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El demérito de los falsos problemas es
promover soluciones que son falsas tam—
bién. A Plinio no le basta con obser

var que los dragones atacan en verano a
los elefantes; sino que aventura la hi—
potesis de que lo hacen para beberles la

sangre gque, como nadie iIgnora, es muy
fria.

Jorge Luis Borges
(Otras Inquisiciones)
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ABREVIATURAS

A Area foliar

c Concentraciéon

CRA Contenido relativo de agua

DNP 2—-4 para dinitro fenol

3 Eflujo

EAL Espacio Aparentemente Libre
EDTA Acido Etilendiamino tetra acético
Ee Potencial de membrana esperado
EIR Espacio Interno Radical

ELA Espacio Libre Acuoso

ELD Espacio Libre Donnan

H Permeabilidad

I Influjo

Jn Flujo neto

L Longitud

LAR Caciente de area foliar

NAR Tasa de asimilacion neta

NMR Resonancia Magnética Nuclear

PD Potencial de membrana observadc

a Contenido de un dado nutriente



RGR Tasa de crecimiento relativo

s Actividad especi{ifica

SAR Tasa especifica de absorcién

SRA Tasa especifica de acumulacién en raiz
SST Tasa especifica de translocacién
W Peso seco

Subindices

e externa

i interna

o Valor inicial de un parametro

r raiz

s vastago

t total

Nota:z A lo largo de este trabajo se ha procurado emplear las
unidades del Sistema Internacional de Unidades. Excepto
error mu omisién han sido éstas las empleadas. En algunos
grdfices por razones de conveniencia se ha emspleado lIa
abreviatura uM (microMolar) en reemplazo de la wmoderna

nomenclatura.



BEOSUMIN

La nutricion de Zn por las plantas faneré6gamas enfrenta
dos condiciones extremas: aquella causada por la elevada
disponibilidad del metal en la soluci6tn del suelo y la
deficiencia inducida por el agregado de fertilizantes
fosforados. Hasta el presente no existe un s6lido cuerpo de
conocimiento referido a la regulacion de la absorci6on de ZIn
por las raices en ambas condiciones. En el presente trabajo
se ha examinado, en plantas de trigo, el efecto de 1la
concentracion externa de In y de P sobre el crecimiento y
los flujos vectoriales de ZIn (Influjo y Eflujo) asi como
sobre el transporte de este cation desde la raiz al vastago.
Los resultados obtenidos sugieren que en un amplio rango de
suministro de Zn la adquisicién de este micronutriente puede
ser asimilada -desde un punto de vista estrictamente
cinético— a la que exhiben los sistemas de bombeo y pérdida;
ain cuando es posible que la entrada de Zn al espacio
intermo radical sea pasiva y la salida activa; no existiendo
—adesas— evidencias de un control alostérico sobre el
influjo. Este Gltimo, sin embargo, parece estar modulado por
el nivel de f6sforo en las raices, el que ademas modificaria
la contribuciotn relativa del eflujo al flujo neto. A lo
largo de este trabajo, por otro lado, se bha recogido
evidencia de que el desplazamiento radial de Zn ocurriria
preferentemente via simplasto.

El conjunto de 1la informaciotn disponible conduce a
sospechar que en diversas especies, y en elevados niveles de
suministro del metal, el eflujo de ZIn actuaria como un
MeLaeinmu e uetuxiTticacibon; capaz de retardar y/é6 atenuar
pero no de impedir la aparicion de sintomas de toxicidad;
Ios cuales se manifiestan tanto en la disminucibn de 1lea
produccion de materia seca como en cambios en la
distribucibn de asimil-ados, el patrén de crecimiento de las

rajices vy la economia de agua de las plantas.
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Es conocido que los vegetales requieren para su
normal desarrollo un adecuado suministro de ciertos
elementos quimicos, los llamados elementos esenciales o
nut;ientes; los cuales -con la s8sola excepcitn del
carbono y oxigeno- son 1incorporados principalmente por
el sistema radical. En los ultimos afios diversos
estudios han mostrado que el zinc (Zn2+) presenta una
gran versatilidad de funciones desempefiando un rol
central en el metabolismo celular de plantas, animales y
microorganismos. lLas causas Yy consecuencias de esta
diversidad de funciones han sido evaluadas en forma
detallada por Wiliams (1984). En lineas generales puede
afirmarse que este cati6tn es un componente de enzimas o
un cofactor funcional, estructural o regulatorio de las
mismas (Marschner, 1986). En los vegetales superiores se
han identificado al menos cuatro enzimas en las que el
Zn actia como componente: la carbénico anhidrasa (Price
et al, 1972), la superdéxido dismutesa (Vaugham & De
Cock, 1982), la alcohol deshidrogenasa (Vallee & Wacker,

1970) y la RNA polimerasa. Entre las enzimas activadas



por este metal cabe destacar a la fructosa 1-6
difosfatasa, la fosfoenolpirivico carboxilasa vy 1la
glutamina sintetasa. Por otro lado el Zn parece
desempefiar un rol importante, pero ain no del todo
entendido, en 1la regulaciétn de 1la permeabilidad de
membranas (Cakmak & Marschner, 1968 a y b) , 1la
estabilizacién de ribosomas (Obata & Umebayashi, 1988;
Kitagishi et al, 1987) y la sintesis de auxinas (Takaki
& Arita, 1986) y de giberelinas (Suge et al, 1986).

Como ees obvio, en relacién a 1lo antedicho, 1la
ausencia o inmovilizacién del Zn en el medio en el que
crecen las plantas deriva en la aparicidtn de sintomas de
deficiencia; 1los cuales varian segin la especie o
variedad considerada. Por 1lo comiun la aparicién de
sintomas ocurre cuando la concentracién del metal en lose
tejidos desciende por debajo de las 20 ppm en peso seco;
si bien este valor umbral es variable (Benton Jones,
1972). En contrapartida cuando 1la disponibilidad de Zn
en el suelo es elevada las plantas 8on capaces de
acumularlo hasta alcanzar niveles incompatibles con una
saludable actividad metabélica . Mientras gque 1la
deficiencia de Zn es frecuente en zonas de suelos
calc@reos, los s8intomas de toxicidad se observan en
zonas de gran actividad industrial o en la proximiaad de

minas (Baker, 1987).



Ees dificil estimar la magnitud del @&rea productiva
o potencialmente productiva afectada por uno u otro
problema. Esto es asi por varios motivos, el primero de
los cuales consiste -como ya s8e ha sefialado- en 1la
variedad intra e interespecifica de la respuesta de las
prlantas a una dada condiciétn de suministro de Zn. Un
segundo motivo es que, en tanto existen métodos de
diagnéstico confiables para detectar deficiencias (Dell
& Wileon, 1985), los métodos empleados para determinar a
campo los sintomas de toxicidad suelen ser engorrosos y
faltos de precisién. Una tercera razén, no menos
importante, es en nuestro pais la ausencia de cartas de
suelo vy vegetaclén con el detalle requerido para
estudiar fenémenos Que, en apariencia, son
principalmente locales. Un ddltimo factor es la
interacciétn entre 1los fertilizantes fosforados y el
cinc. Se ha informado en forma reiterada que la adicién
de fésforo a suelos de alto pH suele aparejar sintomas
de deficiencia de Zn en los cultivos (Singh et al, 1986;
Wagar et al, 1986; Verma & Minhas, 1987).

Cabe afiadir que a diferencia de lo que ocurre con
algunos macronutrientes no existen, hasta donde alcanza
auestro  conocimiento, trabajoe que informen acerca del
efecto de 1la deficiencia de Zn sobre variables

relevantes a nivel de cultivo, como la eficiencia en el



uso de la radiacién, la eficiencia en el uso de agua o
la particiébn de asimilados. Aun a nivel de planta entera
la informacibn, sl Dbien exiétente, es escasa Yy
fragmentaria. En apariencia la deficiencia de Zn trae
aparejado un descenso en el contenido de clorofila en
las hoJjas, de la conductividad estomAtica y 1la
disminucién de la incorporacién neta de carbono en forma
no directamente asociada a la caida de la conductividad
estomética (Hu & Sparks, 1991). El escaso conocimiento
referido a estos niveles exhibe un abierto contraste con
el s6lido bagaje que poseemos sobre los efectos del Zn a
nivel celular y molecular ( Narender Reddy et al, 1980;
Van Assche et al, 1990; Steffens, 1990).

Tanto el fenétmeno de toxicidad como la deficiencia
inducida por el fbésforo plantean problemas de interés
practico y teérico para los fisiblogos. En el primer
caso una fuente de 1interés radica en 1la aparente
incapacidad de las raices para controlar el ingreso de
este catiétn al espacio intcrno radical. Tal observacién
parece contradecir, ~i menos en superficie, la idea de
que la adgquisi.-ion de nutrientes por las plantas es un
proceso <inamente regulado (Clarkson, 1985). En el
gegr-swv> <2 desconocimieato de loe niveles y mecanismos

involucradoe en la interaccién ha conducido a postular



una notoria complejidad al fenémeno (Robson et al,
1983), complejidad que lo vuelve en extremo interesante.
El objetivo central de este trabajo ha sido
estudiar los mecanismos que regulan la adquisicién de Zn
en plantas de trigo, particularmente en relacién al

nivel de suministro de fé6sforo y de cinc.

ABSORCION Y UTILIZACION DEL ZINC

El acceso del Zn al espacio interno radical, asi
como su translocacién a la parte aérea, es el resultado
de una serie de fen6menos encadenados: el movimiento del
Zn en el suelo hacia las raices, su circulacién a través
de lae paredes y espacios lntercelulares de las mismas
y, finalmente, el pasaje a travése de 1la membrana
plasmética de las células del parénquima cortical.
Nosotros nos referiremos principalmente a este tercer
eslabén de la serie; s8in embargo el enfoque experimental
propiciado obliga a considerar ciertas propiedades

significativas de los eslabones precedentes.



Movimiento del Zn en el suelo

El movimiento del Zn hacia las raices ocurre a
través de dos flujos que interactuan entre si: el flujo
difusional -aquel que ocurre desde zonas de alto
potencial quimico a otras de potencial menor- y el flujo
masal o convectivo, el cual es debido al flujo de agua
por transpiracién. Conociendo la concentracién de Zn en
la soluciétn del suelo, asi como el volumen de agua
tranepirado por 1las plantas, es posible efectuar una
estimacién de 1la cantidad de Zn movilizada desde el
suelo a la planta a través del flujo masal. La evidencia
obtenida a través de este procedimiento como a través de
técnicas autorradiograficas (Wilkinson et al, 1972)
sugiere que, al igual gue ocurre con el fésforo, 1la
principal fuente de Zn para las raices proviene del
camino difusional. La magnitud de éste, s8in embargo,
puede ser afectada tanto por el flujo convectivo -a
través de un cambio en la concentracién de Zn en las
adyacencias de la raiz- como por la presencia de
microorganismos capacee de movilizar o inmovilizar -
-ecgan el caso- el Zn. Las asociaciones micorrizicas
responsables de acrecentar la movilizaci6én del fésforo

pueden, por afiadidura, aumentar o disminuir la absorcién



de Zn por la raiz. En tanto que las micorrizas vesiculo-
arbusculares producen un aumento en la absorcién
(Pacovsky , 1986) las ericoides la disminuyen (Bradley
et al, 1982); pudiendo atenuar en este tltimo caso los
efectos téxicos del metal pesado.

Es conocido por otro lado que 1la constante de
difusién de una especie quimica depende de la
temperatura del suelo, el pH y de la naturaleza de las
especlies 16nicas en que participa (Lindsay, 1972). La
solubilidad del Zn disminuye al aumentar el pH y, acorde
con ésto, 8o0lo en los suelos calclreos o de alto pH se
observa una cobertura vegetal deficiente en este
micronutriente (Lucas & Knezek, 1972). En particular
debe considerarse la solubilidad del fosfato de zinc, la
cual sl bilen disminuye al aumentar el pH, se mantiene en
valores altos. Esta evidencia sugiere que no seria 1la
solubilidad del fosfato de zinc en el suelo 1la causa de

la deficiencia fé6sforo inducida (Olsen, 1972).

Movimiento a través de la pared celular

El ingreso de 2Zn desde 1la solucién del suelo al

espacio 1interno radical (E.I.R.) involucra su pasaje a



través del apoplasto, el cual -desde un punto de vista
cinético- puede ser asimilado al Espacio Aparentemente
Libre (E.A.L.). El1 E.A.L. ha sido concebido, comunmente,
como constituido por doe compartimentos: el Espacio
Libre Acuoso (E.L.A.) y el Espacio Libre Donnan
(E.L.D.). El1 primero de ellos es asignado a aquellas
regiones del cortex en que la concentracién de 1la
soluciétn seria igual a la de la solucién que bafia el
sistema radical. El Espacio Libre Donnan, en tanto,
comprenderia aquellas zonas en gque las cargas aniénicas
fijas, no difusibles, eJercen su accién. Sin embargo
este modelo conceptual, tal como ha sido apuntado por
Grignon & Sentenac (1991), tropleza con ciertas
dificultades. En particular tal distincién descansa
sobre el postulado de que el campo eléctrico determinado
por las cargas fijas es constante e independiente de las
condiciones prevaleclentes en el medlo y en su interior;
a la vez que se asienta en la supuesta existencia de
una clara frontera entre uno y otro compartimento. La
cajfda de la fuerza del campo electrostatico, sin
embargo, no es abrupta y depende de la concentraciébn de
las cargas ionizadas, del pH, de la presencia de iones
capaces de enmascarar las cargas; asl como de la fuerza
iémica del medio (Grignon & Sentenac, 1991). -Dado que

las paredes celulares se comportan como un polianién,



merced a la presencia de grupos carboxilicos libres
(Haynes, 1880), es 1licito esperar que parte del 2Zn2+
incorporado a las raices se encuentre confinado en este
compartimento. La magnitud de la fraccién de Zn enlazada
a las paredes celulares ha sido estimada -en niveles
relativamente bajos de concentracién externa de este
catién- a través de la técnica de desorcién (Schmid et
al, 1965; Chaudry & Loneragan, 1972; Homma & Hirata,
1984). Sin embargo esta técnica no permite discriminar,
a priori, la presencla de una fraccibdn enlazada a 1la
pared en forma irreversible. La evidencia experimental
recogida, a través de 1la metodologia de centrifugacién
diferencial, ha mostrado que aln trds el lavado del
E.A.L. una parte considerable del Zn presente en las
raices permanece localizado en las paredes celulares
(Peterson, 1969; Turner, 1970). Lineham (1984),
trabajando en trigo y comparando la adsorcién del Zn en
raices muertas y discos de celulosa ha postulado 1la
existencia de sitios de enlace especificos para este
metal. Existe, no obstante, un considerable margen de
duda respecto de la bondad de estas técnicas para
evaluar el fenémeno postulado. En términos conceptuales
no resulta dificil imaginar la presencia, en la pared
celular, de diferentes sitios de intercambio con

distinta afinidad por los iones, dependendiendo de 1la
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carga, radio iénico y estado de hidratacién de estos
Gltimos. La postulacién de sitios de enlace especificos
del Zn en la red fija de cargas negativas encuentra su
mas firme sustento experimental en loe distintos valores
de s8electividad hallados para este catién durante 1los
intercambios triangulares entre el Ca, el Zn y el Cu;
siendo la afinidad del Zn por los sitios de intercambio
menor a la del cobre pero superior a la del calcio (Van
Cutsem & Gillet, 1982). En apoyo de esta hip6tesie cabe
afiadir que existen para otros cationes, entre ellos el
cobre y el calcio, evidencias claras de la existencia de
sitios especificos de fijacién (Kloareg et al, 1987).

La literatura especializada exhibe cierta discusién
acerca de 81 la fijacién de los cationes a tales sitios
especificos provoca una disminucién de la concentracién
efectiva de éstos en las adyacencias del plasmalema. En
un Iinteresante trabajo Sentenac & Grignon (1981) han
examinado las consecuencias tebéricas de la interaccién
entre los cationes y las cargas ani6nicas fijas, ya sea
que se atienda o no a la heterogeneidad espacial de los
sitios de intercambio. Estos autores han concluido que
las paredes celulares s8e encuentran en un estado
estacionario no demasiado alejado del equilibrio
termodinamico v, por lo tanto, el potencial

electroquimico de 1los iones en la s8olucién intersticial
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no resultaria afectado; maxime si existe una reposicién
continua del nutriente. La presencia de 2Zn ligado en
forma reversible a la pared celular permitiria qQue ésta
actue como reservorio del metal, deede el cual éste
puede ser movilizado cuando aumenta la demanda o cuando
su disponibilidad en el medio disminuye.

Adicionalmente, y en forma ligada al objetivo
de nuestro trabajo, la existencia del apoplasto entre la
soluciédn externa vy el plasmalema contribuye a la
presencia de una zona donde las interacciones entre la
fase liquida y la fase s6lida promueven la aparicién de
una extensa capa limite cuyo grosor oscila-dependiendo
del organismo considerado- entre 10 y 1000 um. Desde un
punto de vista formal 1la aparicién de sucesivas capas
limites puede ser considerada como una resistencia
adicional dispuesta en serie con el plasmalema. La
magnitud de tal resistencia es de similar magnitud a la
ejercida por la membrana plasmatica; pudiendo enmascarar
los procesos de transporte al nivel de esta ultima. La
existencia de tal capa debe, por 1lo tanto, ser tenida
en cuenta durante la interpretacién de 1las propiedades

cinéticas a nivel del plasmalema.



Pasaje a través del plasmalema

La entrada neta de Zn al espacio interno radical es
la resultante de la actividad de dos flujos que operan
en igual direcciédn pero con sentido opuesto; un flujo de
entrada -o influjo- y un flujo de salida -o eflujo.
Estos dos flujos, cuya presencia y magnitud es delatada
a través del uso de trazadores, han sido designados
historicamente como flujos direccionales, siendo mas
apropiada para ellos 1la denominacién de flujos
vectoriales. A partir de la década del 50, cuando se
generalizé el empleo de is6topos radioactivos como
trazadores, y hasta fines de los afios 70, la atencién de
la correspondiente comunidad cientifica s8se focalizé en
la caracterizacién de los sistemas de transporte de
nutrientes hacia el interior de los tejidos. Acorde con
esta tendencia se recogieron numerosos testimonios
respecto de la dependencia metabdélica del influjo de Zn
hacia el espacio interno radical. §Si bien existen
reportes en sentido contrario (Rathore et al, 1970) la
entrada de Zn suele ser disminuida y ain anulada por
inhibidores metabél}cos, anaeroblosis o bajas
temperaturas (Schmid et al, 1965; Bowen, 1969; Giordano

et al, 1974; Budd, 1988). Por otro lado las isotermas de
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influjo han mostrado el comportamiento tipico de 1los
procesos mediados, lo cual s8ugiere la existencia de un
sistema de transporte especifico, el que puede ser
inhibido por el calcilo, el magnesio (Chaudhry &
Loneragan, 1972) y el cobre (Bowen, 1969). Es sin
embargo dificil evaluar el numero de mecanismos o
sistemas de transporte presentes ya que se han descrito
cinéticas monofédsicas (Bowen, 1986), bifasicas (Homma &
Hirata, 1984, Budd, 1988) y multifédsicas (Veltrup,
1978). La 1localizacién y naturaleza de tales sistemas o
mecanismos ha 8ido objeto de una larga controversia sin
que se halla arribado ain a un nuevo paradigma (Kochian
& Lucas, 1982 b; Sabater, 1982; Borstlap, 1983; Nissen,
1987).

La dependencia metabélica del influjo de Zn, asi
como la cinética observada, han sugerido que este flujo
vectorial seria de naturaleza activa. Esta sugerencia
dista de haber s8ido contrastada segin criterios mas
exigentes como los empleados por Macklon et al (1987)
para el transporte de cobalto. Por otro lado evidencia
recogida por Kennedy & Gonsalves (1987), en segmentos de
raiz de maiz, apunta 1la necesidad de considerar 1los
~dwelna Ade suministro de Zn vy dg otros cationes para
evaluar la naturaleza termodinédmica de este transporte.

Estos autores han observado en raices de maiz que la
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entrada de 2Zn, en ausencia de Mg, es acompafiada por una
reduccidédn del flujo de protones y por la depolarizacién
de la membrana. En presencia de magnesio,
contrariamente, ocurre una hiperpolarizacién de la
misma. Estos resultados aparte de llamar a 1la cautela,
suglieren que en presencla de Mg, Yy bpara plantas
cultivadas solo en Caz2+ "low salt plants", el Zn seria
capaz de estimular la actividad ATPasica.

Es necesario aclarar aqui que la mayor parte de los
experimentos realizados por los autores citados se han
efectuado en altos niveles de suministro de 2Zn. Si bien
el rango que abarcan, de 2 a 1000 uM, es extenso éste
excede el de las concentracliones alcanzadas en suelos no
poluidos. Por 1lo tanto la informacién hoy disponible se
refiere a niveles situados por arriba de la
concentracién critica no siendo extrapolables a niveles
sub6ptimos o francamente deficientes.

En afios recientes el interés de muchos autores se
ha desplazado hacia el conocimiento de los mecanismos
que regulan la absorcién neta de iones. Los diversos
mecanismos propuestos radican, en 0Ultima instancia, en
postular algin tipo de modulacién sobre el influjo, el
eflujo o sobre ambos flujos vectoriales. Los factores
capaces de disparar o intervenir directamente en 1la

modulacién son variados: temperatura (Cooper, 1986;
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Hommels et al, 1890), nivel de suministro de las
eepecies 16nicas presentes en la solucién de cultivo
(Cramer et al, 1987; Clarkson et al, 1989), presién
parcial de oxigeno, disponibilidad de carbohidratos por
las raices, tasa de crecimiento de los distintos 6rganos
del cormo (Rodgers & Barneix, 1987) o bien ritmos
circadianos o de distinto periodo (Claassen & Barber,
1974; Cooper, 1986; Macklon, 1987); 8i bien solo en
contados casos se ha superado el nivel descriptivo para
la accién reguladora de estos factores. Uno de 1los
factores que ha recibido mayor atenclién y en el que se
han obtenido 1los mayores éxitos es el efecto del nivel
de suministro de un elemento sobre la magnitud de su
influjo.

Cram (1973; 1976) estudiando 1la absorcién de
nitrato, a través de un anélogo radioactivo, ha
postulado la existencia de un sistema de deteccién de 1la
concentracién de esta especie quimica en 1la rafz. Tal
sistema a la par de detectar el nivel endébgeno de
nitrato seria capaz de emitir algin tipo de sefial que
module el sistema de transporte a través de un cambio en
las constantes Vmax y Km gque 1lo caracterizan. Glass
{107/6) sobre ia pbpase de trabajos efectuados en raices de
cebada ha avanzado la idea de que el sistema de

transporte de K seria objeto de un control alostérico
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negativo por la concentracién citoplasmética de este
catién monovalente. En apoyo de esta hip6tesis se ha
realizado un 86lido trabajo experimental que ha sido
revisado recientemente por Jensén (1987). Otros trabajos
han sugerido que también el influjo de fésforo estaria
modulado por s8u concentraciétn en citoplasma. Tal
modulacién se ejerceria sobre la capacidad de carga del
sistema de transporte, sobre su afinidad o sobre ambos
(Cogliatti & Clarkson, 1883; Jungk et al, 1990).
Resultados recientes obtenidos por Lee et al. (1990) han
mostrado, mediante el uso de NMR, que durante el
desarrollo de 1la deficiencia de fé6sforo en maiz 1la
concentracién citoplasmdtica permanece en un nivel
constante; aun cuando el desarrollo de la deficiencia
promueve modificaciones sobre el valor de Vmax y -6- de
KEm (Clarkson & Scatergood, 1982; Cogliatti & Clarkson,
1983). Este hallazgo conduce a sospechar un sistema de
pefiales mas sutil que el postulado por el modelo de
control alostérico negativo.

Los efectos de la modulacién via influjo sobre 1la
absorciftn neta, cualquiera sea el mecanismo implicado,
parecen disminuir a medida que aumenta el nilvel de
suministro. Tanto para el nitrato (Deanne Draumond &
Glass, 1983), el amonio (Morgan et al, 1989; Causin &

Barneix, NP) o el fé6ésforo (Elliot et al, 1884) 1la
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magnitud absoluta del eflujo aumenta a medida que
aumenta la concentracién externa , aunque este aumento
del valor sabsoluto no siempre es acompafiado por un
aumento de su importancia relativa. En ciertos casos,
sin embargo, el cociente eflujo:influjo aumenta al
aumentar 1la concentracién externa; particularmente en
condiciones de suministro no limitantes del crecimiento
(Cogliatti & Santa Maria, 1990). La contribucién del
eflujo a la absorcib6n neta asi como el gasto energético
acoplado a la salida no pueden 8ser desdefilados en
niveles de alto suministro como aqQuellos en que las
plantas desarrollan sintomas de toxicidad. Asi en altos
niveles de suministro de calcio se ha observado que el
eflujo de este cati6n desde 1las raices de ¢trigo es
mantenido en contra del gradiente de potencial
electroquimico (Beengtson & Jensén, 1982).

Para los micronutrientes en general y para el Za en
particular se desconoce la contribucién relativa del
eflujo al flujo neto. En bacterias Bucheder & Broda
(1974) han hallado que el eflujo de Zn es de 1igual
magnitud que el 1influjo, en tanto que en el hongo
Candida utilis (Failla et al, 1976) se ha observado que

£1 -3 -cli7=z r-pressnta una pequefia fraccién del
flujo de entrada, situacién que cambia en forma dréastica

cuando se altera la estabilidad de 1la membrana
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Plasmética. En plantas superlores se carece de
mediciones directas del eflujo de 2Zn, aunque 1la
evolucién de 1la incorporacién de Zn radioactivo en
raices de cebada y sorgo (Schmid et al, 1965; Ramanni &
Kannan, 1985 a) suglere que el flujo de salida
conetituiria un importante porcentaje del influjo. De
igual modo se desconocen los posibles efectos
regulatorios de la concentracién endégena de Zn sobre la

magnitud del influjo.

Distribuciébn y compartimentacion del Zn

Una vez que el Zn ha sido incorporado al espacio
interno radical see distribuye entre 1los distintos
compartimentos internos de la raiz y el vaAstago. Aunque
es escasa la informacidén atinente a la compartimentacién
de este metal en las raices pareciera que la misma
difiere notoriamente entre los genotipos tolerantes al
elevado suministro de Zn y los no tolerantes. Brookes et
al (1981) han observado que la concentracién
citoplasmAtica de Zn en raices de Deschampsla caespltosa
aumenta en los clones no-tolerantes al aumentar el nivel

de suministro, en tanto que la de vacuola permanece
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constante . Por el contrario en los clones Zn-tolerantes
la concentracién en vacuola aumenta mientras que 1la de
citoplasma permanece constante. El aumento de la
concentracién de Zn en el citoplasma tiene varias
consecuencias que es preciso examinar. Por un lado dicho
aumento promueve la extrusién de protones (Cocucci &
Morgutti, 1987). Por otro el ascenso de la concentracién
endégena de Zn es capaz de interferir con 1la actividad
de numerosos enzimas (Van Assche et al, 1990); a la vez
que ocasionaria el desplazamiento de otros cationes de
sus ligandos especificos en forma concomitante con un
incremento de las formas Zn-ligadas. Es posible también
que el aumento induzca, al igual que ocurre . a el cobre
(Obata & Umebayashi, 1986), la sintesis de
metalotioninas; un grupo de proteinas de bajo peso
molecular capaces de enlazar metales pesados y que -por
consiguiente- podrian atenuar s8su toxicidad. Reportes
recientes tienden a confirmar esta posibilidad (Narender
Reddy et al, 1890).

Otro mecanismo de detoxificacién, probablemente
relacionado con el ascenso de la concentracién de Zn en
el citoplasma, es la formacién de estructuras
cristalinas ricas en el metal (Harada et al, 1986). Van
Steveninck y 8us colaboradores (1987 a— Yy b) han

sefialado, sobre la base del microanélisis de rayos X, la
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posibilidad de que dichos cristales correspondieran al
fitato.

El aumento de la concentracién de Zn en las raices
suele estar asociado con un aumento en la concentracién
de éste en el vastago. Los pocos trabajos efectuados
sugieren que la translocaclédn de Zn depende de 1la
actividad metabb6lica vy que el desplazamiento radial -
desde el cortex hacia la médula- podria estar limitado a
nivel de la endodermis (Chino & Baba, 1981; Denny &
Wilkins, 1987 b). Esta informacién sumada al
conocimiento de que este cati6n se desplaza por el
xilema en la forma de Zn-citrato y, en menor grado, de
Zn-malato (Tiffin, 1967; White et al, 198 a,b y <c)
conduce a la 1idea de gque el acceso del 2Zn al tejido
conductor ocurrirfia a través del simplasto. Faltan, sin
embargo, experimentos concluyentes que permitan
confirmar o rechazar esta hip6tesis.

Se ha sugerido que, ya en la parte aérea de las
plantas, la fraccién fisiologicamente activa esté
constituida -fundamentalmente- por compuestos de bajo
peso molecular, 1los Qque al degradarse permitirian 1la
transferencia del Zn hacia las macromoléculas que activa
o de las que forma parte (Walker_& Welch, 1987). Una
parte del Zn que arriba al véstago recircula hacia la

raiz o hacia 6rganos Jévenes en formacién (Ramanni &
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Kannan, 1985 b); siendo en apariencia considerable 1la
fraccién que recircula hacia la raiz (Loneragan et al,
1989). Hasta donde alcanza nuestro conocimiento se ha
realizado un solo estudio tendiente a aclarar 1la forma
quimica en que el Zn se desplaza por floema. Dicho
trabajo, realizado en plantas de ricino, mostré que el
Zn se mueve ligado a compuestos orgénicos de bajo peso
molecular y que, presumiblemente, contienen fésforo en

su estructura (Van Goor & Wiersma, 1976).

Interaccién Fésforo-Zinc

Como ya se ha seflalado el agregado de fertilizantes
fosforados a suelos con alto pH suele dar lugar a la
aparicién de sintomas de deficiencia de Zn. Estos
sintomas son parecidos a aquellos que se obtienen en el
mismo cultivo como resultado de la toxicidad al fésforo
(Loneragan et al, 1982). Se han postulado distintos
niveles en 1los8 que la interacciétn entre el fésforo y el
cinc podria ocurrir. El primero de ellos es a nivel del
suelo, merced a la precipitacién del Zn en la forma de
fosfato de cinc, disminuyendo .de este modo la

concentracién efectiva del catiétn en 1la solucién del
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suelo. La informacién accesible muestra, sin embargo,
que la mas importante interaccién entre ambos nutrientes
ocurre en la planta, ya sea a nivel de la absorcién, de
la translocacién o de la utilizacién del metal.

Tal informacién es, empero, contradictoria. Asi 1la
adicién de f6sforo puede provocar un descenso en la
absorcién de Zn (Paulsen & Rotini, 1968), no afectarla
(Ragab, 1980), o afectarla solo ligeramente (Cakmak &
Marschner, 1986). Mas aun el orden en que se agregan el
P y el Zn puede ocasionar distintas respuestas (Burleson
& Page, 1967). En un trabajo reciente Cogliatti et al
(1991) han observado en Gaudinia fragilis que el aumento
del esuministro de fé6sforo provoca una disminucién del
influjo de Zn; proceso que involucraria, aparentemente,
el efecto de la concentraciétn citoplasmatica del anién
sobre el eistema .de transporte de Zn. Este modelo como
es notorio no alcanza a explicar el amplio abanico de
respuestas de la absorciétn de Zn frente al suministro de
P.

En el mismo trabajo los autores han observado que
el porcentaje de Zn translocado al vastago, respecto del
total absorbido, es independiente de 1la concentracién
externa de P. En oposiciébn a este resultado en una larga
serie de- trabajos Cakmak & Marschner (1986, 1887) vy
Marschner & Cakmak (1987) han hallado, en algodén, que
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el aumento del nivel de fbésforo no afecta notoriamente
la absorciétn pero 81 la translocacién de 2Zn. La
disminucién de esta ultima se deberia a un descenso en
la fraccién Zn-soluble de la raiz (Cakmak & Marschner,
1987). Es posible que tal descenso, capaz de afectar 1la
translocacién, pueda ser homologado a un descenso en la
fracciétn fisiologicamente activa.

Estos efectos pueden ser parcial o totalmente
enmascarados por el crecimiento (Adams, 1980; Robeon,
1983) o también por la presencia de otros iones en el
medio. Asi la presencia de calcio en el medio tiende a
acentuar los sintomas de la deficiencia de Zn-fésforo
inducida (Warnock et al, 1970); en tanto que -en las
dicotiledoneas- la presencia de silicio atempera 1la
misma (Marschner et al, 18990). En apariencia este Gltimo
efecto se debe a que el silicio previene la excesiva
acumulacién de fésforo en las hojas (Miyake & Takshashi,
1985). Esta afirmaciétn tiende a sugerir que el factor
primario en la interaccid6n P-Zn debe ser atribuido al
desarrollo de 1la toxicidad al fé6sforo; esin embargo
trabajos recientes (Teng & Timmer, 1990 a y b; Timmer &
Teng, 1990) sugieren que estos efectos son

independientes.
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Tras la breve revisiétn practicada surge que 1la
nutriciétn de Zn de las plantas superiores es un proceso
globalmente poco explorado, con lagunas en cada uno de
loe procesos parciales. Es extrafio que en tanto existe
una abundante bibliografia referida a 1la variabilidad
intra e 1interespecifica en 1la resistencia a altos
niveles de suministro de 2Zn (Woolhouse, 1983; Baker,
1987) se desconozcan casi por . entero los m-~~anismos
involucrados en la absorciétn de este micronutr:.znte; asi
como la forma en que ésta es regulada. La importancia de
tal conocimiento es clave para una mejor compreneién de
los fenbémenos de deficiencia de Zn inducida por el
fésforo y -particularmente- de toxicidad; ya que una de
las formas en que, &8l menos tebdricamente, las plantas
podriasn evitar la aparicién de sintomas de toxicidad es
a través de la exclusién del Zn del espacio interno
radical (Taylor, 1987).

El objetivo principal de este trabajo ha sido
estudiar la contribucidtn de los flujos vectoriales al
flujo neto de Zn, en plantas de trigo, en condiciones de
variado suministro del metal (Capitulos I y 1II).

Adicionalmente se ha explorado el efecto del nivel de



suministro de f6sforo sobre 1le absorcién y translocacién
del catién (Capitulo IV); asi como los efectoes del alto
nivel ex6geno de Zn sobre el crecimiento y desarrollo de
las plantas (Capitulo III). La aparicidén de ciertos
problemas planteados por la metodologia empleada
impulsd, finalmente, al estudio de tales dificultades
tanto desde un punto de vista experimental como tedrico.
Dada 1la evidente dificultad -e inconveniencia- de
intentar separar el conocimiento obtenido de la forma en
que este ha sido adquirido; hemos crefido conveniente
dejar constancia de nuestras dudas y cavilaciones en los
apendices afiadidos al presente trabajo (Apéndices I, II

y III).
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MATERIAILLES Y METODOS



MATERIAL VEGETAL

La especie empleada en todos 1los experimentos
realizados, excepto uno, fue el trigo (Triticum
aestivum) variedad "Klein Atalaya”. En algunos ensayos
se emplearon, con propbésitos comparativos, las
variedades Chaquefia INTA, Las Rosas INTA, Norkin Irupé,
Trigomax 200 y la variedad Buck Candisur correspondiente
esta ultima a la especie Triticum durum. Las semillas

*

fueron gentilmente cedidas por la, ahora stente,
Red de ensayos territoriales del Ministerio de
Agricultura de 1la Nacién. En uno de los ensayos

realizados s8se empled con fines comparativos girasol

(Helianthus annus) HAS889.

CULTIVO DE LAS PLANTAS

Para cada experimento las semillas fueron tratadas
durante cinco minptos con agua oxigenada 10 ¥ (V:V).
Tras este tratamiento se procedi6 a someterlas a

condiciones que aseguraran la imbibicién; as8i como una
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adecuada aireacién. Con este prop6sito se colocaron las
semillas en recipientes de vidrio que contenian agua
destilada en la que se hizo burbujear aire durante seis
horas. Las semillas fueron, luego, puestas en oscuridad
durante 48 horas sobre papel de filtro himedo. Cuando el
porcentaje de germinacién, al cabo de este periodo,
superd el 70 %X se sBiguidé adelante con el cultivo de las
plantulas. Tras 1la emergencia del coleoptile se
seleccionaron aquellas Que contaban, al menoe, con tres
rajices de mas de 0.5 cm y menos de 1.5 cm de longitud,
descartandose el resto del material. Las pléantulas
seleccionadas fueron colocadas sobre una malla de
pléastico a través de la cual las raices quedaron en
contacto con una solucién que contenia Ca SO4 0.5 mol
m-3.

Al alcanzar las J6venes plantas la total expansién
de la primer hoja fueron transferides a tanques de
plastico de 40 1litros de capacidad sobre los cuales se
hallaba montada una plancha de pléstico con 60 orificios
de 1.7 cm de diémetro (Figura 1, pag. 30). Todo el
material empleado en el cultivo de 1las plantas fue
repetidamente lavado con agua destilada con el objeto de

disminuir los riesgos de contaminacién con fuentes de Zn
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no deseadas; siendo particularmente eficdz el wuso de
material pléastico con este fin (Moraghan, 1985). En cada
orificio s8e colocdé una cesta, en la cual -sujeto por una
banda de gomaespuma- s8e introdujo un grupo de tres
plantas; de modo tal que las raices quedaran en contacto
con la solucién nutritiva contenida en el tanque. A
efectos de proporcionar una buena sireacidén a las raices
se monté un sistema de aireacién como el mostrado en la

Figura 1.

CONDICIONES AMBIENTALES

La densidad del flujo de fotones al nivel de las
plantas oecilé entre 160 vy 180 umol.m2.seg-1 de
radiacién activa en la fotosintesis, bajo un fotoperiodo
de 16 horas. La iluminacién fue provista por lamparas
Phillips HPLN de 400 watt y lémparas incandescentes de
75 watt.

En 1los primeros estadios del desarrollo no hubo un
significativo efecto de sombreo por la cobertura
vegetal, el que ee hizo evidente a partir del dia 18
despues de 1la germinacién. Por esta razén los
experimentoes B8Be realizaron entre los dias 12 y 23 desde

la germinacién. Si bien esto implica cierto efecto del
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sombreo en las cosechas tardiae, la eleccién practicada
resulta una solucibén de compromiso entre la
estabilizacién de los efectos nutricionales y la energia
radiante interceptada. Solo excepcionalmente se
realizaron experimentos mas allé del dia 23; en tales
casoe se redujo tres veces el numero de plantas.

La temperatura en la cémara de cultivo se mantuvo
en 20+2°C. La humedad relativa en la misma oecilé

alrededor del 60 %.

SUMINISTRO DE NUTRIENTES

Hasta el dia ocho despues de 1la germinacién la
solucién nutritiva estuvo compuesta unicamente por CaSOa4
0.5 mol m—3. Esta soluciétn fue luego reemplazada por
otra completa cuya composicién puede observarse en 1la
Tabla 1 (peg. 33).

La concentraciétn de fésforo, suministrado bajo la
forma de HzKPO4, fue -excepto cuando se indica 1lo
contrario- 1 mol m—3. En aquellos experimentos en que se
emplearon diferentes condiciones de suministro de P, el
K+ fue balanceado mediante el agregado de K2504 ya que

se ha observado que este catiédn puede interactuar con la



TABLA 1: Composicién de la so':-+:iin de cultivo empleada

en los ensayos.

K NOa 5.0 mol m—3
Na NOa 2.0 mol m—3
Ca (NOs)=2 1.5 mol m—3
Mg SOa 1.5 mol m—-3
Fe EDTA 9.22 mmol m—3
K Cl 50.00 mmol m—3
Ha BOa 25.00 mmol m-3
Mn SOa4 2.00 mmol m—-3
Cu S04 0.50 mmol m—3
(NHa)e Mo70=24 0.50 mmol m—-3

pH 6.0 + 0.2

Nota: La concentracién de Zn, excepto cuando se indica
lo contrario fue de 2 mmol m~3, en tanto que 1la de
fésforo fue -dependiendo del experimento- de 1.0 mol

m—3. (Ver pag. 32 y 34)
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absorcién de Zn2+ (Cogliatti et al, 1981). En talee
experimentos, por consiguiente, la especie quimica no
balanceada fue el ién S042-.

La concentraciétn de Zn en la solucién de cultivo
dependid de 1la naturaleza y objetivo de cada
experimento. Asi todos los experimentos correspondientes
al Capitulo I fueron efectuados en el ni-el de
suminietro 2 mmol.m—3. En los experimentos informa:'os en
los Capitulos II y III 1los niveles de Zn durante el
cultivo de las plantas fueron 0.5; 10; 100 y 1000 mmol
m-3 6 -tambien respecto del cédpitulo II- en los niveles
0.2; 2y 20 mmol m—3 ; en tanto que loe del Capitulo IV
se efectuaron en el nivel 4 mmol m—3.

Dado que durante el cultivo de las plantas éstas
incorporan nutrientes desde 1la soluciétn de cultivo, se
produce una disminucién en la concentracién de éstos en
la misma. Por este motivo se efectudé el reemplazo de la
soluciétn externa de acuerdo a dos criterios; el primero
de ellos fue fijar un periodo méximo de reposicién, el
cual se determiné estimando la méxima demanda provocada
por el crecimiento. El segundo criterio consistié en 1la
medicién de la concentracién de fésforo y de cinc en la
solucién de cultivo: cuando cualquiera de ambas

diesminuy6 por debajo del 90 % de 1la concentracién



inicial se procedié6 a cambiar la soluciétn en todoe los
tratamientos.

El pH de la solucién de cultivo fue mantenido en 6+
0.2. El control de esta variable se efectué, al menos,
con frecuencia diaria . Frecuencias de control y ajuste
mayores fueron empleadas en las fases mas avanzadas del
desarrollo y cuando se emplearon elevados niv.:les de

suministro de Zn.

MEDICION DE PARAMETROS DE CRECIMIENTO

MEDICION DE PARAMETROS DIRECTOS

En forma rutinaria, para toda 1la serie de
experimentos aqui informada, el material vegetal fue
cosechado, separado en parte aérea y raiz, secado a 70
oC y pesado con una balanza de precisidén. Excepto en los
experimentos correspondientes a los capitulos II y III
las unidades observacionales estuvieron constituidas por

loe grupos de tres plantas contenidos en cada cesta.
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En los experimentos especialmente disefiadoe para
estudiar el efecto del nivel de suministro de Zn sobre
el crecimiento, el material vegetal fue separado en
rafz, léamina y vaina; tomandose el peso fresco de cada
uno de estos 6rganos. El Aarea foliar se midié mediante
el empleo de un medidor de area foliar Licor 3050 A. En
la parte aérea se midi6, también, la longitud de cada
hoja, asi como la longitud de las vainas.

Las raicees de cada planta fueron separadas, de
acuerdo a su origen, en seminales y nodales. Para cada
uno de los ejes principales de ambos grupos se midic¢
con una regla milimetrada, la longitud desde el Aapice
hasta la base; asi como la distancia al &pice en que
aparecen las raices laterales de primer orden. En cada
eje se midi6, ademés, el numero de raices de este orden.

A través del método de Tennant (1976) se estimé 1la
longitud total de la raiz y la de los ejes principales.
El método empleado se basa en la correspondencia entre
el nimero de intersecciones de la raiz con las lineae de
un plano cuadriculado cuyo tamafio es previamente fijado.
La longitud total de la raiz fue estimada a través de 1la
determinacién del numero total de intersecciones;
midiendose luego el nimero de intersecciones
correspondiente a los ejes principales de mbdo tal que

la diferencia entre la longitud total y la de los ejes
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principales estima 1la longitud correspondiente a 1lea
totalidad de loe ejes laterales de primer orden.

Con el propdsito de contrastar la exactitud del
método de Tennant (1976) se compararon, para los ejes
principales, 1las mediciones efectuadas con regla con
aquellas obtenidas =a través del procedimiento de
interseccién. Las diferencias entre una N4 otra
aproximacién no superaron, en promedio, el 2 %; no
observandose errores sistemAticos de un método respecto

del otro.

DERIVACION DE PARAMETROS DE CRECIMIENTO

A partir de las mediciones directas de crecimiento
se estimé la magnitud de los parametros de crecimiento
derivados ( Hunt, 1982). El1 enfoque empleado para el
cdlculo de las constantes de crecimiento relativo fue
funcional (Cooper, 1986), ajustdndose los datos
provenientes de distintas cosechas a una funcién
apropiada. Si bien este método padece de ciertas
objeciones que dificultan la comparacién de datos
provenientes de distintos tratamientos (Poorter, 1991),

fue considerado de acuerdo a la naturaleza y forma de
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coleccién de los mismos como aguel gque permitia una
mejor aproximaciétn al fendémeno estudiado.

Por definicién la tasa de crecimiento relativo -G-
de un parémetro -X- como, por ejemplo, el peso seco

total o el area foliar; es:

G= 1 .dX (1)
X dt
Donde X es el paréametro bajo estudilo. La

integracién de esta expresién brinda:

In X= 1n K+ G.t (2)

La tasa de crecimiento relativo (G) puede ser luego
calculada como la pendiente del gréafico del 1nX en

funcién del tiempo; donde K es la ordenada al origen.

Nota: En el presente trabajo 1la tasa de crecimiento
relativo del peso seco total ha sido designada como
RGR. La abreviatura G ha sido empleada para mostrar
la forma de célculo de cualquier tasa de

crecimiento relativo, una de las cuales es RGR.



Otro parémetro derivado que ha s8ido empleado en
este trabajo es la tasa de asimilacién neta (NAR), la

cual es definida como:

NAR= 1 . dW (3)
A dt

La integracién de esta expresién requiere suponer
una dada relaciétn entre 4 y W (Kvet et al, 1971). En
todos 1los experimentos realizados se observdé que tal
relacién era lineal, por lo que -para estimaciones del
valor medio a lo largo de todo el intervalo se emple6 la

siguiente aproximacién:

NAR= Wao_BRGRw (e (RARy-RARL) .t — 1)
(RGRw-RGRa) Ao .t (4)

Donde RGRw es la tasa de crecimiento relativo de
planta entera y RGRa la de area foliar. En tanto que
cuando interes6 conocer el valor medio de NAR en el
intervalo que media entre dos cosechas sucesivas se
empleb el método clésico a través del wuso de la
siguiente ecuacibébn (Kvet et al, 1971):

NAR= We-Wo . 1ln Ar - 1ln Ao (5)
Ar-Ao (te-te)
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Respecto de algunos parémetros , como la longitud
total de la raiz o 1la de 1los ejes de distinto orden,
interes6 conocer el valor medio de los mismoes durante el
perfiodo de tratamiento. Los valores medios del paréametro

1 fueron estimados segin la siguiente expresién:

1= do == (e G1-t - 1) (6)
Gi. t

Donde Gi es la tasa de crecimiento relativo del

parémetro considerado.

DESARROLLO DE LAS PLANTAS

Simultdneamente a la medicién de 1los paréametros
primarios de crecimiento s8se midi6é el nimero de hoJjas
presentes en cada eJe caulinar. El nGmero de hojas fue
relacionado en forma 1lineal con el tiempo térmico en el
meristema del vastago. Dado que no fue posible efectuar
mediciones directas de la temperatura en aquel, se
asumié que la misma era igual a -la temperatura
ambiental. En condiciones de temperatura constante, como

las _aqui empleadas, las hojas aparecen a intervalos de

40



41

tiempo regulares. La pendiente de la recta obtenida es,
de acuerdo con Ritchie y NeSmith (1891), el filocrono.

El namero de hojas considerado fue aquel que
resulta del nimero de hojae visibles. Este procedimiento
tiende a subestimar el numero real de hojas (Milthorpe &
Moorby, 1975) pero resulta una buena aproximacién para
los objetivos del presente trabajo. El numero de hojas
visibles fue estimado mediante el siguiente
procedimiento: al numero de hojas expandidas se le sumé
la fracciétn que resulta de practicar el cociente entre
el tamafio de 1la hoja mas joven respecto de la Gltima
hoja anterior.

En las fases de desarrollo comprendidas en estos

experimentos no se observé la aparicién de macollos.

MEDICION DE PARAMETROS NUTRICIONALES

MEDICION DEL CONTENIDO DE NUTRIENTES

Una vez efectuadas las mediciones de los parametros
directos de crecimiento, el material vegetal &a secado y

pesado fue digerido en mezcla nitrico perclérico:
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sulfarico (10:4:1 V/V) hasta gque la muestra alcanzé a
ser translicida y con un volumen inferior a 0.5 ml. Los
digestos fueron llevados a un volumen apropiado para la
lectura de la concentracién de fésforo y de zinc.

A partir de 1la medicién de 1la concentracién de
ambos nutrientes en los digestos, se estimb6 el contenido

de Py de Zn en los distintos 6rganos del cormo.

DERIVACION DE PARAMETROS NUTRICIONALES

De acuerdo con Wiliams (1948) puede definirse 1la

tasa especifica de absorcién (SAR) de un nutriente como:

sar= dor . _1 (7)
dat Wr

Donde @&r es el contenido total del nutriente en la
planta y Wr el peso seco de la rafiz. A partir de esta

definicién es poeible estimar la SAR de variae maneras:

sar= dor . 1
dt W

Es decir partiendo de la misma definicién o a través de:



sarR= d(Iln@r) . 1 (8)
dt Wr

El ueo de una u otra expreeiétn depende de 1los
objetivos perseguidos. Asi el empleo de la expresién (7)
permite calcular la SAR en el intervalo que media entre
dos cosechas sucesivas; en tanto que la expresién (8)
permite estimar el valor medio para una eserie de datos
provenientes de varias cosechas.

En el presente trabajo 1la tasa especifica de
absorciétn ee descompuso en doe tasae: la de ~-mulacién
en la raiz (SRA) y la de translocacién al vastago (oo!);
cuya sumatoria rinde -al menos en términos teéricos- 1la

SAR. Siendo:

BrRA= d@r . 1_ (9)
dt Wr
y
seT= d@a . 1_ (10)
dt Wr

Donde los subindices r y s indican raiz y vastago,
respecpivamente.
El estudio de la variacién del flujo neto a partir

de las expresiones precedentes asume que el &area a
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través de la cual ocurre el flujo neto hacla las raices
estd relacionada en forma lineal e invariable con el
peso 8eco de la misma. Esta suposicibén necesita ser
contrastada cuando se emplean tratamientos capaces de
afectar el crecimiento en longitud, pPero no el
crecimiento en peso seco O vVviceversa. En clertos
experimentos s8e compararon las estimaciones efectuadas
sobre la base del peso seco con aquellas expresadas por
unidad de longitud de la rafz. En éste Gltimo caso la

SAR queda definida por:

BAR = d@r . 1 _ (11)

Donde Lr es la longitud total de la raiz.

USO DE ISOTOPOS PARA LA ESTIMACION DE FLUJOS

ESTIMACION DEL INFLUJO DE ZN

44



45

La estimacién del influjo de Zn2+ hacia el espacio
interno radical se efectu6 en dos condiciones
excluyentes: en situacién de estado "cuasil estacionario”
6 -dependiendo del experimento- durante la ruptura del
mismo (Ver Apéndice III). Para las estimaciones en
condiciones de estado ""cuasi estacionario” se emplearon
plantas que habian recibido, al menos, un tratamiento
previo de siete dias en 1iguales condiciones de
suministro de nutrientes que aquella en 1la que se
efectué el experimento. Las plantas asi cultivadas
fueron puestas en contacto con una solucibébn nut=»itiwva de
igual composicién que la de cultivo pero en la que se
habia adicionado ©8Zn. La actividad especifica varié
segin el tratamiento y experimento considerado entre 37
KBq €8Zn.umol-1Zn y 296 KBq ©BZn. umol-1Zn. Tras veinte
minutos de permanencia en 1la 8olucli6n radioactiva,
sometida a intenso burbujeo para atenuar la formacién de
capas limites, las plantas fueron transferidas durante
otros 20 minutos a una s8olucién de igual composicién
pero libre del trazador, con el proposito de remover el
esZn presente en el Espacio Aparentemente Libre. El
material vegetal fue cosechado, secado, pesado y
digerido como se ha detallado previamente. Los digestos
fueron llevados a un volumen final de 10 ml en los que

se determiné la emisién de rayos gamma.
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Las mediciones fuera de estado "“cuasi estacionario”
se efectuaron con dos prop6sitos distintos a) Estimar
lose parémetros Vmex Y Km que caracterizan las isotermas
de influjo 6 b) Estudiar el efecto, a 1lo largo del
tiempo, del cambio en el nivel de suministro de P 6 Zn
sobre el influjo del catién. En este ultimo caso fue la
nueva concentraciétn de P 6 de Zn la empleada durante loe
periodos de carga y lavado del trazador. En las
isotermas de influjo, en las que se estima el influjo en
un amplio rango de concentraciones externas, la
concentraciétn de Zn durante el periodo de lavado fue la
misma gque agquella empleada durante el cultivo de 1las
plantas. Este procedimiento permite minimizar las
perturbaciones sobre el sistema y evitar la introduccién
de nuevas incégnitas (Jensén, 1987).

Un aspecto lmportante a tener en cuenta durante la
realizaci6én de este tipo de experimentos es el posible
cambio en la concentracién en la solucién empleada para
la carga del trazador o en la de lavado, debido al
arrastre de solucién desde el recipiente precedente.
Para evitar este efecto indeseado antes del periodo de
carga Yy de lavado se sumergieron las raices durante 15

segundos en un recipiente con agua destilada.
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ESTIMACION DEL EFLUJO DE ZN

La estimaciétn del eflujo se realiz6 mediante dos
procedimientoe bésicos. El primero de ellos coneistié en
calcular el mismo como la diferencia entre el influjo y
la tasa especifica de absorcién. Este procedimiento es
particularmente eficdz en condiciones alejadas del
estado estacionario cuando las medidas directas del
eflujo no son posibles (Walker & Pitman, 1976).

El segundo procedimiento consilstibé en cultivar las
plantas en condiciones de estado ''cuasi estaoiongrio" en
presencia del trazador en la 8olucién de cultivo
(Actividad especifica 74 KBq ©6Zn.umol-1Zn). Cuando las
plantas se encontraron homogeneamente marcadas -todos
los compartimentos presentaban igual actividad
espeoifica que la de la solucién de cultivo- las mismas
se transfiriercn a una solucién libre del marcador. Dado
qQue 91 sluir el trazador hacia la soluciédn externa ésta
incrementa su aotividad especifica y que -por lo tanto-
podria verificarse el reingreso de aquel, es menester
rencvar la solucién externa a distintos intervalos de
tiempo dgade el 1inicio del experimento. Las soluciones
recogidas a distintos intervalos de tiempo, vy cuy;

volumen fue medido, se concentraron a un volumen final
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de 10 ml; midiéndose en lae miemas la emieién de
radiacién. El procedimiento seguido, a partir de estos
datos, para estimar el eflujo desde el espacio interno

radical es comentado detalladamente en el capitulo I.

ESTIMACION DEL FLUJO NETO INSTANTANEO DE ZN

Por definicién la SAR ees una tasa instantdnea pero
su estimacién involucra -para ser precisa- una distancia
entre cosechaes no inferior a las 48 horas al cabo de las
cuales puede verificarse un crecimiento significativo
del contenido de Zn en las plantas. En ciertos casos
interes6 conocer 1la magnitud del flujo neto de Zn en
periodos de tiempo mucho menores. Estas mediciones méas
proximas a las 1nstantaneas se efectuaron a través del
seguimiento de la desaparicién de Zn en el medio de
cultivo.

Este procedimiento Be basa en gque en pequefioes
volumenes de solucién y con una gran densidad de raices,
éstas absorben rapidamente el nutriente y -por
consiguiente- éste disminuye su concentracién.
Paralelamente 1las raices absorben agua, disminuyendo el
volumen de la s8olucién. Si se mide la concentracién del

nutriente a distintos intervalos de tiempo Y,



se reglistra en forma simulténea la variacién de volumen,
es posible estimar la cantidad de nutriente incorporado
por las raices, la cual seréd igual a la diferencia entre
el contenido inicial y final de aguel en la solucién
externa.

Con tal fin se estandarizé un método de medicién
que consisti6 en colocar plantas en recipientes de 50 mL
de capacidad con una densidad de raices de 30 g (Peso
Fresco). L-1 de solucién, recolectando en periodos no
inferioree a 10 ni sﬁperiorea a 60 minutos muestras de
la solucién de absorcién. Dado gque no fue posible
efectuar un seguimiento fino del volumen de la solucién
se midié el mismo al inicio y al final del experimento
asumiendose que la disminucién del volumen de solucién
debida a la transpiracién en tal periodo fue lineal.

Esta manera de medir el flujo neto choca, sin
embargo, con algunas limitaciones «que es8 preciso
sefialar. La primera de ellas 8e refiere a las
concentraciones de Zn capaces de ser medidas por métodos
de espectrofotometria. Este inconveniente pudo ser
salvado mediante el uso de 887Zn en plantas
homogeneamente marcadas, midiendose la desaparicién del
isbtopo radioéctivo en una solucibén de igual actividad

eepecifica que 1la empleada durante la marcacién del.

material vegetal.



La segunda limitaciémn proviene de que es necesario
un decaimiento no inferior al 10¥ en la concentracién de
la solucién de absorcidén para obtener datos confiables.
Cuando 8se trabajé con nivelee de elevado suministro de

Zn este problema no pudo ser salvado.

MEDICION DE LA TRANSPIRACION

El método precedente fue empleado como base para la
medicién de la transpiracién; la cual fue estimada a
través de la pérdida de volumen en 1la esolur'.isx de
cultivo durante un periodo de dos horas. El voiumen de

agua transpirada fue referido a la superficie foliar.

USO DE INHIBIDORES METABOLICOS

En algunos ensayos 8e estimé el influjo de Zn y el
porcentaje de 65Zn translocado al véastago en presencia
de inhibidores metabélicos o condiciones ambientales
potencialmente capaces de influir sobre 1la magnitud de
los mismos, como 1la temperatura. Con este fin se empleé
2-4 Dinitrofenol (DNP) en concentracién 0.5 10-¢ M vy

azida s86dica (NaNs); 10-4 M. En el caso del DNP y debido
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a su baja solubilidad en fase acuosa se lo disolvid -
previamente- en etanol; por lo que la misma cantidad de
este solvente fue agregada a “a solucién control. Trés
el agregado de DNP a 1la solucisn nutritiva el pH de la
misma disminuye y fue necesario reajustar el mismo. El
pretratamiento con DNP, NANa o bajae temperaturas (4°C)
fue -en los experimentos informados- de una hora de

duracién.

DETERMINACIONES QUIMICAS

Determinacién del fésforo: La concentracién de fésforo
en 1la solucidén de cultivo fue estimada mediante 1la
determinacién de la formacién del complejo fosfo-vanado-
molibdico en medio reductor (a4cido ascérbico), segin ha
sido informado por Murphy & Ryley (1962). En las
muestras vegetales el f6sforo se determiné mediante el

método del amarillo vanado-molibdico (Jackson, 1964).

Determinacién del Zinc: La determinacién de Zn, tanto en
los digestos como en la solucién de cultivo, se efectud
por espectrofotometria de absorcién atémica mediante el

empleo de un equipo Zeis.



Determinacién de clorofila: Muestras de parte aérea de
250 mg de peso fresco se almacenaron en bolsas de
pléastico y fueron mantenidas, en oscuridad, a una
temperatura de -70 °C hasta el momento de determinar en
las mismas el contenido de clorofila mediante el método

de Arnon (1949).

Determinacién de ©85Zn: La emisién de radiacién gamma
proveniente del is6topo radiocactvo del 2Zn fue leida en
un espectrémetro de cristal de pozo Beckman Autogamma

300.

METODOS ESTADISTICOS

La comparacién de datos provenientes de distintos
tratamientos se efectué a través del test t de Student;
empleandose un nivel de significancia del 5 %. En el
caso de las curvas obtenidas; estas fueron ajustadaes -
dependiendo de la ecuacién de ajuste- a través del
método de minimos cuadrados o -cuando la transformacidn
lineal de los datoe no fue posible- a traves del método

simplex, el cual minimiza 1la suma de cuadrados



residuales (Nelder & Mead, 1965). El1 célculo de 1los
intervalos de confianza de los parametros
caracteristicos de cada wuna de las ecuaciones de ajuste
no linearizables fue realizado usando un Programa que
varia el valor de cada parémetro hasta que la suma de
cuadrados residuales aumenta en forma significativa
(Barrow & Campbell, 1972; Barrow & Mendoza, 1990).

El enfoque sostenido a lo 1largo de este trabajo
evité expresa y conscientemente igualar el grado de
verdad y/6 corraboracién de las hipétesis vértidas con
su probabilidad; por lo que el empleo de las
herramientas estadisticas antes mencionadas se
circunscribié al minimo; operando con las mismas como
ayuda del sentido comin y no como sustituto de éste. En
lineas generales tales herramientas fueron empleadas
para el ajuste de ecuaciones, mas que para efectuar
comparaciones. Este criterio supone cierto grado de
arbitrariedad en la contrastacién de hipétesis toda vez
que el ‘"sentido comin’” es, en todos 1los casos,
eminentemente subjetivo. No obstante no existen razones
epistemolégicas de peso para igualar el grado de verdad
o corraboracién de wuna hipétesis con su probabilidad
(Bunge, 1975). El1 enfoque aqui adoptado asi como otros
alternativos ha sido objeto de un aspero debate al que

nos remitimos (Ej: Popper, 1885; Bunge, 1975).
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CAPITULO 1

FLUJOS VECTORIALES Y COMPARTIMENTACION DEL_ZN



Una de las tareas que deben plantearse para

dilucidar 1la contribucién del eflujo e influjo al flujo
neto de Zn hacia el espacio interno radical, en
condiciones de variado suministro del metal, es el
estudio detallado de los procesos de absorcién ' pérdida
de Zn en una dada concentracién externa. Este
conocimiento persigue la obtencién de una base firme que
permita interpretar los resultados obtenidos en
distintas condiciones de cultivo de las plantas, cuando
es dificil efectuar simultaneamente -para cada una de
tales condiciones- experimentos detallados. La
concentracién elegida para alcanzar este objetivo fue de
2 mmol m—3, la cual ha sido comunmente empleada en los
experimentos realizados en hidroponia (Hewitt, 1966). El
uso de tal concentracién permite, pues, comparar los
resultados obtenidos con aquellos hallados por otros

autores.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1- SEGUIMIENTO DE LA INCORPORACION DE 