no estan sujetos a esta consideracion, al no haber ninguna
alteracion fisica en las hojas o tallos debido al tratamiento con auxinas.

Niveles de malato en partes superiores: Unicamente la dosis mayor produjo un
valor significativamente mayor en partes aéreas respecto al tratamiento control.
Niveles de succinato en raices y partes superiores: La dosis intermedia de auxina (la
mejor para la exudacion) produjo un incremento significativo en la concentracion
de este anion en las partes superiores. En raices ocurrio algo particular:
independientemente de la dosis aplicada, la concentracion de succinato en raices
fue significativamente menor respecto al tratamiento control. El descenso llega a
niveles de un tratamiento con suministro de fosforo, con el que no hay diferencias

significativas.
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4.1.3. pH en los tiestos de cultivo de las plantas.

Al finalizar cada periodo de

7,00
recoleccion de exudados se -
procedi6 a tomar una 6,50 B
e—"-P + NAA 107-7 M"
muestra de la disolucion 6,00 "_p + NAA 107 -8 M"
I n n
nutritiva en  que  se o ——"-P+NAAI0*9 M
5,50 = II+P|I
desarrollaron las plantas, con
el fin de notar la acidificacion 2,00 7
que produce todo el proceso 4,50 , , ,
de exudacion en el medio de DIA29 DIA33 DIA3Y
Dias desde la germinacion
cultivo. La figura 4.5 muestra
los resultados correspondien- Figura 4.5. Variacién del pH en los tiestos de cultivo

que contienen la disolucién nutritiva, resultado de las
raices de altramuz blanco cultivadas bajo deficiencia de
29, 33 y 37 desde |la fosforo, y que se han tratado con diferentes dosis de
germinacion, respectiva- NAA. Las barras de error representan los errores tipicos
de la media (n = 3).

tes a las fechas 3, 4 y 5 (dias

mente).

La exudaciéon de acidos organicos produce simultaneamente una acidificacion de la
rizosfera (Neumann et al, 2000), de forma que el tratamiento “+P”, en el cual no se lleg6 a
cuantificar acidos organicos en ninguna de las etapas de desarrollo del cultivo, corresponde
a los valores de pH mas altos de todos los tratamientos. Considerando los diferentes
tratamientos con auxina en bajo deficiencia de fosforo, se nota que la acidificacion fue
directamente proporcional a la concentracion de NAA anadida a la disolucién nutritiva.
Esta relacion también se cumple con la dosis mas alta de la auxina de forma que, si bien
una dosis tan alta inhibe la formacion de clusters (el punto donde ocurre de forma mas
intensa la exudacion de acidos organicos), la elevada cantidad de otro tipo de raices que se
forman (reflejadas en el mayor peso del sistema radicular) tiene un efecto positivo en la
acidificacion de la rizosfera. Con la dosis intermedia y la inferior si se guarda una relacion

proporcional a la tasa de exudacion de acidos organicos.

El papel de las auxinas en la acidificacion de la rizosfera se ha demostrado bajo condiciones
de deficiencia de hierro, ya que esta es una de las respuestas que se producen como
consecuencia del estrés ocasionado. Se ha visto que la induccion de esta respuesta
fisiologica, y otras morfolégicas como la formacién de pelos radiculares estda mediada por

auxinas (Bacaicoa et al, 2011). Muy recientemente Takahashi,K et a/ (2012) demostraron
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que las auxinas activan la H* ATPasa (responsable de la liberaciéon de protones al medio
extracelular) en hipocétilos etiolados de Arabidopsis thaliana mediante la fosforilacion del
penultimo residuo de treonina de la H* ATPasa durante las primeras etapas de la
elongacion del hipocotilo. Esto produce un incremento en la actividad de la enzima sin

alteraciéon de la cantidad en que ésta se encuentra.

4.2. Efecto de la adicion del NAA sobre la absorcidn de arsénico por plantas de
altramuz blanco cultivado con suministro de fésforo.

4.2.1. Exudados de acidos organicos.

El analisis de los exudados de las plantas cultivadas con suministro de fésforo, tanto en
presencia como en ausencia de arsénico, no presentaron ninguna senal correspondiente a
los acidos organicos en ninguno de los muestreos realizados. Los tratamientos deficientes
en fésforo si produjeron acidos organicos en los exudados, los valores obtenidos son los

que se muestran en la figura 4.1.

4.2.2. Efecto de las dosis de fosforo y arsénico seleccionadas sobre el peso total de las plantas

Los resultados de las mediciones 25
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con agujeros grandes y trozos DiA21  DIA25S DIA29  DIA33

de goma espuma para el Dias desde la germinacion
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Figura 4.6. Efecto de los diferentes tratamientos de

momento del cuarto muestreo  f4sforo y arsénico sobre el peso total de las plantas de
(dia 33 desde la germinacion), altramuz blanco. Las barras de error representan los

errores tipicos de la media (n = 3).
se empezaron a notar
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coloraciones verdes en algunas secciones de las raices debido a la formacion de algas en los
tiestos de cultivo. Para el ultimo muestreo (dia 37 desde la germinacion) la afectacion era
total en todos los tratamientos, por lo que no se incluyeron los datos generados en este

muestreo para el reporte de resultados.

La figura 4.6 presenta el efecto de las dosis de arsénico y foésforo utilizadas para la
diferenciacion de los tratamientos con suministro y en ausencia de los elementos
mencionados, sobre el peso total de las plantas cultivadas. Como es de esperarse existe una
tendencia segun se desfavorecen las condiciones de desarrollo de las plantas: el peso
mayor corresponde a la disolucion nutritiva completa, sequidamente el tratamiento en
ausencia de fésforo y por ultimo los tratamientos con arsénico. En el tratamiento bajo
deficiencia de fosforo y con suministro de arsénico los pesos totales se mantuvieron
practicamente invariables a lo largo del experimento. Se trata de plantas con un desarrollo
radicular muy reducido (figura 4.7a) y en parte aérea son mas bajas y poseen hojas mas

pequenas (figura 4.7b).

a) Sistema
radicular

- ‘ A'&)) Partes aér

Plantas “-P +As”

Plantas “-P + NAA 10° M”

=
TRATA“:'ENTO Figura 4.7. a) Sistema radicular y b) partes aéreas de plantas de altramuz blanco
s de 33 dias desde la germinacidn cultivadas con suministro de arsénico en

ausencia de fdsforo. En la figura de la derecha se comparan estas plantas con las
del tratamiento “-P + NAA 10”° M”, de mayor tamafio y con hojas mas grandes.

4.2.3. Efecto de los tratamientos con NAA sobre las medidas fisicas de las plantas

cultivadas con suministro de fésforo y en presencia de arsénico.

Al igual que en los tratamientos con deficiencia de fosforo, se procedid a realizar las

mediciones de peso fresco de raices, partes aéreas y las relaciones raiz/parte aérea que



RESULTADOS Y DISCUSION

resultan del tratamiento con las auxinas. Los resultados se muestran en la figura 4.8, y a

modo de comparacion se incluyeron ademas los resultados del tratamiento “+P”.
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Figura 4.8. Peso fresco de a) raices y b)
partes aéreas de las plantas de altramuz

blanco

cultivadas

con suministro de

fésforo y en presencia de arsénico, a las

que se

les ha realizado una o varias

aplicaciones de NAA. En c) se muestran las

relaciones

raiz/parte aérea correspon-

dientes. Las barras de error representan
los errores tipicos de la media (n = 3).

Dentro de cada fecha de muestreo, letras
diferentes encima de las barras indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre
los tratamientos.

El tratamiento “+P +As"” produjo una disminucién significativa tanto de partes superiores

(figura 4.8a) como de raices (figura 4.8b) respecto al tratamiento “+P”. La relacion

raiz/partes aéreas también termina siendo significativa dado que la disminucion es mayor

en raices que en partes superiores (figura 4.8c). Por otro lado la adicién del NAA a la

disolucion nutritiva también tuvo un efecto sobre el peso de las raices que se producen, el

cual es directamente proporcional a la concentracién de la dosis empleada. La respuesta de

las plantas a las diferentes concentraciones de las dosis utilizadas fue la misma que en

cond

iciones de deficiencia de fosforo.
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TRATAMIENTO

TRATAMIENTO +P
+P +As
As NAA 10% M
NAA 107 M -
—

TRATAMIENTO
+P
+As

NAA 10° M

Figura 4.9. Sistemas radiculares de las plantas de altramuz blanco con 29 dias de desarrollo
desde la germinacién, cultivadas con suministro de fésforo y en presencia de arsénico, que
se han tratado con diferentes dosis de NAA por adicion a la disolucion nutritiva. a)
tratamiento “+P +As” (control), b) dosis NAA 107 M, c) dosis NAA 108 M y d) dosis NAA
10° M
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En la figura 4.9 se muestran las morfologias de las raices que se produjeron en cada
tratamiento. Como se puede apreciar las raices del experimento sin auxina (figura 4.9a)
son bastante sencillas, al igual que las de los tratamientos 108 My 102 M. Las diferencias
mas importantes corresponden a la dosis mas alta de auxina. En el primer caso las raices
desarrollaron clusters a lo largo de las raices secundarias, y con la otra se produjeron raices
bastante tupidas, pero que no poseian estas aglomeraciones de raicillas. Es posible clasificar
las estructuras formadas con la dosis mas alta como cluster dado que poseen mas de 10
raicillas por centimetro de raiz lateral, que es el criterio utilizado para definir estas
estructuras. Se observaron indicios de formacién de estos clusters desde el primer

muestreo, y ya para el segundo era posible distinguirlos en las raices laterales.

4.2.4. Efecto de los tratamientos con NAA en la absorcion de arsénico en plantas de

altramuz blanco cultivadas con suministro de fosforo.

De los cinco muestreos en que se dividio el experimento, las determinaciones de arsénico se
realizaron sobre los tejidos correspondientes a la primera, tercera y quinta fecha. Dado que
para la ultima fecha se present6 el problema con las algas, se muestran a continuacion los
resultados del primer y tercer muestreo, momentos en los que las plantas habian recibido
una y tres aplicaciones de las diferentes dosis de auxina; y habiendo transcurrido 10 y 18
dias desde la primera exposicién al arsénico, respectivamente. Los resultados se presentan

en la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Concentracion de arsénico en raices y hojas de altramuz blanco transcurridos 21
y 29 dias desde la germinacion, momentos a los que se habian realizado 1 y 3 aplicaciones
de diferentes dosis de NAA a la disolucién nutritiva. Cultivo con suministro de fésforo. Los
valores representan el promedio * error tipico (n= 3). Las mismas letras en cada columna
indican que no hay diferencia significativa (p > 0,05).

Raiz (ug/g peso seco) Partes superiores (Lg/g peso seco)
Tratamiento Dia 21 Dia 29 Dia 21 Dia 29
+P +As” 353+ 1092 804+ 11Pb 248+ 5,22 22,0+0,9°
+P +As + NAA 107 M 195 * 1092 1047 £29¢ 19,8 £8,6 2 22,3t762
+P +As +NAA 10€ M 182 £ 65 2 591+ 132 13,8+ 1,12 14,5+3,02
+P +As +NAA 109 M 364 £ 542 806 +57 b 14,0+4,7 2 19,6 +192
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Los resultados muestran una mayor acumulacion de As en las raices, como ha sido
reportado en otros estudios para este cultivo; y al tomar en cuenta las dosis de NAA
Unicamente con la dosis mayor es que la concentracion de arsénico difiere
significativamente del tratamiento control. Los valores del peso de raices al dia 29 (figura
4.8a) no difirieron significativamente del tratamiento control “+P +As”, por lo que la mayor
absorcion de arsénico podria deberse a los clusters que se desarrollaron con la dosis mayor
de NAA (figura 4.9b). Tales estructuras incrementan el area superficial de las raices, con lo
que pueden tener un mayor contacto con todo el medio de desarrollo. Los clusters
producidos no exudan acidos organicos al no existir una deficiencia de fésforo en la planta,
pero si que podrian ser los responsables del incremento en su capacidad de excluir arsénico

en las raices. El incremento respecto al tratamiento control es cercano al 30 %.

La aplicacion de auxinas con fines de fitoremediacion de suelos contaminados con arsénico
fue reportada recientemente por Lyubum, Y (2009). En el estudio se utilizaron tres cultivos
de relevancia en la agricultura (trigo, sorgo dulce y pasto sudan), y se suministré acido
indolacético a los cultivos por dos medios: mediante inoculacion de semillas germinadas
con Azospirillum brasilense Sp245, una rizobacteria capaz de liberar esta hormona al medio
extracelular en cantidades significativas para la planta y tolerante al arsénico; y mediante el
tratamiento de las plantulas de 3 dias de desarrollo con una disoluciéon de IAA 10 g/L de
NAA durante 24 horas, periodo luego del cual las plantulas fueron sembradas en un suelo
contaminado con arsénico. El tratamiento con la bacteria produjo un incremento en la
biomasa de las plantas, pero no un efecto significativo en la translocacién de arsénico por
estas, como si ocurrid con el tratamiento hormonal mediante incubacién de las plantulas
en una disolucion de IAA previa a la siembra. En este trabajo, al igual que en otro previo
en el que también se hicieron pruebas con 2,4-D (Lyubum, et a/, 2002) no se hacen
referencia a variaciones en la apariencia fisica o los pesos de las plantas, sin embargo si se

reporta un incremento en la capacidad fitoextractora.

Aparte de las mediciones realizadas, la determinaciéon de fosforo en los tejidos de partes
superiores y raices permitiria obtener informacidon muy valiosa respecto a estas diferencias
en la absorcion de arsénico. Esto tendria por objetivo determinar si las diferentes dosis de
NAA tienen un efecto sobre los niveles de fosfato de los tejidos. Una concentracién mayor
de arsénico en tejido podria justificarse en niveles internos de fosfato menores que se
deban a algun tipo de alteracion que haya ocasionado la auxina. Al haber una menor

concentracion de fosforo, se podria favorecer la absorcion del anién arseniato.
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4.2.4.1 ;El tratamiento con NAA podria tener también un efecto en la capacidad

fitoextractora del altramuz blanco?.

Como se indico anteriormente,

45

los tratamientos con suministro

de fosforo se vieron afectados 40 / e 4P +AS"

al final del experimento por la 35 (Control)
formacién de algas en los / —"+P +As +NAA

. . . 30 1077 M"
tiestos de cultivo. Sin embargo
25 "+P +As +NAA
en el muestreo de las partes X 107-8 M"
. . 20 - S
superiores correspondiente al /\ —— 4P +As +NAA
15 1009 M"

ug/g peso seco

dia 37 desde la germinacion, se z

encontro una situacion 10 , , .

bastante particular en los D21 D29 D37

niveles de arsénico de estas Figura 4.10. Concentracidon de arsénico en hojas de

altramuz blanco transcurridos 20, 29 y 37 dias
desde la germinacién. Cultivo con suministro de

fésforo. Los valores representan el promedio *
germinacién, en el tratamiento error tipico (n= 3).

partes. En la figura 4.10 se

muestra que al dia 37 desde la

con la dosis de auxina mas alta

se encontraron niveles de arsénico en partes superiores que doblan el valor del tratamiento
control, siendo esta dosis la Unica en que la diferencia es significativa respecto a las plantas
que no se trataron con auxina. Es incierto el grado en que la presencia de las algas en los
tiestos de cultivo puede afectar lo que ocurre en las partes superiores, sin embargo se trata

de un incremento en la concentracién de arsénico que ronda el 50 %.

4.2.5. Determinacion de acidos organicos en tejidos.

Los resultados del procesamiento de los tejidos para el analisis de acidos organicos se
muestra en la tabla 4.3. Las principales observaciones de cada uno de los aniones se

resumen a continuacion:

- Citrato: Los niveles de citrato en partes superiores no se vieron afectados por el
arsénico, y la adicion de la auxina tampoco varid la concentracion del anidn
respecto al tratamiento sin hormona (comparacion de las plantas “+P +As” con las

lantas “+P +As +auxina”). Estos resultados guardan mucha relaciéon con lo visto en
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Tabla 4.3. Concentracion de acidos organicos en las partes superiores y raices de altramuz
blanco cultivado con suministro de fosforo y en presencia de arsénico al dia 29 desde la
germinacion, y que se ha tratado con diferentes dosis de NAA. Los valores representan el
promedio £ error tipico (n= 3). Las mismas letras en cada columna indican que no hay
diferencia significativa (p > 0, 05).

Partes superiores Raices
Tratamiento (umol/g peso fresco) (umol/g peso fresco)

[AUX] Citrato Malato Succinato Citrato Malato Succinato
+P N.A. | 1,54+0,312 | 43,48+6,11° | 0,330,042 | 2,42+0,11P | 4,27+0,66 | 1,67 £0,163°
+P+As | N.A. | 1,80+0,362 | 19,76 +2,40° | 0,400,102 | 2,51+0,23P | 4,64+0,662 | 2,37 +0,18P
+P+As | 107 M | 2,56 +£0,792 | 46,65+0,97° | 0,510,082 | 1,77+0,112 | 579+ 1,753 | 2,23 +0,01P
+P+As | 108 M | 2,28 +0,362 | 48,50+5,45° | 0,57 +0,09%0 | 4,14+0,119 | 8,78 +2,123P | 1,27 +0,37°
+P+As | 109M | 2,25+0,06% | 44,96 + 1,603 | 0,95+ 0,30° | 3,02+0,18¢ | 8,76 1,713 | 1,49 + 0,503
-P N.A. | 2,68+0,28 | 54,09+2,20° | 0,35+0,032 | 9,25+0,04¢ | 10,19+ 1,15P [ 2,33+0,11b

N.A.: no adicionada.

los tratamientos bajo deficiencia de fosforo y con aplicacion de auxinas; en este
caso se habia notado un incremento en la concentracion de citrato de las partes
superiores exclusivamente con la dosis que produjo el incremento mas significativo
en la tasa de exudacion, la cual era provocada por la deficiencia de fésforo. Ahora
con las plantas cultivadas con suministro de fosforo no existe una deficiencia de
este nutriente, por lo que no hay exudacion ni hay alteracion en los niveles del
anion en partes superiores. En raices el arsénico no modificé la concentracion de
citrato, pero los tratamientos con hormona si produjeron alteraciones, notandose
una disminucién con la dosis mas alta de auxina (que habia provocado la mayor
acumulacion de arsénico en raiz), y un incremento con las otras dosis.

- Malato: El tratamiento con arsénico redujo en mas de un 50 % los niveles de malato
en parte superior (respecto al tratamiento “+P"”), pero la adicion del NAA
restablecio los niveles de este anion hasta los valores del tratamiento con suministro
de fésforo (el valor del malato en partes superiores en los tratamientos “+P” y “-P"
a los 29 dias de desarrollo aun no difiere significativamente, como si se noto para el
muestreo del dia 37, ver Tabla 4.1). En raices la adicion del arsénico tampoco
modificd la concentracion de malato, y los tratamientos con auxina incrementaron
los niveles del anidn pero estos resultaron no ser significativos (mayor incremento

con la menor concentracion de auxina).
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- Succinato: En partes superiores no se noté una alteracién de los niveles del anién
debido a la presencia del arsénico (respecto al tratamiento “+P"), pero la adicion de
la auxina produjo incrementos en los niveles de succinato, el cual fue mayor con la
dosis mas baja de NAA. En este caso el incremento supera significativamente el
valor del tratamiento “+P”, que al igual que en el caso del malato a los 29 dias de
desarrollo aun no difiere significativamente del tratamiento “-P”. En raiz tampoco
hubo alteracion en los niveles de succinato por la presencia del arsénico, ni hubo

modificaciones en la concentracion del anion en los tratamientos con auxina.

4.3. Efecto de la adicién del NAA sobre la absorcion de arsénico por plantas de
altramuz blanco cultivado bajo deficiencia de fésforo.

4.3.1. Exudados de acidos organicos y mediciones fisicas de las plantas.

La figura 4.11 muestra la
morfologia de las plantas
desarrolladas con deficiencia
de fosforo y en presencia de
arsénico, y el efecto de Ia
adicion de NAA a una

concentracion 108 M (este

: ensayo se realizd Unicamente

TRATAMIENTO con esta dosis de auxina).

Como se puede apreciar se

trata de raices  poco

desarrolladas, que muestran
Figura 4.11. Raices de las plantas de altramuz blanco con
37 dias de desarrollo desde la germinacion, cultivadas con
deficiencia de fosforo y en presencia de arsénico, y el debida a la toxicidad del
efecto de la adicion de NAA 108 M

una coloracion muy oscura

arsénico. El tratamiento con
NAA no provoca ninguna
diferencia en la apariencia de las raices respecto al control (“-P +As"), tampoco hay

modificaciones en los pesos de raices, partes aéreas ni relaciones raiz/parte aérea
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(en la tabla 4.4, se presentan los datos hasta el dia 37 de desarrollo dado que en
los tratamientos bajo deficiencia de fosforo no se presentaron los problemas de

formacion de algas en los tiestos de cultivo).

Tabla 4.4. Efecto de la adicién de NAA 108 M a la disolucion nutritiva, en el peso de las
plantas de altramuz blanco cultivadas bajo deficiencia de fésforo y en presencia de arsénico.
Las mismas letras en cada columna indican que no hay diferencia significativa (p > 0, 05).

Peso parte ; Relacion raices/
. Peso total (g) . Peso raices (g) }
Tratamiento superior (g) aéreas
Dia33 | Dia37 | Dia33 | Dia37 | Dia33 | Dia37 | Dia33 | Dia37
-P+As 4,472 5,452 2,272 3,152 2,202 2,302 0,972 0,732
-P + As +NAA 108 M 5,412 5112 2,832 2,972 2,582 2,142 0,912 0,722

4.3.2. Efecto de los tratamientos con NAA en la absorcion de arsénico en plantas de

altramuz blanco cultivadas bajo deficiencia de fésforo.

La tabla 4.5 presenta los resultados del analisis de arsénico en las plantas cultivadas bajo
deficiencia de fosforo. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos con vy sin
auxina en ninguno de los muestreos, por lo que se puede afirmar que la toxicidad del

arsénico fue el factor determinante de la respuesta de las plantas.

Tabla 4.5. Concentracion de arsénico en raices y hojas de altramuz blanco transcurridos 21
y 29 dias desde la germinacion, momentos a los que se habian realizado 1 y 3 aplicaciones
de diferentes dosis de NAA a la disolucion nutritiva. Cultivo bajo deficiencia de fosforo. Los
valores representan el promedio * error tipico (n= 3). Las mismas letras en cada columna
indican que no hay diferencia significativa (p > 0,05).

Raiz (ug/g peso seco) Partes superiores (Lg/g peso seco)
Tratamiento Dia 21 Dia 29 Dia 21 Dia 29
-P +As” 673+26°2 811+£342 14,3+462 39,9+6,22
-P +As + NAA 108 M 696 + 242 827 + 352 16,6 £ 1,7 2 36,9+3,1°

Al comparar los contenidos de arsénico entre los tratamientos “-P + As” y “+P +As” (tablas

4.2 y 4.5), se observa que al dia 29 no hubo diferencia en los niveles de arsénico de los
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tejidos de las raices, pero si que hubo un incremento en la concentracion del elemento en
partes aéreas. Este incremento es del doble respecto al tratamiento “+P +As”. Por tanto
mediante la aplicacion de la dosis mas alta de auxina, es posible obtener una concentracion
en el tejido de raiz de alrededor del 30 % superior a lo que absorbe la raiz en presencia o
en ausencia de fésforo; y de comprobarse lo mostrado en la figura 4.10 respecto a la
absorcion de arsénico al dia 37 (por ejemplo, mediante el procesamiento de los tejidos del
dia 33), con el uso de la auxina a esta concentracidn se lograria que la planta absorba
aproximadamente la misma cantidad arsénico en sus partes superiores, que lo que absorbe
la planta bajo deficiencia de arsénico. Esto ultimo ademas en una planta de mucho mejor
aspecto que las que resultan de un tratamiento “-P +As”, por lo que en etapas posteriores

el incremento aun podria ser mayor.

4.3.3. Determinacion de acidos organicos en tejidos.

Los resultados de las determinaciones de acidos organicos en los tejidos de las plantas
desarrolladas bajo deficiencia de fosforo y con suministro de arsénico se muestran en la
tabla 4.6 (valores al dia 29 desde la germinacion). Las principales diferencias respecto a los
datos de los tratamientos en presencia de arsénico y fosforo (tabla 4.3), se da en los niveles
de malato de las partes superiores y raices. El arsénico produjo una disminucién en el
contenido de las partes superiores muy similar a la observada en el tratamiento “+P +As",
pero en raices no se vio la disminucion en el contenido de este anion que si se habia

notado en el tratamiento “+P +As".

Tabla 4.6. Concentracidon de acidos organicos en las partes superiores y raices de altramuz
blanco cultivado bajo deficiencia de fosforo y en presencia de arsénico al dia 29 desde la
germinacion, y que se ha tratado con diferentes dosis de NAA. Los valores representan el
promedio * error tipico (n= 3). Las mismas letras en cada columna indican que no hay
diferencia significativa (p > 0,05).

Partes superiores Raices
Tratamiento
(umol/g peso fresco) (umol/g peso fresco)
[AUX] Citrato Malato Succinato Citrato Malato Succinato

-P+As N.A. 3,04 £ 0,312 17,62 £6,11° 0,40 + 0,042 2,40 £0,11° 9,79 £ 0,662 1,64 £ 0,162

-P+As | 108 M | 2,95+ 0,362 19,76 + 2,40° 0,38 £ 0,092 2,54 +£0,17° 8,66 + 0,562 1,81 +£0,192

N.A.: no adicionada.
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5. CONCLUSIONES

- El acido naftalenacético cumple un papel como potenciador de la exudacion de
acidos organicos en plantas de altramuz blanco cultivado bajo deficiencia de
fosforo. La respuesta es dependiente de la concentracion, y no se trata solo de una
variacién en la magnitud de la respuesta, sino ademas en el mecanismo mediante el
cual actua la hormona; lo anterior porque un mayor desarrollo radicular no implicé
una mayor exudacion, y por eso la dosis intermedia fue la mejor para incrementar
los exudados de citrato, malato y succinato. El material organico que se exuda es
probable que se origine desde las partes superiores, esto se notd en el caso del

citrato, que es el principal componente de los exudados de este cultivo.

- Plantas cultivadas con suministro de fosforo, o bajo deficiencia de este nutriente
pero en presencia de arsénico no exudan acidos organicos; en el primer caso por no
existir una deficiencia de fosforo, y en el segundo porque el arsénico provoca que
las raices de la planta se desarrollen muy poco. La no exudacion en los tratamientos

con fosforo es independiente de si existe o no arsénico en el medio de cultivo.

- El acido naftalenacético también provoca un incremento en la capacidad exclusora
de las raices de altramuz blanco cultivado en presencia de fésforo y con arsénico. El
incremento es superior con la dosis mas alta, que ronda el 30 % respecto al
tratamiento sin auxina. En partes superiores se deja la puerta abierta a investigar lo
que puede ocurrir en etapas posteriores del cultivo. Con la dosis mas elevada se
encontré un incremento en alrededor del 50 % de la cantidad de arsénico sin
tratar con auxina. Incluso podria ser util realizar ensayos con una dosis aun mas
concentrada (NAA 106 M). En partes superiores se llegaria a los niveles en tejido de
un tratamiento deficiente de fésforo, pero al no ser deficiente la planta se ve

mucho mejor que una planta cultivada con deficiencia de este nutriente.
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