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1. INTRODUCCTION

1.1 Metales pesados: definicidn y su relacidén con el medio ambiente y

los vegetales

Se define con el término "metal pesado" a todo aquél cuya densidad

supera los 5 g/cm’ en su forma elemental (55). Las plantas, dentro de sus re

querimientos notritivos, necesitan de algunos de estos metales pesados, co-
mo el Fe, Mn, Cu, Zn y Mo (108) y, con toda probabilidad, el Ni (28).

Las funciones de los metales pesados esenciales pueden resumirse

en la siguiente forma (108):

-Fe:

~Mn:

~Cu:

-Zn:

~Mo:

Interviene en las cadenas de transporte electrénico y ciertos
enzimas como la peroxidasa y algunas deshidrogenasas, actuan-
también en la sintesis de clorofilas en la probable formacidn

de un ferroporfirina como compuesto intermedio.

Capaz de activar alguhas proteinas transportadoras de fosfa-
tos. Su importancia en este aspecto aln no esti claramente de
mostrada pero su papel parece ser importante al no poder ser
substituido enteramente por el Mg o cualquier otro elemento.

También interviene en la fotblisis del agua.

Componente de algunos metaloenzimas incluyendo la écido-ascqg
bico oxidasa, fenolasa y citocromo oxidasa. Puede actuar co-
mo aceptor intermedio en la oxidacién directa de substratos
de origen molecular, debido a su capacidad de oxidacién y re

duccidn reversible.

Interviene en la sintesis del Triptdfano, precursor de las Au

xinas.

Esencial para la fijacién del Nitrbgeno, y para la asimilacidn
de los nitratos. Posiblemente interviene en algunas reaccio-
nes fosforilativas en las que se forman complejos orgénicos

de P y Mo.



Los metales pesados, al igual que el resto de los elementos,
sean o no esenciales, pueden constituir una fuente de interferencias en
el desarrollo del vegetal cuando su concentracidn en el medio supera unos
valores limite, lo cual es ya conocido desde hace mucho tiempo: Klebs,
en 18888 (60) y, posteriormente Koenig, en 1910 (64) ya describieron fi
totoxicidad debida al cromo. Actualmente, y debido a su incrementada pre
sencia en el medio ambiente, esti creciendo el interés por el estudio
de los efectos fisiolbgicos y los mecanismos de absorcidén y resistencia

a los metales pesados.

Los metales pesados pueden ser absorbidos por la planta median
te cualquiera de los mecanismos empleados en la absorcidn de nutrientes,
es decir, mediante absorcidn pasiva, difusidén facilitada o absorcidén ac
tiva y, en el caso de los no esenciales, como parece ser el caso del cro
mo, del que se ocupa este trabajo, pueden ser coabsorbidos con otros nu

trientes minerales esenciales.

La translocacidén de los metales pesados por parte de la plan
ta es un mecanismo poco conocido; sin embargo, se ha desarrollado un mo
delo de equilibrio de quelacién entre cationes y agentes quelantes de

bajo peso molecular (4cidos orgdnicos y aminoicidos) (41,110,111).

Los sintomas més generales de la fitotoxicidad por metales pe
sados consisten en una falta de crecimiento y clorosis. La falta de‘cpg
cimiento puede ser debida o bien a una toxicidad especifica del metal
en cuestién o bien una inhibicién de la penetracién de la raiz en el sue
lo que impida la absorcidén de nutrientes (6,14,20). En cuanto a la clo
rosis parece estar relacionada con una falta de Fe, probablemente indu-

cida por el metal (49).

Existen diferencias en los sintomas de fitotoxicidad inducida
por metales pesados, tanto en lo que respecta a los distintos metales

como a diferencias enlos sintomas observados en distintas especies pro



-vocados por uh\mismd metal.

Se ha propuesto que la tox1c1dad por metales pesados podria
ser deblda a una 1nterf erencia en el metabolismo (competicién por ab-
sorc1on, 1nact1vac1on de enzimas,'dESplazamiento de elementos esencia-
leé'o alter ac1on de la’ estructu1a del agua (31). Tembién podrian afec—
‘tar la divisidn celular, actuando sobre la repllcac1on de los &cides nu
cleicos (5,92). La sensibilidad a los metales pesados puede variar sig

nificativamente con la temperatura y 1a intensidad luminica (30).

Las plantas Dresentan mecanismos de defensa frente al excé—
so de metales pesados como cambios de pH en ls zona préxima a la raiz
que pueden provocar_lawinsolubilizacién de ciertos metales pesades.Cier
tas variedédes de'trigo cebada, arroz y maiz pueden incrementar el pH
'de su soluci6n nutritiva vy provocar ia *nso*ublllzac1on Y. por tanto,
la prec1p1¢ac1on_del Al (19, 32, A8, 61). Por contra, las variedades sen
.sibles Al disminuyen o no modifican el-pH de las soluciones nutritivas
v, pof‘tantq, estdn expuestas a altas concentraciones de Al durante ppg.
longaéos periodoc de tiempd También existen otros mecanismos como la

Aqmov 117ac1on en vacuclas, exclusidn dctlva o la existencis de barreras

que 1mp1dan la tran%locac1on desde la raiz a la parte aerea (31).

J

‘ Auhque poco se sabe sobre la genética de la resistencia a los
‘metales pesados, se ha cobservado QUé hay variaciones de §ensibilidad en
‘tre variedades diferentes de vegetales cultivados y parece quela pcli-
01dla pue@e 1uoar un . napel importante a la hora de desarrollar esta
,reslstenc1a {26,66,73). A pesar de la resistencia al A1 mencionads an-
teriormente, las tolerancias observadas entre soja y judia verde no pa
:écen relacionadas con cambios diferenciales deipH en las zonas préxi-

mas a la raiz (33).



1.2 Propiedades quimicas del cromo

El cromo, descubierto en 1.798 por Vauquelin, presenta una
densidad elevada (7,19 g/cm® a 20 °C), lo cual le confiere la categoria
de metal pesado. Este elemento no se halla libre en la naturaleza pero
si se halla combinado. El mineral mas importante del cromo es la cromi

ta, que contiene de un 15 a un 167 de Cr203.

Seglin Woolhouse (123), tanto la agrupacién de los elementos -
por su gravedad especifica, a la que hace referencia el término de me-
tal pesado, como su situacidén relativa en la tabla periédica, no son
_adecuadas para el conocimiento de la actividad bioldgica de los elemen
tos., Para é1 es preferible una clasificacién basada en la capacidad de
formar ligandos, como la propuesta por Nieboer y Richardson (85) segiin
la cual el Cr pertenece ala clase "B": 4cidos o iones metédlicos que se
unen preferentemente a ligandos débiles, aunque otros autores, como Wool
house (123), lo ihcluyen en la clase "borderline", que incluye aquellos
que pueden formar complejos con una gran variedad de ligandos, no sola

mente los débiles.

El cromo, en la mayoria de las circunstancias, presenta su es
tado de oxidacién mis estable como Cr III. Los compuestos de Cr II son
agentes de reduccién y los compuestos de Cr VI son agentes de oxidacién
fuertes. Los dos estados de oxidacién mis frecuentes en el ambiente, Cr
VI y Cr III son facilmente interconvertibles, dependiendo la direccién
de esta interconversién fundémentalmente del pH del medio, de la presen
cia de condiciones aerobias o anaerobias y de la temperatura. En condi
ciones ambientales la forma mis abundante es, con mucho, la de Cr III.
Los compuestos de Cr III frecuentemente s6lo son solubles en agua a va
lores de pH muy bajos y con valores de pH por encima de 5 6 6 normalmen

te precipitan en forma de Cr(OH)3.

Las propiedades &cido-bisicas del Cr varian aumentando la aci



dez con el nimero de oxidacién. El 6xido de cromo (Cr0) y el hidréxi-
do (Cr(OH)2 son bésicos, el Cr203 es anfétero y el Cr03es 4cido, pu-

diendo formar &cidos complejos o condensados (isopolidcidos).

Desde el punto de vista termodindmico, el metal cromo es un
buen agente de reduccién, y cuando estd finamente dividido reacciona
rapida y completamente con el oxigeno. En estado masivo, sin embargo,
el cromo se protege por una delgada capa transparente de Cr203, y es ex

tremadamente resistente a la corrosidn.

El cromo III es capaz de formarigran cantidad de complejos bas
tante inertes, que cineticamente hablando, tienen mayor estabilidad ci
n*ttica que termodindmica y se bueden aislar como sélidao. Los comple-
jos mejor conocidos son aminas (CrAm6_m_n(H20)an)(3—m) donde Am es NH3
o aminas polidentadas como etilendiamina. R es un ligando 4cido tal como
halurd, ién nitro o sulfato (82). E1 Cr III forma complejos polinuclea-
dos con puentes de hidréxido o de oxigeno. Ligandos neutros tales como
la etilendiamina se unen muy fuertemente. Sillen y Martell (106) indi-
can las constantes de estabilidad de numerosos complejos organicos del
Cr, entre ellos los del EDTA, de la etilendiamina, de la sulfoxina, de
los aminoicidos asparagina, serina,c-alanina y glicina y de los écidos

orgénicos oxalico, succinico y fitico.

Los otros iones di-y tripositivos de los metales de transicién
también presentan esta propiedad, pero los complejos del Cr III son par

ticularmente estables.

Las soluciones alcalinas del Cr III son facilmente oxidadas a
Cr VI. Las soluciones de cromato (CrOA—) son de color amarillo brillan-
te. Cuando se acidifican estas soluciones se forma el ién dicromato
(Cr2072_), el cual es un agente de oxidacién muy poderoso, lo cual pro
voca que las soluciones de ibén bicromato sean intrinsecamente inestables
con respecto a su descompoéicién en O2 y Cr3+. Esta reaccién es lenta,
sin embargo, y las soluciones del idén dicromato se pueden mantener lar

go iempo sin una descomposicibén significativa,



La adicién de sales crémicas al 4cido sulffirico concentrado
produce una solucidén de 6xido rojo CrO3 que tiene propiedades oxidantes
extremadamente potentes y se emplea para limpiar la grasa de utensilios
quimicos de vidrio.

Finalmente, se puede obtener ién cromoso acuoso reduciendo las
soluciones de Cr 3+ con el Zn. Estas soluciones reaccionan répida y
cuantitativamente con el oxigeno y se emplean algunas veces para elimi

nar el oxigeno de una mezcla gaseosa.



1.3. Presencia del cromo en el medio ambiente: fuentes, estado vy

‘contenidos de cromo en el medio

El dnico mineral de importancia econdmica para la produccién
de cromo es la cromita. Grandes cantidades de cromo se usan en la pro-
duccidén de acero inoxidable, de metales cromados y para la obtencién de
diversas substancias quimicas, que se emplean en la industria textil co
mo pigmentos, mordientes y tintes, y en la industria del cueropara el
curtido de pieles. También se usan en la fabricacidén de sacarina como
catalizadores, en la purificacién de aceites y grasas (21) e incluso
como anticorrosivos en aguas de refrigeracién (128) y en sales de impreg
nacién junto con Cu y F para la proteccién de la madera contra la podre
dumbre (36).

1.3.1 El cromo en el suelo

El contenido de cromo en los suelos superficiales varia gran
demente y depende del tipo de roca madre, oscilando los-valores norma-
les de contenido en Cr en suelos entre 5 y 100 ppm (76,91). Como conte
nido medio a nivel mundial se indican 65 ppm..Los suelos con mayor abun
dancia en este metal, los llamados suelos serpentinos, son muy poco pro
ductivos desde el punto de vista agricol y fesentan una tipica flora de
serpentinofitas (27,89,92). Estos suelos se hallan en muchas zonas del
mundo, como Escocia, Portugal, Los Balcanes, La U.R.S.S., Japén, Cuba,
Africa y los E.E.U.U. (114).

El incremento de la actividad industrial o el aumento de las
grandes aglomeraciones urbanas producen una serie de productos industria
les ricos en metales pesados, entre ellos el cromo, que en muchas oca-~
siones se vierten sin tratar y pueden llegar a ser utilizados como aguas
de regadio en agricultura, con el consiguiente peligro de contaminacién

que ello comporta. En el caso del cromo provinente de la actividad in-



trial cabe citar las factorias de lavado de mineral que contiene gqg
gas ricas en metales pesados y la industria del curtido dela piel, que
puede utilizar cromo en su tarea. El contenido de cromo en los fangos
de las curtidoras varia con el método de curtido, desde un 0,977 en
la materia seca en el caso de fangos procedentes de la curticién ve-
getal, hasta un promedio de un 2,057 en los resultantes de curticién
con Cr (63). En el caso de las aglomeraciones urbanas el problema no
es tanto de cantidad como de concentracidn, puesto que todas las aguas.
residuales se vierten en unos mismos emisores, aguas que una vezdepu
radas rinden unos fangos ricos en materia orginica que pueden ser Qg
pleados en el abono de tierras de cultivo, con el riesgo que su conte
nido en metales pesados implica, sobre todo si estos fangos provienen
de fabricas de curtido de pieles. En general, el cromo en fangos de
dépuraddras de aguas residuales suele hallarse en forma de Cr III y
se pueden aplicar concentraciones relativamente grandes de estos fan
gos a suelos agricolas sin que se produzcan efectos téxicos. Sin em-
bargo, se han establecido unas normas para evitar el peligro de toxi
cidad en suelos por al aplicacién de famgos de depuradoras. Asi, se-
giin Seto (102) el contenido méximo tolerable de Cr en suelos de culti
vo es de 12 ppm y la adicidén mdxima de 220 Kg/Ha. Chaney indica como
méximo contenido permisible de Cr en fangos para su aplicacién a sue
los agricolas 1000 ppm. El cromo también puede provenir de los ferti
lizantes fosfatados, aunque se considera mis importante el aporte de
cadmio que pueden ocasionar, del compost proveniente de basuras y del
uso de combustibles fésiles en centrales eléctricas e industrias side
rlirgicas, aunque estos aportes son mucho menores que los efectuados

mediante fangos de depuradoras.

El cromo se puede presentar en el suelo en cuatro formas
diferentes: como catién Cr-' o anién Cr02_ y en dos formas hexavalen
tes: cromato Cr042- y dicromato Cr20726. El catién trivalente presen

ta una tendencia a coordinar con ligandos del suelo que presenten :



agua y nitrbgeno, muy estables (10). El cromo se mantiene soluble a
pH 5,5 gracias a la presencia de 4cido citrico, 4cido dietilendiamin
pentaacético (DPA), &cidos flilvicos y materia orgdnica soluble en el

agua.

Existen evidencias de que los &cidos filvicos juegan un
papel mds importante que los Acido hiémicos en la quelacién del cromo
(2,51,103,104). Estos 4acidos organicos se pueden encontrar en estiér

8 L

" col y aguas residuales urbanas e industriales.

La materia orgénica presente en el suelo puede provocar
una reduccidn espontanea del Cr VI a Cr III, dado que este dltimo es
mucho mds estable quimicamente, .aunque si hay Mn oxidado en el suelo
puede oxidar al Cr, que pasaria de Cr III a Cr VI, actuando el Mn co
mo aceptor de electrones. En este caso podrian empeorar los problemas

de fitotoxicidad por cromo al aparecer la forma téxica de dicho metal.

Dado que el Al adsorbe Cr y que esta adsorciédn puede ser
evitada por la presencia de ortofosfidto, se supone que el comporta-
miento del Cr VI en el suelo es parecido al delos ortofosfatos (10,
51,52). Como consecuencia de la alta capacidad de adsorcién del cromo,

éste suele estar en baja disponibilidad para los vegetales.

1.3.2 - El cromo en el agua y los sedimentos

El cromo en los sistemas acuoso superficiales se halla fun
damentalmente en los sedimentos o en forma particulada en suspensién,
y muy poco en forma soluble en el agua. Puede hallarse en forma de com

plejo orgdnico o en forma inorgénica.

Las aguas naturales, no contaminadas, contienen cantida-

des bajas de cromo soluble (82)

Los dos estados de oxidacién importantes de cromo en aguas:
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naturales son Cr III y Cr VI. En aguas bien oxigenadas el Cr VI es

la forma termodinamicamente estable, aunque normalhente es rapida-
‘mente reducido a Cr III y adsorbido a particulas en suspensién y se-
dimentos (88). En las zonas contaminadas no parece que haya una impor
tante liberacién de Cr soluble desde los sedimetos (93), como ocurre
con el Cd, Cu, Ni o Zn.

1.3.3 El cromo en la atmbésfera

El contenido en cromo en el aire varia ampliamente entre
zonas industriales y zonas no contaminadas, siendo las fuentes prin-
cipales de contaminacién la combustidén de carbdn. La emisién de cromo
depende ademds de la capacidad de incineracién de las industrias con
taminantes y de las instalaciones de control de emisién de contaminan

tes que posean, asi como del tipo de carbén que consuman (34,72).

El cromo emitido en la combustidén de carbén se halla en
las particulas de ceniza desprendidas 'al aire, que contienen entre

10-1000 ppm Cr/peso seco.

La poblacién no ocupacionalmente expuesta inhala cantida
des relativamente bajas de cromo; normalmente menos de 0,001 mg/dia
(4) y se han legislado los mAximos permisibles, dependiendo éstos de

los distintos paises.
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1.4 Esencialidad y toxicidad del cromo para los animales

1.4.1 Esencialidad

La esencialidad del cromo est4 bien demostrada en anima-
les (78,79,80,100) y para el hombre (37,42,101), Asi mismo, pudo ser
‘observada la induccién de una deficiencia de Cr en pacientes que reci
bieron una nutricién por via parenteral deficiente en cromo durante
un espacio prolongado de tiempo (56). A .partir de estos datos, diver
sos estudios realizados llevaron a la conclusién de que gran parte de
la poblacidén de los E.E.U.U. estid subalimentada con respecto al Cr
(56).

El Cr, al contrario que otros metales, como por ejemplo

el Cd, no se acumula en el organismo (44).

La forma, biologicamente activa del cromo es la trivalente
(80), y actlla como un complejo denominado "Factor de Tolerancia a la
Glucosa -GTF-), probablemente un cofactor de la insulina, inicialmente
aislado en ratas (80) y posteriormente de diversas fuentes, también
en plantas superiores (50). Este complejo parece contener &cido nico
tinico, glicina, &cido gluﬁémico y cisteina por lo que respecta a los
animales, siendo diferente en los vegetales. Actualmente se han halla
do complejos sintéticos que contienen Cr III biologicamente activos:

para los animales y el hombre.

La funcién del cromo en el hombre y los animales parece
estrechaﬁente relacionada con el metabolismo glucidico, puesto que tras
la ingestién de glucosa se produce un incremento de Cr en sangre di-
rectamente proporcional al nivel de glucosa. Se ha podido demostrar
en experiencias "in vitro" que la adicién de Cr:.potencia la accién de
la insulina.(69). Experiencias con animales demostraron que la defi-

ciencia de Cr provoca transtornos en la tolerancia a la glucosa.e in-
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cluso cierta diabetes clinica.

No tan solo el cromo presenta acciones en el metabolismo glu
cidico sino que también puede intervenir en el metabolismo lipidico,

inhibiendo el desarrollo de la arteriosclerosis (36,100).

No todo el cromo contenido en los alimentos estd disponible
para el organismo humano, por lo que el conocimiento del contenido de

Cr biologicamnete activo enlos alimentos es de gran interés dietético.

Todos estos aspectos hacen que el estudio del cromo en los
vegetales tenga interés no tan solo desde su aspecto de metal conta@i
nante sino también por lo que respecta a su uso en alimentacidn, pues
to que la subalimentacién descrita anteriormente en paises azanzados
(56) ha puesto de manifiesto la necesidad de busca; plantas resisten-
tes a concentraciones elevadas de cromo y que a la vez presenten una
cantidad suficiente disponible para los animales y el hombre en sus te
jidos comestibles; sin embargo, experiencias realizadas en este senti
do no parecen muy esperanzadoras por lo que respecta a su disponibili
dad, aunque existen diversas fuenes de Cr en plantas superiores, como
la alfalfa, judias y trigo (50), siendo la mayor fuente la levadura de

la cerveza (Saccharomyces carlsbergensis).

1.4.2. Toxicidad

El Cr III (sales catiénicas puras) pricticamente no es téxi
co. Cantidades de 35 a 350 g de Cr2(804)3 suministrado por via oral
no tienen efecto tdéxico en el hombre 71). Sin embargo, no es asi por
lo que respecta al Cr VI, puesto que una {nica dosis de 0,5 a 1lg de
KZCrOA administrada por via oral es mortal para el hombre. A esta ele
vada toxicidad hay que afiadir el riesgo de absorcidn por la piel, que
también es considreable. Los sintomas de intoxicacién aguda por cromo

consisten principalmente en diarreas, hemorragias estomacales e intes
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tinales, lesiones hepiticas y renales graves, convulsiones, pugi
las dilatadas, transtornos circulatorios, sudores frios y profusos, apa
ricién de ictericia intensa y, finalmente, puede subrevenir la muerte
(12,95).

La gran diferencia de toxicidad entre ambos tipos de iones
parece debida a la facultad del Cr VI para atravesar las membranas bio
l46gicas unida a la fuerte accién oxidantede los cromatos. Dado que en
el ambiente natural el Cr VI es facilmente reducido a Cr III, el impac -

to tbéxico de los residuos contaminados con Cr disminuye altamente.

Los sintomas de intoxicacién crénica por Cr se manifiestan
por irritacidén de las mucosas nasales y secrecidén de mocos, pudiéndose
llegar en casos graves a la perforacidén del tabique nasal. También son
tipcas la produccién de dermatitis, eczemas en las manos, ulceraciones,

transtornos digestivos y bronquitis crénica (70).

Otro efecto tdxico del cromo para los animales es su capaci
dad para producir mutagénesis que puede originar céncer y genotoxici-
dad. Las sales carcinogénicas mis potentes son las facilmente solubles,

especialmente el cromato célcico.
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1.5  El cromo vy los vegetales: esencialidad y fitotoxicidad

1.5.1  Absorcidén y transporte

La absorcién del cromo desde la solucién nutritiva del suelo
es un mecanismo no muy bien conocido hasta el momento. Existen diver-
sos hechos observados que dan una idea general de este mecanismo, pero
todavia no se conoce con exactitud clial es el mecanismo concreto de ab .
sorcién. Asi, se ha observado que la absorcién del cromo es sensible
a la temperatura (16), lo que parece indicar que no se .trataria de un
mecanismo de absorcién de tipo puramente fisico, tal como la difusién
a través de gradiene. Por otra parte, estudios realizados con inhibido
res parecen indicar que la absorcidn de Cr042— es activa, mientras que
la de Cr3+ es pasiva, lo cual parece demostrar la presencia de algin
tipo de transportador implicado en el transporte de este metal, el cual
muestra cierte especificidad o reconocimiento de las formas quimicas
presentes en el medio. Cabe indicar a‘este respecto que el transpoprte
de cromato parece ser inhibido por los sulfatos (107). Este @ltimo he
cho podria ser indicativo de que no existe un verdadero transportador
de cromato sind que éste aprovecha los transportadores de especies qui
micas similares, quiza debido a’ la baja especificidad de dichos trans

portadores.

A pésar de que las plantas acumulan cromo de las soluciones
nutritivas, retienen la mayor parte en las raices. Experimentos lleva
dos a cabo con Slér; radiactivo, en forma de complejos de acidos orga
nicos tanto en forma trivalente como en forma hexavalente no produjeron
un incremento en el paso de la barrera de translocacién a pesar de in

crementar la concentracién de cromo en el medio (18,49,50).

Tal y como ya hemos comentado en apartados anteriores, la for
ma quimica mds estable del cromo en el suelo es la trivalente, a pe-
sar de lo cual y pese a la baja tasa de translocacién del cromo de la

raiz a la parte aérea, la mayor parte del cromo que es translocado lo

‘-
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lo es en forma de Cr VI, creyéndose que la mayor parte del Cr III
es adsorbida por intercambio idnico en las paredes de los vasos xile-

maticos.

Existe una estrecha relacidn entre el transporte de cromo y
el transporte de hierro. ,Las plantas o tejidos vegetales con tendencia
a acumular Fe también tienen tendencia a acumular Cr, a pesar de que
la absorcién del Cren plantas crecidas en deficiencia de Fe disminuye
ra mientras que la tasa de translocacién se incrementé. Otro hecho a
destacar -es que el Fe III mejora mis el transporte de Cr VI que el Fe
11, mientras que el EDTA-Fe no lo mejora en absoluto (18,50). Probable
mente los mecanismos de transporte del cromo y del hierro son iguales

o parecidos.

Existen también relaciones entre el cr y otros componentes
del suelo. Una deficiencia de P provoca una mayor absorcidén de Cr, po

siblemente debido al dafio producido en la raiz.

Posiblemente una de las razones de la baja tasa de transpor
te del Cr sea la compartimentacién vacuolar o la falta de transportado
res especificos, aparte de una inhibicidén por sulfatos, fuertemente dis

ponibles en el suelo.

1.5.2 Efectos fisiolbégicos: esencialidad

Aunque la esencialidad del cromo estd bien demostrada en los
animales, no es asi por lo que respecta a los vegetales (126). Se ha

observado que no es requerido para el normal desarrollo en lechuga (Lac-

tuca sativa L. ssp. longifolia), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.),

trigo (Triticum aestivum L.) o judia (Phaseolus vulgaris L.), por lo

menos cuando estas plantas fueron cultivadas en solucién nutritiva con

tenientdo 3,8 x 10_4 uM Cr (50). Lemna sp. crecid y se reprodujo en

5

un medio con 3,8 x 10 ~~ uM Cr (49), pero estos valores no son indica



-16-

tivos:de la esencialidad del cromo puesto que hay valores remanentes
en las soluciones nutritivas e incluso se detectd presencia de cromo
en los tejidos de las plantas sometidas a estos tratamientos. Probable
mente parte de este cromo hallado en las plantas fue aportadp por con
taminacién aérea, ya que los tratamientos no fueron realizados en céma
ras con aire filtrado. Estos experimentos muestran que si el Cr fuera
esencial lo seria a niveles inferiores a los del Mo, el elemento esen

cial requerido en menor concentracidn hasta el momento.

A pesar de que no ha podido ser demostrada la esencialidad
del Cr para los vegetales, en numerosos estudios se ha observado un es
timulo del crecimiento de las plantas por concentraciones bajas de es

te elemento. En Vitis vinifera se observd que la aplicacién de Cr me-

diante aerosol provocaba un incremento en el rendimiento y calidad de
los racimos, incrementéndose N+P+K+Ca durante el periodo vegetativo,
pero decreciendo en total el porcentaje de Ca. También fué provocada
una reduccidén en la relacién Ca/P y (Ca+Mg)/K y un incremento en la re
lacién Mg/P (23). Sin embargo, no ha podido ser demostrada la partici
pacién del Cr en ningin proceso vital, pudiendo ser debido este esti-

mulo a a probada actividad antifiingica del Cr.

1.5.3 = Efectos fitotdxicos

Quien describié primeramente fitotoxicidad debiada al cro
mo fué Klebs en 1888, seguido por Koenig en 1910 (60,64). La sensibili
dad de las plantas varia segin las especies, lo cual podria ser debido

a una diferencia de absorcidn por parte de las diferentes especies.

Los sintomas de fitotoxicidad.por exceso de Cr, manifesta

dos exteriormente, pueden resumirse en la siguiente forma:

—~ Inhibicién del crecimiento: Tanto de las raices como de
la parte aerea. 5 ppm de Cr VI en solucién nutritiva inhi

ben el crecimiento de soja (Glicine max L.) (29). También
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se ha observado en algunos casos un asevera marchitez, sin
embargo, tanto a lo largo de una experiencia anterior (39),
como a lo largo de este trabajo, no nos ha sido posible ob

servar sintom alguno de marchitez en la especie estudiada.

- Induccién de clorosia: Debida a una deficiencia de Fe, en
. soja (29). También observada en remolacha azucarea y, en

nuestro caso, en judias.

- Inhibicién de la germinacién: Observado en cebada (Hordeum
vulgare L.) y, relacionado con ello,. se ha observado una
disminucidén en la permeabilidad al agua. En rodajas de pa-
tata tratadas con Cr, fue posible observar una notable pér
dida de agua (84).

Tanto estos sintomas de toxicidad como la fuerte acumulacidn
de Cr en las raices, ya comentada por nosotros en anteriores estudios
(7,39), sugieren que el efecto primario del Cr se da en las raices, sien

do el resto consecuencia mis o menos directa de estos efectos primarios.

Estudios realizados con microscopia electrénica de transmi-
sién muestran que raices tratadas con Cr VI presentan abundantes pre-
cibitaciones vacuolares en las zonas mis internas, lo cual habla en fa '
vor de la acumulacién de Cr en este compartimento celular (115). En ho
jas apenas se observaron efectos citotéxicos a nivel ultrestructural
y unicamente fueron afectados los cloroplastos de las hojas jévenes,
expuestas desde el inicio de su desarrollo, punto éste que apoya la ob

servacién de la aparicidén de clorosis en las hojas mids jévenes.

El Cr presenta una estrecha relacién con el Fe, tal y como .
ya hemos comentado anteriormente, bajando la relacién Fe/Mn en semillas
de espinaca, a pesar de que esta relacién se incrementd en las partes
vegetativas,lo cual indica que la elevada concentracién de Cr reduce
la translocacién de Fe (17,18). Relacionado con ello estd el hecho de
que a pesar de que se acumula mis cromo en hojas inferiores que en su
periores la fotosintesis se ve:mds afectada en las hojas superiores,

apareciendo una marcada clorosis en ellas (3).
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No tan solo existe relacién con el Fe, sind que también la
hay con otros nutrientes, como ya hemos visto en el caso de Vitis vini-

fera y en el que fue observada interaccién con N, P, K, Ca y Mg.

Respecto al N existen datos contradictorios. Por una parte,
el contenido en N en Glicine max no fue afectado al ser trarada con Cr

(29),pero enexperiencias con Hordeum vulgare se ha observado una reduc

cién en el contenido en N en cenizas (43).
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1.6 Relaciones hidricas

1.6.1 Pardmetros que miden las relaciones hidricas

Los vegetales no presentan fiujos masivos de liquidos en cir
cuito cerrado como los animales, sino que presentan un flujo de agua
abierto desde la raiz hasta las partes aereas que permite el transpor- _
te de los nutrientes absorbidos por las raices a las zonas superiores.
Este flujo abierto aprovecha las diferencias de potencial hidrico en-
tre el suelo y la atmésfera para provocar un movimiento del agua a tra
vés de laplanta..Este flujo de agua es posible gracias al gradiente de
potencial hidrico que seproduce en el sistema suelo-planta-atmésfera,
siendo de los tres componentes la atmdsfera el que presenta el poten-

cial més bajo.

E1l potencial hidrico (Yw) est4d formado por varios componen-
tes, siendo éstos el potencial osmético (?n), el potencial de presién

(¥p) y el potencial Matricial (¥z). Su expresibn es:
(Pw=‘f’p +q)l7 +(yt

Dado que el potencial matricial normalmente es muy bajo res
pecto a los otros parémetros, se puede despreciar, pudiéndose escribir

la ecuacidn anterior, ‘a fines précticos, de la siguiente forma:
Pu=Fp +1n

Los potenciales matriciales fueron originalmente concebidos
como un componente del potencial total resultante de las interaccio-~
nes entre el agua y la matriz por analogia con un componente matriciél
en el suelo (109). Los potenciales matriciales en el suelo fueron con
siderados como resultantes principalmente de la capilaridad entre los
poros y las "fuerzas de superficie". En un principio se supuso que po

tenciales similares podrian existir en las paredes celulares y posible
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mente también en el citoplasma. Sin embargo, este potencial se halla
en discusién y su importancia no es tenida muy en cuenta. Su influen-
cia decrece rapidamente con la distancia a la superficie y su valor
puede ser considerado como despreciable en el conteto de un vegetal en_

tero, de proporciones macroscépicas (113).

El potencial osmético varia segiin consideremos una solucién
ideal o no ideal, puesto que la actividad de los solutos varia con la
concentracién debido a las interacciones intermoleculares. En nuestro
caso, por supuesto, tomaremos una solucidén no ideal. De esta forma pue

de escribirse:

Yp= rT XxpPw xC=-RxTxNs/V

Donde:
¥ = potencial osmético
R = Constante de los gases
T= Temperatura absoluta
f w = densidad del agua. Varia con la temperatura,
pero suele considerarse como la unidad.
Ns = Nimero de osmoles de soluto en la savia celu
lar de la muestra.
V = Volumen de la solucién.

Warren Wilson (119) propone que todas las desviaciones de la
idealidad en una solucién sean afiadidas al potencial matricial debido

a que parte del agua se une a las moléculas del soluto.
El potencial de presidén suele ser deducido de la expresidn:
Pp z‘fjw-—%r
Donde:

¥
Yy
Yn

Potencial de presién

Potencial hidrico

1l

Potencial osmético
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Parece ser que potenciales de presidén negativos nunca se de
sarrollan en células vivas, debido a que las células sufren plasmoli—v
sis al perder agua, momento en que el citoplasma deja de presionar so
bre la pared celular y se asume un valor de"p = 0, igualadndose enton
ces el potencial hidrico al potencial osmético. a este punto se le de

nomina punto de pérdida de turgencia (107).

1.6.2 Elasticidad y plasticidad de la pared celular

Cuando una fuerza actlia sobre un material se produce un es-—
fuerzo. Este esfuerzo o deformacién puede ser eldstico, pléstico o par
ticipar de ambas caracteristicas a la vez. Diremos entonces que una de
formacidén es pléstica cuando no recupera la forma inicial al cesar la
fuerza aplicada, mientras que serd eldstica cuando se recupere la for
ma inicial. Del mismo modo, una deformacién que participe de ambas pro
piedades recuperara la forma inicial pero no totalmente. Muchos materia-
les, incluyendb la pared celular presentan ambos tipos de propiedades
(46). Una célula en crecimiento presentard una pared celular mis plés
tica que una célula madura, a pesar de que incluso las células maduras
presentan considerables propiedades de plasticidad. En una célula viva,
llena de agua, esto se traduce en el hecho de que la elasticidad provo
ca un incremento grande del potencial de presién con pequefias varia-
ciones de volumen, mientras que la plasticidad produce grandes varia-
ciones de volumen sin que se produzcan variaciones importantes del po

tencial de presidn.

El médulo de volumen eldstico (€v) describe la cuantia en que
un pequefio cambio de volumen se traduce en un cambio de potencial de

presién (129). Se expresa de la siguiente forma:

AP = €v x AV/V 6 gv = (Play) x v



-22-~

Este médulo, también llamado médulo de elasticidad de Young,
se refiere a esfuerzos unidireccionales, pero en los vegetales la pa-
red celular suele ser anisdtropa respecto a sus propiedades de elsti-
cidad direccionales, por lo que se usa, con fines pricticos, un mdédu-

lo de elasticidad medio para variaciones globales de volumen (116):
F= dP/dV x W

Sin embargo, €v y € no son totalmente equivalentes, puesto
que v es definido en términos de volumen celular y € en términos de
peso del agua Simpléstica W), a pésar de que cuantitativamente son si
milares (116,129).

1.6.3 Variaciones de los distintos paradmetros de las relaciones hi-

dricas

Los ajustes de % son conocidos desde hace tiempo. Walter,
en 1955 (117) y Kreeb en 1963 (65) ya describieron descenso de ¥n en
respuesta al stress hidrico y salino. En algunos casos, esta respues-—
ta se debe simplemente a una respuesta pasiva a la pérdida de agua, pe
ro recientemente se ha prestado una mayor atencién a lo que parece ser
una osmorregulacidén o ajuste osmético (124), cuya consecuencia es el
mantenimiento de un potencial de presibén positivo que permite el mante

nimiento de la turgencia,

Han sido observadas oscilaciones diurnas de ?h entre 0,4 y
1,6 MPa en plantas superiores que pueden afectar a vias metabdlicas o
bombas iénicas (25,129).

Un bajo 4& permite que la planta siga absorbiendo agua . in
cluso en condiciones de stress salino (124). También es posible mante
ner la turgencia por encima de O, de forma que se permite Que los esto
mas se mantengan abiertos, con la consiguiente elevada conductancia es

tomitica y tasa fotosintética (48,73). Finalmente, el mantenimiento de
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la turgencia permite que no se detenga el crecimiento.

En el caso def, éste es parcialmente responsable de la tasa
en que variaciones de turgencia rélacionen‘Pw y'@p. En un tejido rigido,
las variaciones de ¢ afectaran poco a.¢p y viceversa. Un tejido mis e-
lésticd presentari mas turgencia que uno menos elédstico (121) por lo que
un £ pequefio cotribuird al mantenimiento dela turgencia mejor que un
grande. De lo expuesto anteriormente se desprende que el mantenimiento

de la turgencia depende tanto de % como de £.

1.6.4 Significado fisioldgico de los pardmetros-hidricos

Quienes primeramente expresaron matemiticamente la relacién
de la presién de turgencia con otros parametros de las relaciones hidri

cas celulares fueron Renner en 1915 y Ursprung y Blum en 1916 (107).

El primer cdlculo de un mddulo de elasticidad para las pare-
des celulares fué realizado por Boyer en 1952 (107). El desarrollo de
métodos de estudioc de las relaciones hidricas de la planta (Cimara de
presién de Scholander, psicrometria, etc...) ha hecho posible el estu-~

dio fécil de las relaciones hidricas de tejidos u érganos enteros.

Si--tenemos-en cnenta la ley de Boyle-Mariotte-Vant Hoff en el

caso de una célula vegetal:
Presién osmética x volumen de la vacuola = constante
que puede transformarse en:
Potencial osmbtico x contenido hidrico relativo = constante

Si representamos esta relacién usando el inverso del conteqi
do hidrico relativo (CHR_l) frente al potencial hidrico obtendremos una
linea recta (diagram?de Richter), siempre que el potencial de presidn
sea nulo, es decir, que el potencial hidrico dependa exclusivamente del

potencial osmético, lo cual se consigue cuando las células de los te-
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jidos estudiados han entrado en plasmolisis, debido a que el cito-

plasma se ha separado de la pared celular y no presiona contra ella.

Para derivar la relacién entre el potencial de presién y el
contenido hidrico relativo se usa una funcién exponencial, que puede
ser expresada de la siguiente forma:
px (CHR™Y

4p = ¢p(méx) X e -1 (1)

Esta expresién puede ser transformada en una funcién lineal

que nos permita realizar un-andlisis de regresién y asi calcular@ y

$ (Max).

1n ¥p - 1n¥p(méx) = p x (cR™! - 1)
de donde
1n ¥p = X (CHR“I -1) + 1n% (méx)
Si tomamos \
n¥p =lPP'
y

ccar~}

- 1) = CHR'
puesto que yp (méx) y @ son constantes, obtendremos:
¥p' = pr eiR' + In¥p (méx)

Por otra parte, el coeficiente de elasticidad puede ser cal
culado de la ecuacién propuesta por Broyer en 1952 (107):
Ev = d¥/dV/V o bien €v = dPp/d(CHR)/CHR = CHR x df¥p/dCHR (2)
De la ecuacién (1) se sigue:
d¥p/dCHR = -¥p (méx) x P x 1/CHR® x e P

Substituyendo en la ecuacién (2) obtenemos:
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-1
B(CHR

E€v = ¥ (mdx) x @ x 1/CHR x - —@p X B X 1/CHR

El conocimiento deq!p (méx) y de €v nos permitird conocer el
comportamiento celular o, en nuestro caso, de todo un érgano o tejido
frente a condiciones de stress hidrico. Para ello procederemos primera
mente a la representacién gréifica de 4w frente a CHR—I, de forma que ob

tendremos dos zonas diferenciadas:

- Una zona exponencial, en la cual ¥w = ¢p +qh~, cuyo caricter
exponencial viene determinado por la existencia de una tur
gencia que provocarid la existencia de un potencial de pre-
sién.

~ Una zona lineal, en la cual el tejido habra entrado en plas
molisis, en cuyo caso el potencial de presidn serd nulo y
el potencial hidrico dependerd exclusivamente del potencial

osmfico.

Determinando qué puntos pertenencen a cada una de las zonas
y aplicando el andlisis de regresidén podemos llegar a conocer todos los

parametros que nos interesan.

El significado fisioldégico de estos parametros deriva del he
cho de que la elasticidad de la pared celular es inversamente proporcio
nal al valor de €v. Organos con un £ v menor que otros, para un mismo CHR
presentarin una mayor resistencia a las condiciones de-stress osmdtico
o hidrico, lo cual se traducirid en una pérdida de turgencia a valores
de CHR méds bajos, pues las paredes celulares podran adaptar su volumen
mejor a las condiciones cambiantes de CHR que se producen por la pérdi

da de aguay, consecuentemente, de volumen.

En cuanto al significado de @, nos indica la velocidad de pér
dida de presién de turgenciarespecto a la variacién de CHR. Si p es muy

bajo, esta pérdida serid muy répida y, por lo tanto, £v serd alto.
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‘Pp (m&x) nos permite calcular @ y, consecuentemente, £ v. Por
otra parte,‘Pp (m&x) nos indica el estado de turgencia que presentan los
tejidos u érganos cuando el CHR es mximo (100 %), obtenido por extrapo
lacién lineal a partir de los datos de la zona lineal. De esta forma.
tejidos con unﬁ‘p (mdx) mis elevado que otros presentaran una mayor tur

gencia en condiciones de saturacién hidrica.

1.6.5. Metales pesados y relaciones hidricas

A pesar de la escasa informacidén existente sobre los efectos
que los metales pesados pueden tener sobre las relaciones hidricas, exis
ten algunos trabajos que tratan de los efectos de los metales pesados

sobre distintas especies vegetales.

Se ha observado que el Cd provoca una progresiva marchitez en
las plantas tratadas con este metal, a la vez que se ha observado una
relacién entre el Cd y la transpiracién en hojas de maiz (35,39,68). Tam
bién se han comunicado efectos sobre el peso seco y el crecimiento. Po
siblemente el Cd disminuye la conductividad hidrica en el tallo puesto
que se ha observado que disminuye el xilema disponible para la translo
.cacién y Fuhrer et al. (35) observaron la aparicién de un complejo auto
fluorescente de la pared alrededor de los vasos del xilema. Por otra
parte, se ha observado que el Cd presenta efectos distintos segin sea
su concentracidn: a concentraciones bajas provoca un incremento en el?;:
y la tasa de transpiracién y disminuye la resistencia estomitica, mien
tras que a concentraciones mis elevadas ocurre lo contrario (59), lo cual
podria estar relacionado con el hecho, observado por otros autores (11,
40), de que el Cr a bajas concentraciones estimula el crecimiento de plan

tas tratadas con este metal.

El Cr también puede disminuir la permeabilidad al agua en se-
millas e inhibir la germinacién. En rodajas de patata tratadas con Cr

SN
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fue posible apreciar una notable pérdida de agua (84). Relacionado con
ello, Watendorf (120) habla de una pérdida de la semipermeabilidad en
las membranas celulares de Elodea tratadas con Cr, que incluso llega-

ron a perder su capacidad de ser plasmolisadas,

Respecto a los otros metales, Klimashevskii y Delov encontra
ron que el Al provocaba una disminucién de la plasticidad e incluso po
dia inhibir completamente el crecimiento de la raii (61,62), postulando
Matsumoto que podria tener relacién con la pared celular, especialmente'
con el grado de metilacién del Acido galacturénico (74), sugiriendo K1i
mashevskii et al. (61,62)que el Al dafia 1a pared celular por activacion

de la poiigalacturonasa, que hidroliza las pectinas.
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2 OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

El presente trabajo se inscribe dentro de una linea de inves
tigacién iniciada por el profesor Dr. D. Joan Barceld Coll, catedriti-
co de Fisiologia Vegetal, y por la Dra. Charlotte Poschenrieder, profe
sor titular, ambos de esta Facultad, sobre la fitotoxicidad de los me-

tales pesados.

El vegetal, como cualquier ser vivo, presenta para su desarro
1lo normal, un equilibrio entre determinados parametros fisiolégicos;
bioquimicos, etc... que regulan su crecimiento y cuyo desequilibrio pue
de dar lugar a un desarrollo anormal que incluso puede llegar a la muer
te del organismo en los casos mds graves. Por otra parte, desequilibrios
exbgenos pueden dar lugar a dafios ecoldbgicos que, segin el nivel de la
escala trdfica en el que se produzcan pueden ser mids o menos importantes
para la comunidad estudiada. Finalmente, hay que considerar los perjui
cios econbémicos o sanitarios que la rotura del equilibrio nutricional
en los niveles tréficos mds bajos puede producir, bien sea por la baja
productividad de los cultivos (tanto para alimentacién humana como fo
rrajeros), bien sea por la incorporacién y/o acumulacién de elementos
extrafios y potencialmente téxicos para los consumidores como el hombre,
de forma directa a través del consumo de vegetales contaminados o iin
recta a través de la ingestién de carnesvcuya alimentacidén se haya pro

ducido con vegetales expuestos al contaminante.

El Cr, como hemos mencionado en la introduccién, no es un me
tal que se presente frecuentemente de forma esponténea en niveles téxi
cos; unicamente aparece de forma natural en ciertas zonas constituidas
por rocas ultrabisicas y muy localizadas desde el punto de vista geogri
fico. Su importancia ha empezado a ser tenida en cuenta a raiz del desa
rrollo del proceso de industrializacién, que ha incrementado en el me-
dio ambiente substancias hasta ahora presentes en niveles no téxicos.
Aunque la cantidad global de dichas sustancias se mantenga, no es asi

por lo que respecta a su concentracién local, que en algunos puntos pue

I

@D
S
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den llegar a alcanzar valores peligrosos.

Este trabajo se ocupa de los efectos fitotdxicos del Cr en una

especie en concreto: una variedad de judia enana (Phaseolus vulgaris L.

cv. Contender de mata baja). La elecccidén de esta especie estd condicio
nada por varias razones: la corta duracién de su ciclo vital y su redu
cido tamafio la hacen ideal para el cultivo en cémara de cultivo cerrada
que permite mantener unas condiciones controladas, imposibles de alcan
zar en el campo o de muy dificil consecucidén en invernadero. Por otra
parte, ésta es una especie ampliamente cultivada a lo largo de nuestra
geografia, por lo que se ve expuesta a condiciones desfavorables de to
do tipo, entre las cuales se hallan la presencia de metales pesados y

el déficit hidrico.

En un trabajo anterior (7,39) habiamos iniciado el estudio de
los efectos nutricionales del Cr sobre P, vulgaris, puesto que tal y co
mo hemos visto en el apartado 1.5.2 los estudios realizados por diver-
sos equipos de investigacién coinciden en sefialar que el Cr a concentra
ciones téxicas afecta fuertemente el crecimiento y rendimiento de las
plantas, y que esta disminucidn va acompafiada de diversos transtornos
metabdlicos, entre los que pddemos destacar cambios a nivel de los pig
mentos fotosintéticos (clorosis), a nivel de la absorcién y transloca-
cién de nutrientes inorgdnicos y cambios en la economia hidrica de las
plantas. Como continuacién a ello planteémos la primera experiencia de
este trabajo,en la que se realizard unamedicibédn mis detallada de los ni
veles de nutrientes en los distiﬁtos 6rganos por separado a la vez que

se ampliard el nmero de elementos a determinar.

Una parte muy importante de este trabajo se centrara en las
relaciones hidricas de las plantas tratadas con Cr (dos de las 3 expe-
riencias planteadas estan referidas a ello). Esto es debido a que, a pe
sar de que diversos autores coinciden en sefialar la influencia del Cr

sobre las relaciones hidricas de las plantas, son escasos los estudios



-30-

que cuantifiquen estas relaciones en términos de potencial hidrico o
que relaciones los efectos que sobre la elasticidad de las paredes ce-
lulares pueda tener el Cr, que pueden estar relacionados con la impor-
tante reduccidén del crecimiento observada, especialmente dado el impor
tante papel que juega el potencial hidrico en el proceso de crecimiento
por elongacién celular. Por otra parte, la elasticidad de 1as'paredes
celulares influye sobre la resistencia al déficit hidrico y creemos que
seria muy interesante calcular la variacién que esta elasticidad (cono
cida a partir del mddulo de elasticidad de Young - &év -) pueda sufrir

al ser sometidas las plantas a tratamientos con cromo. .

Las experiencias relacionadas con los parlmetros hidricos se
dividirén en dos partes. Una es la ya mencionada en la que intentaremos
calcular la relacién del cromo con la elasticidad de la pared celular
y sus implicaciones con la variacién del potencial de presién. En ella
serd utilizado sustrato sélido inerte puesto que su gradual desecacién
provoca la entrada en marchitez de las plantas de forma lenta pero con
tinuada, pudiendo asi obtener registros a lo largo de todo el proceso
de desecacidén que nos permitan construir curvas de presidén - volumen a
partir de las cuales calcular los coeficientes que relacionan los cam-

bios de¥p con la variacién en el CHR.

En‘la segunda experiencia se utilizard cultivo hidropénico 1i
quido al que se afiadird polietilenglicol (PEG) para alcanzar un‘“iadecqg
do para someter a las plantas a un moderado stress osmético sin provo-
car su entrada en marchitez. Estas condiciones deben realizarse de for
ma muy controlada y el desecado de uns sustrato sélido poroso como la
perlita no permite un controi muy exacto de las condiciones de déficit

hidrico.

Del conjunto de resultados de estas experiencias esperamos ob
tener datos concretos acerca de la influencia del cromo sobre las rela
ciones nutritivas e hidricas de las plantas que posiblemente nos permi
tan relacionar estos fenémenos con las anomalias de crecimiento obser-

vadas en plantas con toxicidad de Cr.
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PARTE EXPERIMENTAL

3. MATERTIAL Y METODOS.
3.1 Condiciones de cultivo y tipo de tratamientos
3.1.1 Experiencia I: Medida de niveles de nutrientes

En esta primera experiencia se procedid a la medicién de los
niveles de nutrientes por separado en raiz, tallo, hojas inferiores y

primera hoja trifoliada.

Tanto en esta experiencia como en las siguientes se utilizé

como material de experimentacién plantas de judia (Phaseolus vulgaris L.

cv. Contender de mata baja), cuyas semillas fueron suministradas por la

casa Ramdén Batlle S.A. de Barcelona.

En esta experiencia el cultivo se realizé en cubetas de plas
tico de 25 x 25 x 16 cm, de 10 1 de capacidad, empleando como material
de soporte inerte perlita del tipo A-13 suministrada por la casa Dicali -
te Espanola S.A. de Rubi (Barcelona). Se plantaron 20 jardineras repar-
tidas en 5 lotes distribuidos de forma que en cada uno hubiera por lo
menos una jardinera con cada una de las concentraciones de Cr utiliza-
das en la expereiencia. En cada jardinera se sembraron 23 semillas pre
viamente esterilizadas con.HgCl2 al 0,2 7 durante 5 minutos con poste-
rior lavado con agua destilada hasta la no reaccién con AgN03. A los 5
dias de haberse producido la germinacién se seleccionaron las pléntulas

para obtener plantas de tamafio uniforme.

Como fuente de cromo se empleb cromato sédico de grado anali
tico. Se escogieron 4 concentraciones téxicas de Cr (1, 2.5, Sy 10

ppm) ademis de un control sin tratar con el metal.
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La solucién nutritiva empleada fue la de Long-Ashton modifi-
cada por Poschenrieder y Barceld (90). Cada dia se regd cada lote con
300 ml de solucién nutritiva y posteriormente se drend para eliminar el
exceso de solucibén. La solucidn nutritiva se mantuvo a un valor de pH
de 6 + 0,1 para mentener el cromato sédico en su méxima solubilidad y

asi conseguir una disponibilidad méxima de Cr VI para las plantas.

Para realizar el cultivo se utilizé una camara de cultivo con
iluminacibén por fluorescentes blancos. El1 fotoperiodo fué de 12 h y 1la
temperatura oscild entre 18°C en la fase oscura y 26°C en la fase lumi
nica, mientras que la humedad relativa del aire oscild entre el 857 y
el 707 respectivamente. Dentro de la cédmara, la posicién de los dife-
rentes lotes de la plantacidén se intercambid siguiendo una rotacién pa

ra paliar al mdximo las diferencias en el ambiente de la cémara.

Las muestras se recogieron a los 21 dias de edad de las plan

tas (contados a partir del dia de la germinacién).

Los parémetros determinados y las técnicas empleadas en esta

experiencia fueron:

-~ Determinacién del crecimiento

~Digestidén de las muestras para determinaciones analiticas.

Determinacién de nutrientes mediante espectrofotometria de

absorcién atébmica

Determinacién de Mo por emisién en plasma

Determinacién de Na y K por fotometria de llama

Determinacién espectrofotométrica del P

Andlisis-estadistico de los datos (regresibén y andlisi de.

la varianza).

3.1.2 Experiencia II: Medida de pardmetros hidricos (Po;enciales

y elasticidad)
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Como material de experimentacién se empled el mismo que en la
experiencia anterior, plantas de P, vulgaris L. cv. Contender de mata
baja, siendo el mismo el soporte inerte empleado (perlita del tipo A-13).
La solucién nutritiva utilizada también fue la misma de la experiencia
anterior y las concentraciones de Cr VI utilizadas fueron iguales. Como
fuente de cromo se utilizé Na20r207;2H20 de grado analitico. Las condi
ciones de plantacidn fueron las mismas que en la experiencia anterior,
salvo la temperatura, que fue incrementada, y la humedad relativa del
aire, que fue disminuida, todo ello encaminado a mantener una evapotrans
piracién relativamente elevada que nos permitiera alcanzar répidamente
las condiciones de stress hidrico. La temperatura oscilé entre los 26°C
durante la fase luminica del fotoperiodo (12 h) y 21°C durante la fase
obscura, mientras que la humedad relativa oscild entre el 65% y el 80%

respectivamente.

Veintilin dias después de la germinacién (dia O del periodo de
stress hidrico), cuando las hojas inferiores y la primera hoja trifolia
da de las plantas control estuvieron completamente expandidas, se inte
rrumpid el suministro de solucidn nutritiva, a la vez que las jardine-
ras fueron drenadas exhaustivamente y la humedad relativa del aire fué
disminuida hasta un 25% y 50% respectivamente durante el periodo lumini
co'y el periodo obscuro. En este dia se determind el crecimiento, poten
cial hidrico, potencial osmético y contenido hidrico relativo para cada
tratamiento. A partir de este momento, las plantas fueron expuestas a
déficit hidrico que fue mantenido durante 35 dias, tomindose medidas de
Cw, n y CHR a diversos intervalos durante la duracién del periodo.
Estas determinaciones se llevaron a cabo separadamente en hojas inferio

res y primera hoja trifoliada.

Las determinaciones fueron llevadas a cabo en los dia 0, 7 y
14 del periode de déficit hidrico para las plantas control y las trata

das con 1 y 2,5 ppm Cr VI. Mediciones adicionales se efectuaron los dias



~34-

18 y 21 en plantas tratadas con 5 y 10 ppm Cr VI. Una Gltima determi
nacién en las hojas trifoliadas de las plantas tratadas con 10 ppm Cr

VI se llevé a cabo el dia 36.

Los pardmetros determinados y las técnicas empleadas en esta

experiencia son:

- Determinacién del crecimiento

- Determinacién de Yw.

- Determinacién de 47

~ Determinacién del CHR

- Anélisis estadistico (Regresién y andlisis de la varianza)

- C4lculo de los pardmetros de elasticidad y relaciones hidri

cas.

3.1.3 Experiencia III: Medida de transpiracién y apertura estomitica

Como material vegetal de experimentacidén se empled el mismo

que en las anteriores experiencias.

En esta experiencia se modificdé la técnica de cultivo. las se
millas fueron germinadas en perlita, igual que en las experiencias antg;
riores, siéndoles suministrada agua destilada para mantener la humedad
del substrato. Las plantulas germinadas de esta manera se seleccionaron
a la semana de la siembra (4 dias después de la germinacién), de forma
que las plantulas que habian desplegado las hojas inferiores y comenza
ban a extenderlas fueron transferidas a cubetas cilindricas opacas de
5 litros de capacidad, llenas de solucién nutritiva con buena ‘aireacién

y manteniendo las raices en contacto directo con la solucién nutritiva.

Las condiciones de iluminacién y humedad relativa del aire
fueron las mismas que en la experiencia anterior, hasta la primera to-

ma de muestras. La solucién nutritiva se cambibé dos veces por semana pa
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ra evitar el agotamiento de los nutrientes y cambios de pH por varia-

cién en el contenido salino dela soluciédn.

Como fuente de Cr VI se empled Na,Cr,0,.2H,0. Dado que la dis
ponibilidad del cromo en esta forma de cultivo es mayor que en el caso
del cultivo en soporte de perlita, se procedid previamente a determinar
las concentraciones mds adecuadas para efectuar la experiencia, obte-
niéndose que una concentracién de Cr VI en el medio de 1,5 ppm provoca
ba una reduccidén del crecimiento y unos sintomas visuales parecidos a
los que provocaba una concentracién de 10 ppm en el cultivo con perli
ta. Asi pues, se procedié a realizar el experimento empleando como con

centraciones tdxicas de Cr VI 0,2, 1y 1,5 ppm.

A los 21 dias contados a partir de la siembra se procedid a
tomar la primera muestra de crecimiento, potencial hidrico y potencial
osmbtico, asi como a obtener la primera réplica de la epidermis foliar
inferior, todo ello en hojas inferiores y primera hopjé trifoliada por
separado. En este momento se afiadié PEG 4000 a la solucién nutritiva
a una concentracién de 3 g/1, que en pruebas anteriores habiamos encon
trado que provocaba un ligero stress osmético sin llegar a marchitar
las plantas. Una vez provocado este stress osmbtico se procedié a to-~
mar una segunda muestra al cabo de una semana de haber afiadido el PEG
a la solucidn nutritiva, tomindose medidas de los mismos parémetros.que

en la toma de muestras anterior.

Las determinaciones analiticas y técnicas empleadas en esta

experiencia son:

Determinacidén del crecimiento
Medida de fw
Medida de Pw
Medida de CHR

— Medicién de la transpiracién

}

Obtencién de réplicas de la epidermis foliar y medida-del

grado de apertura estomatica.
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Solucidn nutritiva empleada en todas las experiencias

MACRONUTRIENTES : Concentracién(g/1)
KN03 ................................... 0,505
Ca(NO3) .4H20 cetesetaeaenns Gevsesecenne 1,181
NaHzPOA.ZHZO ........................... 0,208
1 0,369
MICRONUTRIENTES

MnSOA.HéO ............. e eetecnnnernens. 1,692
H3B03 C e et eenseetanttosrenscaaesecases 2,177
ZnS0,.7TH,0 «....... Ceeeseeeseteennenaae 0,286
(NH4)6M07024.4H20 ...................... 0,035
CuSOA.SHZO ........ Cheesnenieen ceeseses 0,251
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3.2 Determinaciones analiticas

3.2.1 Determinacién del crecimiento

En todas las experiencias realizadas se determinaron los si
guientes parémetros de crecimiento por separado en raices, tallo, hojas
inferiores y primera hoja trifoliada: peso fresco, peso seco y 4rea fo

liar.

La determinacién del crecimiento en todos los tipos de medi
ciones fué hecha en plantas escogidas al azoar en cada tipo de trata-
miento. En el caso de las determinaciones de crecimiento de las raices,
cuando la experiencia sellevd a cabo con perlita como substrato inerte,
los valores obtenidos son mds bajos que en el caso del cultivo hidropd
nico liquido, lo cual debe interpretarse por el hecho de que las raices
presentan una gran adhesidén al substrato sélido poroso que es laperlita
que impedia su separacién completa, con la consiguiente pérdida de ma-

teria vegetal.

El peso fresco fue determinado inmediatamente después de la
recogida de las muestras para evitar pérdidas de humedad que se traduci .
rian enpérdidas de peso. Las determinaciones fueron hechas mediante una
balanza SARTORIUS, digital, con precisién de hasta la diezmilésima de
gramo. Una vez efectuadas las mediciones de peso fresco se introdujeron
las muestras en una estufa a la temperatura de 105°C hasta obtener peso
constante (24 h), momento en que se midié el peso seco, procurando evi
tar ganancias de peso debidas a la absorcién de agua del vapor atmosfé
rico,'para lo cual-las muestras se dejaron enfriar en un desecador.cerra
do.

La medicién del 4rea foliar fue realizada con un planimetro
LI-COR modelo 3100. Cuando la extensién de la hoja rebasaba los 1imi-

tes de medicién del aparato se procedié a dividirla en porciones que no
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excediesen dichos limites, sumando las 4reas de todos ellos. Todas las

mediciones de 4rea foliar fueron hechas sin tener en cuenta el peciolo.

3.2.2 Digestidén de las muestras para determinaciones analiticas

Basada en el método de Schaumloffel (94)

Se lleva a un matraz Kjeldhal de fondo plano y cuello normal
de 50 ml, 1 g de material seco y se afiaden unos 10 ml de una mezcla de
HNO3,

tivamente. Se deja reaccionar durante toda una noche para evitar la for

HZSO4 y HClO4 de grado analitico en la proporcién 10:1:1 respec-

macidén excesiva de humos y se calienta moderadamente sobre una placa ca
lefactora. Se ha de observar la formacidén de vapor de HNO3, de color am
bar. Cuando desaparezca la espuma formada en esta fase se sube la tem-
peratura a un valor elevado y se espera a que todo el HNO3 se evapore.
La destruccidén de la materia orgénica unicamente es completa cuando so
lamente queda 4cido sulfirico. si se mantiene alglin color es seiial de
que queda materia organica sin digerir y es necesario afiadir unas gotas
de HClO4 al 60% o de toda la mezcla si el color es muy intenso, y se re
pite el proceso. Una vez digerida la muestra se contin@ia calentando has
ta que se evapore el HCIOA. se deja enfriar a temperatura ambiente y se’
afiaden 10 ml de agua destilada. Posteriormente se filtra en un matraz
aforado de 50 ml, lavando el matraz Kjeldhal, asi como el embudo y él

papel de filtro y finalmente se enrasa.

Todos los recipientes han de ser de vidrio lavado con HNO3 con
centrado y agua destilada. No se puede emplear mezcla crémica puesto que

los restos de cromo podrian enmascarar las determinaciones de este metal.

3.2.3 Determinacién de Na y K por fotometria de llama

Se parte del digerido realizado segin el método de Schaumloffel.

Para medir ambos elementos se empleé un fotbémetro de llama "CORNING-EEL



-39-

con escala de O a 100, empleando unmargen de concentraciones para rea-
lizar 1lfia recta patrén entre O y 20 ppm, con cloruro de ambos metales,
de grado analitico. El blanco, correspondiente al 0 de la escala se
realizb con el mismo agua destilada empleada para realizar las dilucio
nes del digerido Acido. La fuente de calor empleada para la ioniza-

cibén de los cloruros fué una llama de aire-butano,

3.2.4 Determinacién de elementos mediante espectrofotometria de ab--:

Ty 4 4 s
sorcion atomica

Se parte del digerido realizado segiin elmétodo de Schaumloffel.
Se empleb un espectrofotdémetro de absorcidén atémica PERKIN-ELMER modelo

703, utilizando como fuente de excitacién una llama de aire-~acetileno.

Los parémetros empleados para realizar las medidas fueron:

Elemento Longitud de onda (nm) Linearidad de respuesta

(ppm)

Ca ; 422,7 0-=5

Cr 357,9 0-5

. Cu 324,8 0-5

Fe - 248,3 0-5

Mg : 285,2 0-0,5

Mn 279,5 0-3

Zn 213,9 0-1

Para la determinacidn de Ca y Mg se diluyeron las muestras en LaCl3
a fin de evitar interferencias con otros elementos, principalmente el
P.
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3.2.5 Determinacidén del Mo mediante plasma

Se parte del digerido realizado anteriormente. Mediante esta técni-
ca se consiguen resoluciones muy elevadas, del orden de las ppb, siendo

su linearidad de respuesta muy elevada.

Para la determinacién del Mo se empled la técnica del plasma acopla
do inductivamente, que provoca la emisibén de los &tomos del elemento a
determinar mediante su excitacidén por un gas muy caliente y altamente .
ionizado (plasma), que permite que pequefias fracciones del elemento -que
no serian detectadas por otra técnica presenten la suficiente energia
como para ser medidas, previo aislamiento de las condiciones que provo

can una menor interferencia con otros elementos presentes enla muestra.
Los parémetros utilizados en la determinacién del Mo son:
~Aparato: Jobin Yvon VHR 38

-~ Fuente de plasma:
Gas interior: Argon Flujo: 0,35 1/min
Gas exterior: Argon Flujo 18 1/min

Gas nebulizador: Argon Flujo: 0,2 1/min
- Presién de nebulizacién 56 Psi
Flujo de nebulizacién (muestra): 1 1/min
- Red de difraccién: 3400 surcos/mm
-~ Longitud de onda: 202,030 nm

~ S81it: 30 um entrada.

40 um salida
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3.2.6  Determinacibén espectrofotométrica del P

Realizado segilin el método descrito por Allen (1) y Chapman.

Se parte del digerido descrito anteriormente.
Se preparan los siguientes reactivos:

~ Solucién A: 6,333 g de molibdato ambémico en loo ml de agua

destilada caliente.

- Solucién B: 316 mg de Metavanadato (monovanadato) aménico

en 300 ml de agua destilada hirviendo.

Se mezclan ambas soluciones en un vaso de precipitados de 1
litro de capacidad que contenga 400 ml de agua destilada fria. Se afiaden
28 ml de HZSO4 concentrado de grado analitico y se afora a 1 litro con

agua destilada.

Para realizar las determinaciones se afiaden 4 ml de patrén o
muestr a 15 ml de reactivo y se lee a 440 nm teniendo cuidado de espe-
rar por lo menos 30 minutos para dar tiempo .a realizarse completamente

la reaccién.

Todos los recipientes utilizados han de ser lavados con HC1
y agua destilada abundante. No se pueden emplear detergentes puesto que

contienen fosfatos.

3.2.7 Determinacién del potencial hidrico

La determinacién del potencial hidrico se realizé mediante el

método de cémara de presién descrito por Scholander (96,97,98,118).

La medicién del potencial hidrico se realizé sobre las plan-
tas en la fase del fotoperiodo correspondiente al mediodia. Para la rea
lizacién de las mediciones se empleé una cdmara de presién SOIL MOISTU

RE modelo 3000 utilizando aire no respirable comprimido como gas a pre
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sibén, realizando las mediciones a temperatura ambiente.

Las medidas de potencial hidrico se realizaron por separado
en hojas inferiores y primera hoja trifoliada, para lo cual se separa-
ron de la planta cortédndolas con una cuchilla muy afilada a pocos mili
metros del peciolo. Posteriormente la hoja se introdujo en la cémara de
presidén procurando que salieran al exterior unos pocos milimetros del
extremo del peciolo cortado. Se aumentd la presibén en la cémara a una
velocidad de aproximadamente 0,15 MPa cada 30 segundos y se observd con
una lente de aumento la formacién de pequefias gotas en el extremo del
peciolo. Debido a que los tallos de la especie empleada contienen cier
ta cantidad de aire, la primera aparici6én de gotas en el extremo libre
del peciolo en muchas ocasiones era debida a la expulsidén de aire y no
a la etrusién de savia, debido a lo cual fue necesario proceder a la eli
minacién de estas burbujas con papel secante para poder observar la ver

dadera aparicién de savia.

3.2.8  Medida del potencial osmético

Las hojas utilizadas para la medida del potencial hidrico fue
ron introducidas inmediatamente después de su lectura en una bolsa her -
mética y sumergidas en una mezcla de acetona y nieve carbbnica, prepara
da introduciendo nieve carbénica en acetona previamente enfriada a -20°C
hasta que se dejara de producir ebullicibn violenta. Las muestras conge
ladas a -70°C fueron guardadas en un congelador a -20°C hasta la lectu

ra del potencial osmético.

Para proceder a la lectura del potencial osmético se desconge
laron las muestras y se procedi a extraer la savia mediante una peque
fla prensa de mano y con ella se humedeci$ un papel de filtro que fue in
troducido en la cémara de lectura, la cual se dejé estabilizar y se en
frié hasta el punto de rocio, midiendo la resistencia de un termopar a

dicha temperatura y refiriéndola a una escala patrén realizada con di-
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ferentes soluciones de molaridad conocida.

Laé lecturas fueron efectuadas con un Psicrémetro WESCOR HR-33T
DEW POINT MICROVOLTMETER.

3.2.9 Medicidén del contenido hidrico relativo

El CHR fué determinado en las hojas inferiores y primera hoja
trifoliada siguiendo el método de Barrs y Weatherley (8), segln la modi
ficacibén propuesta por Kim y Lee Stadelman (58) en una hoja de la misma
edad y tamafo que la utilizada para la medicién del potencial osmético
e hidrico. Fueron extraidos 5 discos de 9 mm de didmetro de la lé&mina
foliar, excluyendo la nerviacién principal, los cuales fueron deposita
dos en un pesasubstancias, Después de proceder al pesaje de los discos,
éstos se introdujeron en una solucién que contenia aproximadamente 2,0
mol/m’ Ca2+, 1,3 mol/m® Mg2+, 0,6 mol/m® Na¥ y 0,15 mol/m’ kt a 25°C ba
jo ténue iluminacidn proporcionada por lamparas fluorescentes. Los dis-
' cos se mantuvieron en estas condiciones durante 4 h al cabo de las cua
les fueron secados con papel de filtro y pesados de nuevo, tras lo cual
fueron desecados en una estufa a 80°C durante por lo menos 15 h, momen-
to en que se determin$ el peso seco. E1 CHR fue calculado de la forma

siguiente:

CHR = (Peso fresco - Peso seco) / (Peso turgente - Peso seco)

3.2.10 Medida de la transpiracién

Realizada por el método de pesada. Para realizar la medida de
tranpiracidn se procedié a separar la planta del substrato e introducir
la en un depdsito tarado previamente con solucién nutritiva. La planta
se mantuvo en la balanza iluminada convenientemente para evitar el cie-
rre de los estomas, durante 15 minutos, anotando cada minuto el peso del
conjunto, Previamente se realizé un ajuste del tiempo calculando la 1i

nearidad de la respuesta y seobservd que en el tiempo utilizado la linea

i -
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ridad era perfecta. Tiempos mis cortos hubieran podido falsear los
datos por desviaciones en la pendiente, mientras que tiempos mas largos

hubieran entrado enla fase de cierre de los estomas.

Las medidas de transpiracién fueron expresadas en relacién al

peso de la planta, en forma de mg HZO gé1 min -1

3.2.11  Obtencién de réplicas de la epidermis foliar y medicidn del

grado de apertura y densidad estomiticas

Diferentes tipos de material han sido usados para realizar mi
croimpresiones de la superficie foliar., En 1901, Buscalloni y Pollaci
describieron el uso de colodidén (al 47 en una solucibén peso/volumen de
nitrocelulosa en una mezcla de etanol y dietil éter (122)) para estudiar
la transpiracién mediante la observacién de reducciones locales en la
transparencia de la impresién basadas en la presencia de vapor de agua.
Gloser (38) experimenté en 1967 con soluciones de Perspex (Metil-meta-
crilato) en cloroformo y Jones, en 1983, describié el uso de laca para
uﬁasv(soluciones variables generalmente basadas en una mezcla de disol
ventes organicos) (54). En nuestro caso se empleé gelatina fotogrifica
disuelta en cloroformo, provienente de peliculas fotogréficas de blanco
y negro no expuestas y sometidas a un proceso de revelado y fijado nor
males, el cual eliminé todas las sales de plata que pudieran reducir la
transparencia de la pelicula. Una vez disueltala gelatina se procedid
a retirar los soportes no solubles y se filtrd la solucién resultante,
dejindose concentrar por evaporacién hasta alcanzar la consistencia de

seada.

Para la realizacidén de la réplica de la epidermis foliar se
procedié a depositar una pequefia cantidad de la solucién sobre la epi~
dermis inferior de la hoja mediante un pincel de pelo fino y se dejé eva
porar. Una vez evaporado el cloroformo se separé la pelicula formada so

bre la hoja mediante unas pinzas finas. Las peliculas asi obtenidas se
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depositaron sobre un cristal portaobjetos que se cubrid con un cubreob
jetos y se sellbel conjunto bajo presién de forma que la pelicula que-

dara plana para su posterior observacidén microscépica.

3.2.12 “Medida del grado de aﬁértpra vy densidad esomiticas

La medicién del grado de apertura y densidad estomdticcas fué
realizada utilizando las preparaciones obtenidas por el método anterior,
utilizando un microscopio Zeiss con objetivo de 40 X en aire y ocular
de 12 X.

Se midié la superficie del campo cubierto por el objetivo me
diante un portaobjetos graduado, procediéndose posteriormente al recuen
to del nimero de estomas presentes en cada campo, los cuales fueron se-
parados en abiertos y cerrados sin distincidén del grado de apertura. Es
ta distincién se realizé considerando abiertos aquellos estomas que cla
ramente presentaban los bordes de sus células guarda separados, presen
tando una abertura elipsoidal, mientras que el resto se consider6 cerra
do.

Las mediciones se efectuaron en por lo menos tres campos, lle

gandose a 10 en el caso delas preparaciones mds perfectas.

3.2.13 Andlisis estadistiéo

En todas las experiencias sg utilizaron los métodos clésicos
de regresién lineal por el método ‘de los minimos cuadrados de Gauss; re
gresién polinomial de 22 y 3er. grado y andlisis de la varianza con un
solo factor de variacidén, que por ser de uso generalizado en cualquier

estudio no discutiremos en profundidad en este trabajo.

En todas las tablas, las medias seguidas de distinta letra in

dican diferencias significativas al 57.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Experiencia I
4,1.1 Curso del crecimiento y desarrollo

Tanto las plantas crecidas en ausencia de cromo como las tra
tadas con las diferentes concentraciones del metal alcanzaron el mismo

porcentaje de germinacién (90%).

Por lo que respecta al crecimiento, las primeras diferencias
claras. aparecieron a los ocho dias de haberse efectuado la siembra, ob
servandose una graduacién en el desarrollo de la planta y sus hojas in
feriores, que en este momento son las dnicas que han aparecido, desde
los controles , que ya las habian desarrollado plenamente, hasta el tra
tamiento con 10 ppm Cr VI, en el que empezaban su desarrollo todavia.
El crecimiento longitudinal también era mas desarrollado en las plantas

control que en los distintos tratamientos.

La extensién de las hojas juveniles empezd el dia noveno des
de la siembra, observéndose ya en este estadio que las hojas juveniles
de las concentraciones mas elevadas de Cr VI (2.5, 5 y 10 ppm) eran més
pequefias que las tratadas con concentraciones inferiores y los controles
sin cromo. La diferencia en el crecimiento longitudinal fué marcindose

a medida que transcurria la experiencia.

La primera hoja trifoliada aparecid en los controles a los 9-10
dias contados a partir de la siembra, tardando mis las plantas tratadas
con cromo. A partir de 2,5 ppm Cr VI en el medio se pudo observar que
estas hojas presentaban una clorosis que contrastaba con el verde mis
intenso de las hojas juveniles y que se fue acentuando alo largo de la

experiencia.
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A los veintidn dias de edad, momento de la recogida de las
muestras para el anilisis del crecimiento y contenido mineral, las plan

tas presentaban el siguiente aspecto:

- Disminucidn en el crecimiento longitudinal proporcional al

suministro de cromo

— Mayor debilidad del tallo a mayor concentracidén de cromo en

el medio

- Incremento en la intensidad del color verde delas hojas ju

veniles (inferiores)

- Clorosis proporcionalmente mis cacusada a mayor concentra-

cién de cromo en el medio en las hojas trifoliadas.

4.1.2 Efectos sobre el crecimiento

4,1.2,1 Raices

Se observa una fuerte reduccidén en el crecimiento (tablas 1
y 2 y graficos 1 y 2), especialmente para las concentraciones de 1 y 2,5
ppm Cr VI en el medio, llegindose a una zona asintética en la que ape- '
nas hay reduccién del crecimiento al incrementarse la concentracién de

Cr VI en el medio.

El tratamiento con cromo afecta también negativamente al cre

cimiento longitudinal, como pudimos observar visualmente.

Teniendo en cuenta los valores de reduccién porcentual se de

tecta una mayor disminucién en el peso seco respecto al peso fresco.

4.1.2.2 Parte aérea

También es afectado el crecimiento en la parte aérea en todos

los pardmetros estudiados, disminuyendo en forma exponencial inversamen
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te con el incremento en la concentracién en Cr VI suministrada, lo cual
indica que se alcanza, al igual que en la raiz, una concentracidén cuyo
efecto es maximo y a partir de la cual no se producen efectos posterio

res sobre el crecimiento.

4.1.3 Efectos sobre el contenido en cromo

El principal hecho observado es que, al igual que en la expe
riencia anterior (7), la relacién entre el cromo suministrado y el con
tenido interno en cromo es lineal en la mayor parte de los érganos y con
centraciones estudiados (tabla 2 y figura 2). Aln siendo conocido que
la absorcién del cromo puede variar con diversos factores, siendo el més
importante de ellos la temperatura (16), éste no ha sido nuestro caso,
puesto que todos los tratamientos estuvieron expuestos a las mismas con
diciones ambientales, siendo la concentracién de Cr VI en el medio el
tinico facto de variacién al que fueron sometidos los tratamientos, por
lo que podemos decir que el contenido en cromo es funcidén de su suminis
tro, aunque, como veremos por los resultados obtenidos en experiencias
posteriores en las que lasplantas fueron sometidas a cultivo en contacto
directo con la solucién nutritiva (Experiencia III), no es funcién exac '
ta del suministro siné que también lo es de la disponibilidad de cromo
en el medio, puesto que en la experiencia anteriormentemencionada idén
ticos sintomas visuales aparecieron a concentraciones de cromo en la so
lucidén nutritiva unas 10 veces menores que en esta experiencia. También
fué posible observar una mayor concentracién de cromo en las raices que
en la parte aérea. Asi,mientras que las plantas control presentaban una
relacién Cr raiz/Cr parte aérea de aproximadamente unicamente 2, paraA
las diferentes concentraciones de cromo en los tratamientos, esta rela
cién es muy superior, lo cual indica que siempre la concentracién de Cr
en las raices es muy superior que en la parte aérea, hecho relacionado

con la presencia de una especie de barrera para la translocacidn de cro
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mo andloga a la observada por otros autores para otros metales pesados
(18, 50). Relacionado con la existencia de esta hipotética barrera y res
pecto al experimento realizado con anterioridad y que dié lugar a la
Tesina de licenciatura hay que resaltar un nuevo hecho observado al su-
ministrar una concentracién de cromo doblemente superior a la mdxima u-
tilizada en la anterior experiencia: la aparicién de indicios de satu-
racién en la concentracidén de cromo interno en la planta, saturacién

que unicamente se ha producido de forma clara en raiz, y, en menor gra-.

do en el tallo y hojas.

La explicacién de la saturacién observada estd en el hecho,
observado por otros autores (105) de que el cromo suministrado aparece
en su mayor parte en vacuolas en la raiz y, del resto, la mayor parte
se halla ligado a la pared celular. Teniendo en cuenta este efecto y com
bindndolo con la mencionada barrera de translocacién obtendremos un cua
dro analogo al obtenido en esta experiencia. Primeramente el cromo incre
menta su concentracién en la raiz proporcionalmente al cromo disponible
en el medio, translocidndose a su vez proporcionalmente a su concentra-
cibén en raiz, de forma que el incremento en la concentracidén de cromo
en todos los érganos es lineal y depende, en (ltimo término, de la con-
centracién de cromo en el medio. Sin embargo, una vez la raiz comienza '
a saturarse ce cromo, no se produce un incremento proporcional a la dis
ponibilidad de cromo en el medio sindé que la acumulacién se hace mis 1
lentamente y se acerca a un valor mdximo, perdiéndose de esta forma la
linearidad seguida hasté entonces. A pesar de ello, no se han alcanzado
todaia las concentraciones de saturacién en la parte aérea, puesto que
la barrera de translocacién impide que todo el cromo presente en.la ra-
iz se transloque a la parte aérea, y se produciria una ligera reduccién
en el incrmento de la concentracidén de cromo en el tallo como consecuen
cia de la disminucién en el incremento de la concentracién de cromo en
la raiz. Seglin este modelo, los datos de concentracién esperada en las

distintas partes estudiadas debieran ser:



~50-

Raiz ) Tallo> Hojas inferiores > 12 Hoja trifoliada
Sin embargo, no ha sido asi y los valores observados han sido:
Raiz » Hojas inferiores D> Tallo > 12 Hoja trifoliada

Este hecho podria ser explicado si las hojas inferiores actua
ran como sumidero de las substancias translocadas, de forma que fueran
acumuladas por ellas, lo cual haria posible que su concentracién fuera
mayor que en el tallo. Respecto a la primera hoja trifoliada juegan o-
tros factores que evitan que se conviertan en sumideros de substancias
translocadas y es debido ello a los efectos del cromo, lo cual no es a
si para las hojas inferiores que ya se encuentran preformadas en las se
millas, de forma que resultan menos afectadas en su metabolismo que la
primera hoja trifoliada ( en muchos de los nutrientes estudiados en es-
ta experiencia se presentan concentraciones menores en las hojas tri-

foliadas que en las inferiores).

Estos datos posiblemente indican que la translocacién del Cr
desde la raiz hacia la parte aérea es un mecanismo pasivo, desarrolla-
do conjuntamente con los flujos de masas de los diferentes nutrientes
por la via del xilema, actuando normalmente las hojas activas como su- -

mideros de estos nutrientes.

Nuestros datos obtenidos en P, vulgaris son parecidos a los
obtenidos por Hara et al. en plantas de Brassica sativa Clav. (45), de
forma que ambas especies tienen una sensibilidad parecida, y acusada,

frente al cromo.

Al igual que en la experiencia anterior hay que destacar que
se observd la presencia de cromo en las plantas control a pesar del cui
. dado tomado para evitar posibles contaminaciones. Existen dos explica

ciones a este fendmeno, que son:

-~ E1 cromo proviene de impurezas en las sales empleadas, res

tos fijados en el material utilizado y en el sustrato. .
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- E1 cromo proviene de la deposicién del polvo atmosférico.

En nuestro caso nos inclinamos por una combinacién de ambas,
teniendo un gran peso especifico la segunda, como corrobora el hecho de
que la relacién Cr raiz/Cr parte aérea sea mis baja enlos controles que

en el resto de tratamientos.

Finalmente, dada la concentracidén de cromo en las plantas en
relacién con las del medio, podemos concluir que P, vulgaris es una es

pecie acumuladora de cromo.

4.1.4 Efectos sobre los diferentes nutrientes

4.1.4.1 Efectos sobre el P

Se observa una relacién polinomial cuadrética entre el conte
nido en P en la raiz y el suministro de cromo (tabla 4 y figura 4), mien
tras que en la parte aérea las relaciones no son tan claras (tabla 4 y
figura 4) , salvo en el tallo, en el que es posible observar un incremen
to en la concentracién de P al incrementarse la concentracién de cromo
en el medio, aunque sin seguir una relacién definida. Por lo que respec -
ta a las hojas, no se detectan pautas de ninglin tipo, salvo en la prime
ra hoja trifoliada en la que se produce una brusca disminucién en ellcqg

tenido de P a partir de un suministro de Cr VI de 2,5 ppm.

Cuando se analizan las relaciones entre el P y el contenido
interno en cromo de las diferentes plantas se observa que las relaciones
son las mismas que en el caso del suministro, hecho ya esperado dada la
estricta dependencia lineal entre el suministro de cromo y los conteni

dos internos en dicho metal.

Existe un comportamiento en el contenido en P que, al igual
como seri comentado mds adelante para otros nutrientes, puede ser divi-

dido en dos zonas. En el caso de la raiz estas dos zonas serian:
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- Una primera zona de incremento en la concentraién de P has
ta 2,5 ppm Cr VI en el medio, que se corresponde con datos

obtenidos anteriormente (7,38).

- Una segunda zona de disminucidn en el contenido en P para
las concentraciones mis elevadas de cromo (5 y 10 ppm), que
no se corresponde con los datos obtenidos anteriormente (7,
38), en los cuales el P se incrementé hasta la méxima concen

tracién de cromo suministrada (5 ppm).

Este comportamiento diferencial en las dos zonas puede ser ex
plicado por el hecho de que probablemente el Cr no afecta plenamente a
las plantas hasta alcanzar determinadas concentraciones, en nuestro ca
so 5 ppm, de forma que estos datos estarian de acuerdo con el trabajo
previo mencionado ya que los efectos detectados en aquél para un sumi-
nistro de 5 ppm de cromo visualmente son parecidos a los obtenidos en
éste para un suministro de 2,5 ppm Cr VI. A concentraciones mis bajas,
probablemente el metabolismo a pesar de estar afectado el crecimiento,
no se dafie muy seriamente, mientras que a concentraciones mis elevadas

deben jugar otros factores un papel muy importante en el metabolismo.

El incrmento en el contenido en P en la raiz no se traduce en
un incremento similar en la parte aérea, por lo que podemos pensar que
la translocacién del P de la raiz a la parte aérea se ve afectada por
el cromo., Para el incremento del contenido en P en la raiz podrian dar
se varias explicaciones. Una de ellas seria que este incremento fuera
debido unicamente a un efecto de concentracién al ser afectado el cre-
cimiento y no la absorcién, mientras que la disminucidn en el contenido
podria ser debida a un efecto mds severo sobre el transporte que sobre
el crecimiento. Sin embargo, hay que tener en cuenta que otros autores
han observado una estrecha relacién entre el Cr y el P (17,50). Dichos
autores han observado que plantas crecidas con defieciencia de P absor
ben mis cromo y sugieren que posiblemente el Cr y el P comparten un mis

mo tipo de tranportador.
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Otra posible explicacién del incremento de P en las raices de
las plantas tratadas con bajas concentraciones de Cr VI seria la de que
el Cr, al ser absorbido, pudiera inducir la formacidén de nuevos puntos
de unidn para el Cr que también fueran utilizados por el P, lo cual in
crementaria 1la absorcidn de ambos elementos, mientras que concentracio
nes mayores de Cr provocarian una toxicidad tal que los efectos sobre
el metabolismo impedirian la induccién de nuevos puntos de fijacién y,
al ser la relacién Cr/P elevada tendiria a entrar mds Cr que P. Que cier
tos metales pesados son capaces de inducir nuevos puntos de unién e in
crementar asi su propia absorcién en las raices fué encontrado en 1978
por Petit (87) para el Cd. Si éste puede ser el caso de otros metales,
como el Cr, requiere una mayor comprobacién. Sin embargo, la sugerencia
hecha por Shewry y Peterson (105) de que el Cr042_ puede ser absorbido
por un mecanismo bi o multifisico de forma que el incremento en la con
centracién de Cr en el medio incrementaria su absoercién, refuerza esta

interpretacién.

Una tercera posibilidad seria una interaccién P-Cr no en el
mecanismo de absorcién sindé en la disponibilidad de P en el substrato.
A favor de esta hipdtesis est& la observacidén hecha por Turner y Rust
en plantas de soja (Glicine max) (112) de que el contenido en P de plan
tas tratadas con Cr aumenta en experiencias en suelo pero no en culti
vo hidropénico liquido. En nuestro caso el cultivo fué realizado sobre
un substrato que presenta cierta capacidad de intercambio, lo cual le
da una cierta semejanza al suelo, por lo que podrian haberse dado este

tipo de interacciones.

4,1.4.2 Efectos sobre el X

Se observa, en general, una disminucién en el contenido en K
en todas las partes estudiadas (Tabla 5, figura 5). Sin embargo, en la

raiz de las plantas control el valor minimo observado mis parece debido
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a un error de medicién que a un verdadero valor de contenido interno.

Por lo que respecta a los incrementos registrados en el ta-
1llo y las hojas inferiores de lasplantas tratadas con 1 y 2,5 ppm Cr VI,
no es significétivo. El 6rgano que presenta una tendencia més clara es
la primera hoja trifoliada. Esta relacién se produce en el sentido de

una disminucibén en el contenido en K respecto al suministro de Cr.

Dado que el Cr afecta de forma similar tanto a la raiz como a la
parte aérea, no podémos concluir que haya sido afectada la translocacién,
aunque si parece haberlo sido la absorcidn, lo cual se halla plenamente
de acuerdo con el trabajo realizado anteriormente (7, 39) y con los da
tos reporta@oé'zaccheo et al acerca del efecto inhibitorio del Cr sobre

la absorcién de K en segmentos de raices demaiz (126,127).

La absorcién y translocacién del K parece estar ligada a una
ATPasa localizada en muchas células y que requiere Mg2+ , Siendo acti-
vada por el K+. jouany et al., en 1982, en estudios realizados en el al

ga Chlorella vulgaris pudieron demostrar que el Cr VI a 300 ug/ml redu

ce en un plazo rdpido de (nicamente dos horas el contenido en ATP en un
25% y que la reduccién aumentaba con la concentracién de cromo en el me
dio y el tiempo. Sin embargo, la disminucién en la concentracién en K
en las raices no parece directamente ligada a una falta de ATP necesa-
rio para su absorcidn,por lo menos por lo que respecta a las concentra
ciones bajas de Cr (2,5 ppm o menor) pues, como veremos mas adelante,
el contenido en Na en las raices se ve mds disminuido que el XK a pesar
de que las plantas tratadas con Cr VI reciben mds Na en la solucién nu
tritiva ya que se empled NaZCrO4 como sal de cromo y el Na penetra en.
las raices mediante absorcidn pasiva (a favor de gradiente) y, geherql
mente, es bombeado activamente fuera de las raices, proceso que requie
re de ATP para ser realizado, puesto que realiza un trabajo en contra
de gradiente, de aqui que la falta de ATP resultaria en un incremento

en la concentracién de Na. Esta evidencia indirecta acerca de que la in
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hibicién de la absorcién de K no viene causada por un efecto inhibito-
rio del Cr sobre las bombas ibnicas viene apoyada por los resultados ex

perimentales de Zaccheo et al(126).

Seria necesario un estudio mds profundo de los niveles de K
en diferentes compartimentos celulares para observar realmente los efec
tos metabdlicos a que puede dar lugar esta disminucidn en los niveles
del metal. Asi, la concentracién de K a elevados suministros de Cr VI
disminuye en las céluals guarda estomiticas y podriam darse un cierrre
de los estomas, lo cual, de hecho, fué observado en experiencias poste
riores (Experiencias II y III), aunque en estos resultados podria ju-
gar un papel importante un cierre hidroactivo por incremento en la con
centracidén de Acido abscisico, lo cual podria ser motivo de posteriores

estudios.

4.,1.4,3 Efectos sobre el Na

El Na no sigue una relacién clara respecto al suministro de
cromo en ninguno de los 6rganos estudiados (tabla 6, figura 6), salvo
en el tallo (figura 6 B), en el que se observa una tendencia a bajar su
concentracién a medida que se incrementa el suministro de cr VI. En la
hoja inferior y en la primera hoja trifoliada también se presenta esta
tendencia aunque de forma menso definida. Estos resultados probablemen
te indican que es afectada la translocacién, probablemente mis que la

absorcién.

4.1,4,4 Efectos sobre la relacién K/Na

La relacién K/Na en raices pone de manifiesto que a concen-
traciones bajas de Cr en el medio el Na es mds afectado que el K (ta-
bla 7 y figura 7 A , pesto que se observa un incremento en la relacién.

A concentraciones mayores de 2,5 ppm Cr VI en el medio, esta relacién
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tiende a disminuir, indicando un mayor efecto sobre el K que sobre el
Na. Este comportamiento, comparado con los valores obtenidos para el

K y el Na indica que en la raiz el elemento verdaderamente afectado es
el K, puesto que la relacién K/Na sigue la pauta de comportamiento del
K, lo que probablemente sea indicativo de un efecto del Cr sobre la ab-

sorcidn del K.

Respecto a la pirte aérea el efecto es totalmente contrario,
puesto que en el tallo (figura 7 B la relacién K/Na se incrementa a me
dida que se incrementa el suministro de Cr VI, aunque en las hojas esta
relacién no es clara (figura 7 C y D). probablemente este hecho sea in-
- dicadtivo de efectos sobre la translocacién de ambos metales, principal
mente del Na, cuyos niveles tienden a disminuir en todos los 6rganos de

la parte aérea estudiados.

4.1.4.5 Efectos sobre el Ca

El comportamiento del Ca respecto al suministro de Cr es igual
en todos los d4rganos estudiados (tabla 8 y figura 8). En todos ellos se
produce un incremento el el contenido en Ca seguido de una disminucidn
a suministros elevados, hecho indicativo de que la translocacién del Ca

no ha sido tan afectada como su absorcién.

Shewry y Peterson (105) han indicado que el Ca favorece la ab
sorcidn, no tan solo de ortofosfato sind también de cromato. También Tur
ner y Rust (112) observaron en plantas de soja (Glicine max L.) una in-
teraccién Cr-Ca. Al igual que ellos observaron en cultivo en suelo un
incrmento significativo en el contenido en Ca en las partes aéreas, en
nuestro caso, para las menores concentraciones de Cr VI suministradas
(menos de 2,5 ppm) hemos observado también un incremento en el conteni
do en Ca en todos los 6rganos estudiados salvo en la primera hoja tri-

foliada.
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Dada la interaccién Cr-Ca, una probable explicacién de la acy
sada disminucién del contenido en Ca para las concentraciones mis ele-
vadas de Cr podria ser que el alcance de concentraciones suficientemen-
te elevadas de cromo como para provocar una saturacién en la capacidad
de intercambio catidénico en los vasos del xilema se hubiera realizado
y el Ca hallara imposible su fijacién para su posterior translocacién.
En el caso de la raiz la no fijacién del Ca provocaria una disminucién

en la concentracién de Ca observada.

Sabemos que no solo la capacidad de intercambio en los vasos
del xilema y en el apoplasto influye en la translocacién de Ca, sind
que una elevada tasa de transpiracién favorece de forma importante la

translocacién de este elemento (75).

El Cr también puede influir en la transpiracién, como de he-
cho observamos en experiencias posteriores (Experiencias II y III), de
forma que a mayor suministro de Cr se produce una menor tasa de trans-
piracidny, por lo tanto, una menor translocacién, conjuntada con los e
fectos que el Cr pueda tener sobre el metabolismo, reduciendo la absor
cién (Via activa o difusién facilitada), no tan solo del Ca sind también
de otros elementos, obteniéndose asi unadristica reduccidén en los conte
nidos a medida que nos alejamos de la raiz (el éfecto mis patente se ob
serva en las hojas trifoliadas). Relacionado con ello, estd el hecho de
que incrementos en la concentracién de Ca en la solucidénnutritiva dismi

nuyen las diferencias de tolerancia al Al entre lineas puras de maiz.

4,1.4.6 Efectos sobre el Mg

Al igual que en el caso del Ca existe una relacién inversa
entre el suministro de Cr y el conﬁenido en Mg de las diferentes partes
estudiadas (tabla 9 y figura 9), obteniéndose un efecto mayor en raices
y un efecto menor en la priméra hoja trifoliada, en la que incluso se

incrementa el contenido en Mg, de forma significativa, para un suminis
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tro de 1 ppm Cr VI,

El Mg es mis afectado en la raiz que en la parte aérea, segin
se desprende de los datos obtenidos; a bajas concentraciones de Cr se
produce un marcado descenso en los niveles de Mg en la raiz, mientras
que a medida que se incrementa la concentracibén de Cr se produce una
cierta estabilizacién. De este hecho podemos deducir que es mas afecta
da la absorcién que la translocacién, supuesto que viene apoyado por el
significativo incrmento en el contenido en Mg en la primera hoja trifo-

liada.

Aunque el hecho de ser menos afectada la parte aérea que la
raiz podria ser debido a un efecto de concentracién debido a que el cre
cimiento también-es afectado, esta hipétesis no parece probable ya que
la raiz también ve afectado su crecimiento y, sin embargo, no seproduce

concentracién del Mg en ella.

4,1,4,7 . Efectos sobre la relacién Na/P

Aunque la raiz no sigue una pauta muy definida, es posible >
observar una tendencia a la disminucién en la relacidén Na/P que se ob-
serva claramente en el tallo (tabla 11 y figura 11), no observéndose en
las hojas inferiores ninguna tendencia clara, pareciendo haber incluso
en la primera hoja trifoliada una ciertavtendencia a incrementarse esta
relacién a medida que se incrementa la concentracién de Cr VI en el me
dio, por lo que a partir de estos datos es dificil conocer cuil de am-
bos elementos resulta mds afectado por el tratamiento con cromo en el

medio.

4.1,4,8 Efectos sobre la relacién X/P

Igualmente que en el caso del Na es posible observar que no

existe una clara tendencia en la relacién K/P-en raiz ni primera hoja

-

o
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trifoliada, aunque en el tallo y las hojas inferiores se observa una cla
ra tendencia a la disminucidén en la relacién K/P (tabla 10 y figura 10).
El comportamiento en la raiz y la primera hoja trifoliada es explicable
debido a los comportamientos antagdnicos del P y el K, mientras que en
el tallo y las hojas inferiores el comportamiento tendente a la dismi-
nucién en esta relacién viene explicado por la disminucién en la concen
tracibén interna del X a medida que se incrementa el suministro de Cr VI,
mientras que la concentracién interna de P no sigue una pauta clara, lo -

cual podria indicar un mayor efecto del Cr sobre el K que sobre el P.

4;1.4.9 Efectos sobre la relacién Ca/P

Al igual que en el caso del K, los tinicos datos que siguen u
na tendencia clara son los pertenecientes al tallo y hojas inferiores
(tabla 12 y figura 12). En ellos existe una tendencia al incremento en
la relacién Ca/P seguida de una disminucién en esta relacién para los
suministros de Cr VI mads elevados empleados (10 ppm), lo cual .indica que
el comportamiento viene determinado por el Ca mds que por el P, siendo

asi probable que el Ca haya sido mids afectado que el P.

4.1.4.10 Efectos sobre la relacién Mg/P

Tanto en la raiz como en el tallo y las hojas inferiores es posible ob
servar una disminucién en la relacién Mg/P a medida que se incrementa
el suministro de Cr VI (tabla 13 y figura 13). En la raiz es posible ob

servar un incremento no significativo en la relacién Mg/P para un sumi
nistro de cromo de 10 ppm, aunque probablemente sea debido a la conju-

gacién de miltiples efectos del cromo sobre las plantas tratadas con ele
vadas concentraciones de cromo, al igual que hemos discutido ya para o
tros elementos (entre ellos el P, en el apartado 4.1.4.1) y que se re-

petird en sucesivos nutrientes.
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Al igual que hemos observado en nutrientes ya comentados ante
riormente y como también observaremos al comentar los nutrientes suce-
sivos, la primera hoja trifoliada presenta un comportamientos diferente
respecto al del resto de las partes estudiadas, probablemente debido a
que dichas hojas estén mas afectadas que el resto de la planta puesto
que se hallan expuestas al Cr desde el inicio de su formacidn, lo cual
posibilita que el Cr ejerza sus efectos tanto a nivel replicativo como

a nivel metablico.

De los datos obtenidos es posible llegar a la conclusién de
que el Mg es més afectado que el P por el Cr, puesto que la relacién
Mg/P, al disminuir claramente, indica un menor contenido en Mg que en

P a medida que se incrementa el suministro de Cr VI.

4,1.4.11 Efectos sobre el Fe

Se observa una disminucién en el contenido en Fe en la raiz
hasta un suministro de Cr de 2,5 ppm (el bajo valor del control parece
debido a un error mas que a un valor real) (tabla 14 y figura 14). A
5 ppm Cr VI se produce un incremento no significativo en el nivel de Fe
respecto al nivel de 2,5 ppm Cr VI, siendo para un suministro de 10 ppm
Cr VI este incremento significativo respecto al valor méximo alcanzado
por el suministro de 2,5 ppm Cr VI, aunque todos estos valores son sig

nificativamente inferiores a los observados para un suministro de 1 ppm
Cr VI.

Tanto en el tallo como en las hojas inferiores se observa el
“mismo comportamiento que en la raiz, es deci, una disminucién en el con
tenido en Fe hasta un suministro de Cr VI de 2,5 ppm seguido de un in-
cremento en los niveles de Fe para los mayores suministros de Cr VI que,
sin embargo,mantienen sus niveles de Fe significativamente inferiores

a los de las plantas no tratadas con cromo.
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En la primera hoja trifoliada esta disminucién es progresiva

a medida que se incrementa el suministro de Cr VI.

Nuestros resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos
por otros autores. Asi, Turner y Rust (112) observan, al igual que no-
sotros, una disminucién en la concentracidén de Fe en raices y partes aé
reas en plantas de soja (G. max) tratadas con Cr en cultivo hidropénico,
mientras que en cultivo en suelo no se observan diferencias significati
vas en las concentraciones de Fe. Por el contrario, Misra y Jaiswal (81)

observan en espinaca (Spinacea oleracea) una correlacidn positiva signi

ficativa entre la concentracién de cromo en las raices y tallos + pecio
los respecto a su concentracién en Fe, Cary et al. (18) encontraron que
la ausencia de Fe en la solucién nutritiva inhibia fuertemente la absor
cidén de Cr, y estos autores, después de un estudio con diferentes espe
cies alimenticias, consideran que plantas que son capaces de translocar
grandes cantidades de Fe también son capaces de translocar bien el Cr.
Otros metales, asi el Mn, también son capaces de provocar una deficien

cia de Fe.

En nuestro caso, la translocacién del Fe no ha sido claramen
te inhibida por el cromo; sin e,bargo, la drastica reduccién en el con
tenido en Fe en la primera hoja trifoliada junto con el incremento en
P en 1am§sma estd de acuerdo con la clorosis observada y con la observa
cibén hecha por Austenfeld de que aunque se acumula mds Cr en las hojaé

inferiores, es mids afectada la fotosintesis en las hojas superiores (3).

Diverscs autores han observado que tejidos cloréticos presen-
tan, en general, unincremento en la relacién P/Fe respecto a los no clo
réticos (15,22,57). La concentracién de Fe es de poéa utilidad por si
misma en los estudios sobre clorosis y los niveles de Fe en tejidos clo
roticos iﬁcluso pueden ser superiores a los de tejidos no cloréticos
(76), lo cual es indicativo de una inactivacién del Fe. Dekock et al.
sostienen el punto de vista de que la relacién P/Fe es una medida de la

relacién Fe3+/Fe2+ en la-célula (22). Una relacién P/Fe elevada indica
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ria una derivacién hacia Fe III, que podria unirse a fosfoproteinas y

ser inactivado biolébgicamente,

En nustro estudio hemos observado que la relacién P/Fe se in
crementa con el suministro de Cr (tabla 15 y figura 15) en raices y, es
pecialmente tallo, por lo que podemos suponer que en estos Organos hay
menos Fe biolégicamente activo. No se produce, sin embargo, incremento
en esta relacibén en hojas inferiores ni en la primera hoja trifoliada,
atn cuando disminuye el contenido en Fe. En las hojas inferiores la dis
minucién es menor que en las hojas trifoliadas, lo cual podria dar lu-
gar a la no aparicién de clorosis en las hojas inferiores, mientras-que
en la primera hoja trifoliada la no inactivacién del Fe no podria suplir
la drastica disminucién en el contenido en Fe que, conjuntamente con o
tros efectos del cromo sobre el metabolismo, daria lugar a la aparicién

de la observada clorosis.

4,1.4.,12 Efectos sobre el Mn

En raiz se observan diferencias significativas en el conteni
do en Mn a lo largo del tratamiento. Existe una tendencia a aumentar el
contenido en Mn hasta un suministro de Cr VI de 2,5 a 5 ppm. mientras
que a 10 ppm se produce una disminucidn no significativa (tabla 16 y fi

gura 16).

En la parte aérea el comportamiento es complejo y similar en
los tres érganos estudiados, teniendo que recurrirse a un polinomio de
tercer grado para hallar un buen ajuste entre el contenido en Mn y el

suministro de cromo. En estos érganos pueden distinguirse tres partes:

— Inc¢remento en el contenido en Mn hasta un suministro de Cr

de 1 ppm.

- Disminucidén en el contenido en Mn hasta un suministro de Cr

5 ppm.
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- Nuevo incremento para un suministro de 10 ppm.

La primera zona es explicable por un comportamiento anémalo
que ocurre a bajas concentraciones de Cr y que no tan solo potencia los
niveles de algunos nutrientes siné que, como veremos mis adelante, in-
cluso puede llegar amodificar el crecimiento y las relaciones hidricas,
asi como la transpiracién, lograndose de esta forma una serie de efec-
tos 1ligados que provocan que las plantas tratadas con bajas concentra
ciones de cromo presenten un comportamiento andémalo respecto a la téni

ca general del resto de tratamientos.

La segunda zona es explicable como una inhibicién de la trans
locacibn, puesto que, a peasr de que existe un incrmento en los niveles
de Mn en la raiz, se produce una disminucién en los niveles de Mn en to

da la parte aérea.

Finalmente, la tercera zona se explicaria como un mayor efec
to sobre el crecimiento que sobre el contenido en Mn que provocaria una

concentracidén pasiva de dicho elemento.

4.1.4.13 Efectos sobre la relacién Fe/Mn

Nuestros datos se hallan parcialmente de acuerdo con los de

Misra y Jaiswal (81), quienes encontraron que en_Spinacea oleracea exis

tia una correlacién lineal positiva entre el nivel interno de Cr y la
relacién Fe/Mn, tanto en raices como en parte aérea. En nuestro caso u
nicamente se ha producido un incremento en esta relacidén para los mis
elevados suministros de Cr VI. Sin embargo, hay que sefialar que el Al
provoca un incrmento en esta relacién, por lo que no se puede hablar de

efectos génerales de los metales pesados sobre la misma (31,32).

De los datos obtenidos (tabla 17 y figura 17) podemos deducir
que el Cr, a bajas concentraciones, afecta de forma directa y negativa

la relacién entre ambos elementos, comportindose, al igual que en el tra
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bajo realizado anteriormente (7,39), de forma opuesta a como se compor
ta S. oleracea segin Misra y Jaiswal. A concentraciones elevadas de Cr

deben existir factores que provocan el incremento en esta relacién.

Nuevamente el comportamiento diferencial en la primera hoja
trifoliada respecto al resto deérganos indica un diferente efecto sobre
la misma, probablemente, como ya ha sido comentado, debido a las dife-

rentes condiciones de exposicién al Cr.

4,1.4,14 Efectos sobre el Zn

No se observa una tendencia clara en el contenido en Zn en la
raiz, si exceptuamos el elevado valor que dicho contenido alcanza para
un suminisro de 1 ppm Cr VI (tabla 18 y figura 18), que podria hacer pen
sar en un error en la medicidén del control pero que se repite en el ta

1lo y, no tan acusadamente en las hojas inferiores,

Tanto en el tallo como en las hojas inferiores se produce una
tendencia al incremento en el contenido en Zn para el mayor suministro
de Cr VI empleado, lo cual probablemente sea debido a un mayor efecto
sobre el nutriente en cuestién. La primera hoja trifoliada presenta un
comportamiento diferencial respecto al resto deérganos estudiados, resol
viéndose en un descenso en el contenido en Zn a medida que se incremen-
ta el suministro de Cr VI, lo cual es indicativo de que ha sido mds afec

tada que el resto de 4rganos.

De los dadtos obtenidos no podemos concluir que haya sido més
afectada la translocacién del Zn de la raiz hacia la parte aérea, pues
el comportamiento de ambas partes es muy parecido, aunque probablemente
si haya sido mds afectada la translocacién hacia la primera hoja trifo

liada.

El incremento en el contenido en Zn para el tratamiento con

1 ppm Cr VI en el medio es dificil de explicar, pero podria deberse a
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los efectos estimulantes del Cr a bajas concentraciones ya observado por

otros autores (11,40).

4.1.4.15 Efectos sobre el Cu

Se presenta una elevada dispersién de los datos al estudiar
la raiz, el tallo y la primera hoja trifoliada, no siendo asi para las
hojas inferiores (tabla 19 y figura 19); En todos los casos los conteni .
dos en Cu son similares en raiz y parte aérea, lo cual, juntamente con
el hecho de que las hojas inferiores presenten un comoprtamiento diférqg
cial, podria indicar unos efectos tanto sobre la absorcién como sobre
la translocacién (aunque exista una clara tendencia a disminuir el con
tenido en la raiz y tallo, se produce un incremento clar y significati

vo en los niveles de Cu en las hojas inferiores).

El incrmento en hojas inferiores podria ser debido a un efec
to estimulante del Cu por el Cr, aln dificil de discutir debido a la

escasa informacidén acerca de los mecanismos de translocacién del Cu.

4.1,4.16 Efectos sobre el Mo

En todos los érganos estudiados se produce una clara tenden-
cia a la disminucién de los niveles de Mo, principlamente en la raiz
(tabla 20 y figura 20). Este claro efecto sobre el Mo en la raiz va
siendo diluido a medida que nos alejamos de ella, lo cual probablemen-
te sea debido a un mayor efecto sobre la absorcidén que sobre la trans-

locacién. . .

Hemos de resaltar que se produce un incremento significativo
en los niveles de Mo en lasplantas tratadas con 1 ppm Cr VI en el medio
en el tallo, lo cual probablemente sea debido a los efectos estimulan-~
tes del Cr, que, sin embargo, no se han traducido en efectos visuales
ni de crecimiento patentes en esta experiencia, aunque si en una expe-

riencia posterior (experiencia III).
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-. FIGURA 1 .-

Peso fresco en la experiencia I
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A: RAIZ _
y= 2,7065 e—0,0998x
r= -0,88

C: HOJAS INFERIORES
4= 2,6072 &~0+1512 x
r= -0,90

Ordenadas: Peso (g)

2.9

.5

B: TALLO
y= 1,8107 e
r= -0,85

-0,1152 x

9.8

2.3

D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA
-0,4998 x
y=1.116 e

r= -0,94

Abscisas: Concentracién de cromo en el medio
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-. FIGURA 2 .-

Peso seco en la experiencia I

8.2 * 4
8.18
8.1
8.35‘ T T T T T T 2,85 ; " , . .
(] 2 4 6 8 10 e 2 A A A "
A: RAIZ B: TALLO
y= 0,1696 ¢ 020013 =< 4= 0,15714 ¢ 0705653
r= —0,71 r= _0’72
|
.25 m» ™ i 2.15
0.2 J
8.15 !
2.1 %
|
.85 }
!
I,

C: HOJAS TNFERIORES
y= 0,23032 ¢ 0+0909 x
r= -0,81

Ordenadas: Peso (g)

Abscisas: Concentracidén de cromo en el

medio

1,3116 e

= -0,88

(ppm)

: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

~0,4454 x
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-. FIGURA 3 .-

Contenido en cromo

1280

268

728

488

248

A: RAIZ
y= 335,59 x 025005
r= 0,997

158

128

89

C: HOJAS INFERIORES
y= 0,787 + 13,668 x
r= 0,984

Ordenadas: Contenido en cromo (mg/Kg)

sSe

42

38

28

B: TALLO

y= 4,014 + 4,298 x

r= 0,986
28
15
2 Y
S

S

D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA
5,175 + 2,668 x
r= 0,924

<
I

Abscisas: Concentracién de cromo en el medio (ppm)
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Contenido en fésforo
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C: HOJAS INFERIORES

Ordenadas: Contenido en fésforo (%)

8.2

D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

Abscisas: Concentracién de cromo en el medio (ppm)
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-. FIGURA 5 .-

Contenido en potasio

»" s [
2.7 *
»
4.5
. -
2.3 » *
-
2.3 3.5
» »
2.1
be -
* 2.5
1.9
e * .4
1.2 T T T R T T 1.5 T T i) - T ‘Yle
-] 2 4 8 8 10 [} 2 4 8
A: RATZ B: TALLO
3.5 4 [
-
3.2 - . -
* 3.5 *
2.8 ”*
4
2,8 "
3
b
2.3 . "
= * s
. 2. T T
T ] T T T T T T
g 2 4 6 8 18 [} 2 4 8 18

C: HOJAS INFERIORES

Ordenadas: Contenido en potasio (%)

D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

Abscisas: Concentracién de cromo en el medio (ppm)
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-. FIGURA 6 .-

Contenido en sodio
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8.85 - = .
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1 3

C: HOJAS INFERIORES

Ordenadas: Contenido en sodio (%)
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0.2

%

B: TALLO

2.3

8.1

T Y T =T T
2 2 4 6 8

D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

Abscisas: Concentracién de cromo en el medio (ppm)
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Ordenadas: Relacién K/Na
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-. FIGURA 7 .

Relacién K/Na
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2 r T . A e 18
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D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

. Abscisas: Concentracién de cromo en el medio (ppm)
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~. FIGURA 8 .-

Contenido en calcio

©-
L\
r'S
-3
o
s

A: RAIZ
y. 0,337 + 0,2826 x - 0,0288 x*
r’= 0,559

C: HOJAS INFERIORES
y= 0,6717 + 0,1271 x -0,0193 x*
r’= 0,516

Ordenadas: Contenido en calcio (%)

i

.63

8.55

|

: TALLO

y= 0,4412 + 0,06113 x - 0,01018 x°’
r’= 0,820

2.25

D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA
y= 0,353 + 0,1444 x =~ 0,0437 x*
r’= 0,661

Abscisas: Concentracién de cromo en el medio (ppm)
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-. FIGURA 9 .-

Contenido en magnesio
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r= -0,706
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e.3s |
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C: HOJAS INFERIORES
y= 0,2846 o~010747 ¥
r= -0,867

Ordenadas: Contenido en magnesio (%)
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r= -0,926

T T T T T
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D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA
y= 0,2118 e
r= -0,749

-0,0698 x

Abscisas: Concentracidén de cromo en el medio (ppm)



26°ST

S6‘T 160 60‘0 9G‘T. w1 Gg'C TL'T cp's
———— OH[‘8T I/%¥‘%Z 4qSS°‘S e61‘6 qQZ0‘E ®6Z°‘8 4€6°‘CT ®©GL'6 BOL'S X
1L°GE L1'Y %G‘g 80‘t  61°‘L 16°T 80°‘S gv'eg
-——=  %1‘Q1 0Z°‘¢l €69 €86 S6‘C 6£‘6 v6'C  I%‘IT 8C‘Ol
0l S ST 1 0 o1 S [ 1 0
VAVIT04ATdL VOO VYIWINd SAIOTYTINT SVILOH
| ) )
o 1€°S €' €90 8G‘'vw %G‘G 1€°S €€‘C €Ev‘0 8S‘'Yy ———= *p°S
]
BE6TIT  49E€l‘S  qI8‘w ®gL‘Ol  ®Ig‘ol QE6‘ 1T 2€1°S O2I8°‘% 48E°‘01 d4egg‘L X
89°'GT LL'9 0s‘y wi‘L 6£°9 89°'GT LL‘Q 0s‘y %1‘L -
L1°8 8v'e 11's  29°¢I rAAR A1 L1'8 8%‘E 11°G Z9°¢1 €EL
o1 S 'z I 0 01 S [ I 0
0TIVl VAL

(wdd) otpsw T® U9 OWOID IP UQTIBIJUIIUOY

sojuatwel
~¥13 SOJUTISIp SO © Sepiiomocs sojueld Sl op sai1ed S9]UaI9JTIP Sef u9 /) uoIdersy :0[ elqel



15

8
»
e -
6
»*
-
»
3 T T T T !
e 2 4 6 8 18
‘ -
11
be
-
8
*
7 b4
-
S
-
3 T T T T *
2 2 4 & 8 ie

C HOJAS INFERIORES

Ordenadas: Relacién K/P
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-. FIGURA 10 .-

Relacién K/P
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D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

Abscisas: Concentracién de cromo en el medio (ppm)
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~-. FIGURA 11 .-

Relacién Na/P
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Ordenadas: Relacidén Na/P

Abscisas: Concentracidn de

o

D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA -

cromo en el medio (ppm)
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-. FIGURA 12 .-

Relacién Ca/P
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-. FIGURA 13 .-

Relacién Mg/P
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~. FIGURA 14 .-

Contenido en hierro
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-. FIGURA 15 .-

Relacién Fe/P
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-. FIGURA 16 .-

Contenido en manganeso
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-. FIGURA 17 .-

Relacién Fe/Mn

C: HOJAS INFERIORES

Ordenadas: Relacién Fe/Mn

D: PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

Abscisas: Concentracién de cromo en el medio (ppm)
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-. FIGURA 18 .
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~-. FIGURA 19 .-

Contenido en cobre
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-. FIGURA 20 .-

Contenido en molibdenoA
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Abscisas: Concentracién de cromo en el medio (ppm)
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4.2 Experiencia I1

4.2.1 Curso del crecimiento y desarrollo

‘E1l curso de la germinacién acontecid igual que en la experien

cia anterior (apartado 4.1.1).

Las primeras diferencias entre las plantas control, sin cromo
y las tratadas con cromo aparecieron a los 8 dias a partir de la siem-
bra, momento en que las plantas no tratadas con cromo empezaron a des-
plegar los cotiledones. Las hojas trifoliadas en los controles comenza
ron a aparecer a los 13 dias desde la siembra, llegando a su completo
desarrollo a los 21 dias. los sintomas visuales de la fitotoxicidad por
cromo aparecieron igualmente que en la experiencia anterior y se carac
terizaron por las mismas manifestaciones externas: falta de crecimien-
to, clorosis ecentuada en las hojas trifoliadas y color verde mis inten
so en las hojas inferiores, hecho éste que parece indicar que el cromo
acta de la misma forma independientemente del tipo de sal empleado pa

ra realizar el tratamiento, siempre que se halle en forma de Cr VI.

Las plantas, cesadas en su suministro hidrico a los 23 dias
contados a partir de la siembra, siguieron su curso de diferente forma
en los distintos tratamientos, incrementindose el tiempo necesario para
alcanzar la marchitez a medida que se incrementaba la concentracién de
cromo en el medio (tabla 21). La secuencia de acontecimientos que tuvo

lugar durante el periodo de déficit hidrico fué la siguiente:

- Caida de las hojas inferiores en los controles entre los
7 y 9 dias después de comenzar el déficit hidrico, mientras

que las hojas trifoliadas se mantuvieron hasta el dia 16.

~ Caida de las hojas inferiores del tratamiento con 1 ppm Cr
VI entre los dias 16 y 18 ( el dia 16 presentaban una seve
ra marchitez que permitié establecer la zona lineal del dia

grama de Richter). Las hojas trifoliadas no cayeron hasta
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el dia 18.

Caida de las hojas inferiores del tratamiento con 2,5 ppm

Cr VI entre los dias 18 y 20. El dia 16 ya presentaban po-
tenciales hidricos y CHR dentro de la zona lineal. Las ho-
jas trifoliadas se mantuvieron hasta el dia 21 sin alcanzar

dicha zona.

Las plantas tratadas con 5 y 10 ppm Cr VI se mantuvieron mu
cho mis tiempo que las tratadas con menor concentracién de
Cr VI. Las plantas tratadas con 5 ppm se agotaron el dia 21
y no nos fué posible conocer cudl hubiera sido su resiten-
cia, sin embargo, las hojas trifoliadas ya presentaban una
clara zona lineal en el diagrama de Richter que no se tra-
ducia en sintomas externos de marchitez. Las plantas trata
das con 10 ppm Cr VI resistieron sin marchitarse hasta el

dia 36, momento en que empezaron a entrar en la zona lineal

del citado diagrama.

Hay que resaltar un hecho observado en esta experiencia y que

hasta este momento no habiamos observado: las plantas tratadas con 10

ppm Cr VI, una vez retirado el cromo de la solucién nutritiva, fueron

capaces de crecer, florecer y fructificar con un més de retraso res-

pecto a las plantas no tratadas con cromo (controles).
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Tabla 21: Dias sin suministro hidrico necesarios para alcanzar una completa

marchitez en las hojas inferiores y las primeras hojas trifolia-

das

Control 1,0 ppm 2,5 ppm 5 ppm 10 ppm

Hojas inferiores 7-9 16-18 18-20 21 21

12 Hoja trifoliada 16 18 21 21 >36
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4.2.2 Efectos sobre el crecimiento

Como en la experiencia anterior y el trabajo previo realiza-
do (7, 39), existe una clara tendencia a la disminucibn del crecimien
to a medida que se incrmenta la concentracién de cromo en el medio, si
guiendo pautas parecidas, alcanzando valores minimos a 10 ppm Cr en el
medio (tablas 22, 23 y 24 y figuras 21, 22 y 23).

No se observa un claro estimulo del crecimiento en ninguno de -
los parémetros estudiados para ninguna de las concentraciones de cromo
empleadas aunque las concentraciones de hasta 2,5 ppm Cr VI presentan
una disminucién en peso menor que el resto de tratamientos (5 y 10 ppm

Cr), llegando incluso en el caso de 2,5 ppm Cr a ser superior que el de
1 ppm.

El 4rea foliar presenta el mismo comportamiento que el cre-
cimiento en peso, pero se manifiesta una diferencia de comportamiento
entre las hojas inferiores y la primera hoja trifoliada, presentando u
mayor disminucién porcentual en el 4rea foliar las hojas trifoliadas
que las hojas inferiores para una misma concentracién de cromo, ello

en todos los tratamientos.

Si comparamos el crecimiento en peso y el crecimiento longitu
dinal de las raices tratadas con cromo observamos que se produce la mi-
xima reduccién del crecimiento hasta concentraciones de 2,5 ppm Cr VI
en el medio, mientras que en el caso de 5 y 10 ppm esta disminucién pa
rece detenerse y apenas se produce efecto al pasar de la concentracién
de 5 ppm Cr VI a 10 ppm. La presencia de un estimulo observado en el cre
cimiento longitudinal de las raices a la coentracién de 10 ppm Cr VI
puede ser debido al hecho de que el cromo presente su maximo efecto so
bre el desarrollo a concentraciones inferiores y a partir de ellas las
fluctuaciones observadas sean debidas al azar. Puesto que el cromo pre
senta, al igual que la mayoria de los otros metales pesados, una barre

ra de translocacidén, este efecto no se traduce en la misma forma en la
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parte aérea,puesto que su concentracién en ella es mucho menor. este he
cho podria explicar muy bien que mientras que las raices no son apenas
afectadas en su crecimiento por concentraciones elevadas de cromo, las
partes aéreas todavia lo son, puesto que, una vez realizado el efecto
méximo sobre el metabolismo y el crecimientp de las raices, el cromo se
acumularia de forma pasiva en ellas, siendo su translocacién hacia la
parte aérea directamente proporcional a su concentracién en el medio
(excluyendo una posible saturacién), ejerciendo su mayor influjo en e-
1la a medida que su concentracidn interna se incrementara. a este res-—
pecto cabe sefialar que Shewry y Peterson (105) observaron que 2/3 del
cromo interno en raices se presenta en vacuolas en forma soluble, mien
tras que la mayor parte del resto se halla asociado a lasparedes celu-
lares. Si tenemos en cuenta que a las mayores concentraciones empleadas
las células de la raiz deben encontrarse saturadas de cromo, como ya dis
cutimos en el apartado 4.1.3, el transporte de cromo a la parte aérea

no se incrementaria de forma lineal y por lo tanto tampoco lo harian sus
efectos, de forma que nos encontrariamos con efectos menores sobre el
crecimiento a mayores concentraciones de cromo que se traducirian en fun
ciones de tipo exponencial como las obtenidas por nosotros en este tra

bajo y en el que le precedié (7,39).

Existe ademds un hecho que podria hacer parecer el razonamien
to anterior si no como carente de valor, cuando menos como de poco peso,
y es el que las hojas trifoliadas se vean mds afectadas en su reduccién
en el crecimiento que las hojas inferiores, efecto que también se hace
patente al observar otros parémetros como la reduccién en la fotosinte
sis ya observada por Austenfeld (3) y que se manifiesta en grado mis ele
vado en las hojas superiores que en las inferiores a pesar que éstas pre
sentan un contenido en cromo mayor que las primeras; sin embargo, ello
se debe a las diferentes condiciones de exposicién al cromo a lo largo

de su desarrollo.
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—~. FIGURA 21 .-

Peso fresco en la experiencia II
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-. FIGURA 22 .-

Peso seco en la experiencia II
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-. FIGURA 23 .-

Area foliar en la experiencia III
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4,2.3 Efectos del cromo sobre el contenido hidrico relativo, poten-

cial hidrico, potencial osmbético y potencial de presibn bajo

suministro hidrico adecuado

Las plantas tratadas y las plantas control mostraron un compor
tamiento distinto en sus relaciones hidricas,presentando ademds un com
portamiento distinto las hojas inferiores y la primera hoja trifoliada

dentro de cada tipo de tratamiento (tablas 25,31 y 37 y figura 24).

En las hojas inferiores todas las concetraciones de cromo em
pleadas provocaron una reduccién en el potencial osmbtico y a la vez un
incremento en el potencial de presidén. También disminuyd el potencial
hidrico en las hoja% inferiores a la vez que se incrementaba el conte-
nido en Cr en el medio, salvo para la concentracién de 1 ppm Cr VI, que
presentaba el potencial hidrico superior al del resto de tratamientos,
e incluso al del control. Por lo que respecta al CHR también disminuyb
al incrementarse la concentracién de cromo en el medio, presentando tam
bién una anomalia en el caso de 1 ppm Cr VI, cuyo CHR es mis bajo que

en el tratamiento con 2,5 ppm Cr VI,

En las hojas trifoliadas también disminuyd el potencial osmd
tico, aunque las diferencias no fueron significativas entre el control
y 2,5 ppm Cr VI o mis. También se presentd un comportamiento anémalb en
el caso del tratamiento con 1 ppm Cr VI, en el que sepuede observar un
incremento en el potencial osmético tanto respecto al control como res
pecto al resto de tratamientos. Lo mismo, pero de forma inversa, ocurre
para el potencial de presién. En el caso del potencial hidrico es posi
ble observar que, si bien presenta una tendencia a disminuir a medida
que aumenta la concentracién de cromo en el medio; esta disminucién es
muy acusada para el caso de 1 y 2,5 ppm y vuelve a disminuir, aunque con
un valor no significativamente menor que el control, a 5 ppm, disminuyen

do finalmente a un valor significativamente menor que el del control a
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10 ppm Cr VI. E1 CHR disminuye a medida que se incrementa la concentra

cién de cromo en elmedio,

Los efectos contrapuestos observados en el comportamiento de
las relaciones hidricas entre las hojas inferiores yla primera hoja tri
foliada no se detienen aqui, y se manifiestan mucho mis claramente en
el comportamiento de ambos tipos de hojas frente al stress hidrico, de
forma que el comentario al comportamiento de las relaciones hidricas de
las plantas sometidas a diferentes tratamientos con cromo en el medio
se realizard en el apartado siguiente, conjuntamente con el comentario

al comportamiento frente a las condiciones de déficit hidrico.

4,2.4 Efecto del déficit hidrico sobre las plantas sometidas a los

diferentes tratamientos con cromo en el medio

A medida que se incrementaba la concentracidén de cromo en el
medio las plantas requirieron mayor tiempo de déficit hidrico para entrar
en marchitez permenente. Dentro del comportamiento diferencial entre las
hojas inferiores y las primeras hojas trifoliadas cabe destacar que es-
tas Gltimas fueron las que mis tiempo necesitaron para marchitarse com-

pletamente (tabla 21).

Los diagramas de Richter realizados para las hojas inferiores
y primera hoja trifoliada de cada tratamiento (salvo para las hojas infe
riores de las plantas tratadas con 5 ppm Cr VI debido al nimero insufi-
ciente de datos) nos permiten observar el comportamiento diferencial de
ambos tipos de hojas frente al déficit hidrico: mientras que en las ho-
jas inferiores de todos los tratamientos es posible calcular el punto de
pérdida de turgencia (figura 25) o punto que determina el CHR al que el
p se hace nulo y a partir del cual el w dependerd unicamente del % ,
no ocurre asi en la primera hoja trifoliada (figura 26), en las que uni
camente es posible calcular este punto para las concentraciones de O y

1 ppm Cr VI (tabla 42) debido a que no se presenta interseccién entre la
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zona lineal y la zona exponencial del diagrama de Richter calculado segin
el método propuesto por Stadelmann (107). Incluso para 5 ppm de cromo o
mayores el.coeficiente de regresidn @ se hace positivo. Teniendo en cuen
ta que £ v se define como £v = dV/dP, éste nunca puede ser negativo. Tam
bién parece falso el ¥ p miximo negativo obtenido para las héjas trifolia
das de las plantas tratadas con 10 ppm Cr VI (tabla 42), tal y como indi
ca Tyree (113).

Otro dato a observar es que el punto de pérdida de turgancia,
tanto para las hojas inferiores como para la primera hoja trifoliada es
menor a medida que se incrementa la concentracién de cromo en el medio
(tabla 42), lo cual es indicativo de una mayor tolerancia al déficit hi
drico de las plantas tratadas con cromo. El potencial de presidn mixima
para las hojas inferiores se incrmenta a medida que se incrementa la con
centracidn de cromo en el medio, indicando una mayor turgencia de las
plantas tratadas. Relacionado con ello es posible observar que el coefi
ciente de elasticidad de las hojas inferiores de las plantas tratadas con
1 ppm Cr VI es mucho mds bajo que en los controles, indicando una mayor
elasticidad de la pared celular de lasplantas tratadas con esta concen-
tracién de cromo en el medio, lo cual también es cierto para el resto de

tratamientos e incluso para las hojas trifoliadas.

Tal y como hemos visto anteriormente, todas las concentraéiones
de cromo suministradas afectaron las relaciones hidricas de las plantas
tratadas, presentando claras diferencias enlo que respecta al comporta-
miento de las hojas inferiores respecto de las primeras hojas trifolia-
das. Bajo condiciones de suministro hidrico normal,la concentracidén de
1 ppm Cr VI provocd un mayor potencial de presién e hidrico enlas hojas
inferiores, mientras que en las hojas trifoliadas fue al contrario. Kir
kham (59) encontrd que concentraciones de Cd que no provocaban reduccién
del crecimiento incrementaban el Wp en hojas de crisantemo y sugiere que

el estimulo del crecimiento en estas hojas provocada por elementos tales
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como el Cd pueden ser debidos a este fendmeno. A este respecto cabe men
cionar que aunque en esta experiencia no hemos observado un estimulo sig
nificativo del crecimiento, si que se manifestd en una experiencia poste

rior (experiencia III) y sera discutido en el apartado correspondiente.

El incremento observado en elqsp podria ser debido a un incre
mento en los solutos presentes en los tejidos de plantas tratadas con Cr
y, aunque existe poca informacién al respecto, Lahouti y Peterson (67)
ponen de manifiesto que mis dela mitad del cromo suministrado como Cr VI
encontrado en coliflor, trigo y rébano se presenta en forma soluble.. Se
gun Shewry y Peterson (105), en estudios con raices de trigo,mis de las
dos terceras partes del Cr interno se presentaba en vacuolas, mientras
que la mayor parte del resto lo hacia en las paredes celulares. Esta acu
mulacién de cromo en las vacuolas podria ser la responsable de la dismi
nucién del¥ w observada en las hojas inferiores en esta experiencia, mien
tras que el incremento del @n -en las hojas trifoliadas de las plantas
tratadas con 1 ppm Cr VI podria ser debido a una interferencia del cromo
en el transporte de substancias osméticamente activas como 4cidos orgi-
nicos o iones inorgédnicos como xt y Na+ (7), mientras que el mantenimien
to de la turgencia a elevadas concentraciones de Cr podria ser debida a
una disminucién del 9%. El efecto del Cr sobre las relaciones hidricas '

es altamente dependiente de la concentracién.

De los resultados obtenidos en esta experiencia se deduce una
menor resistencia al déficit hidrico por parte de las hojas inferiores,
al igual que en el trabajo efectuado por Lee-Stadelmann (58), siendo las
diferencias observadas probablemente debidas a la diferencia en la varie

dad empleada y las diferentes condiciones de cultivo.

La reducciém en el mbdulo de elasticidad de las plantas trata
das con 1 ppm Cr VI no se debe seguramente a una reduccién en el tama-
fo celular, puesto que apenas existen diferencias de crecimiento entre

estas plantas y las control (tablas 22 y 24 y figuras 21 y 23), pero al
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gunos autores han observado la presencia de pequefios grénulos electroden
sos depositados en la pared celular de raices de coliflor tratadas con
Cr VI que podrian tener relacién con una capacidad de reforzamiento de
las uniones entre los componentes de la pared celular que dieran lugar

a una mayor elasticidad. Klimashevskii y Delov encontraron que el Al pro
ducia una disminucién de laplasticidad en segmentos de melocotén en elon
gacién e incluso inhibia completamente el crecimiento celular en la raiz.
Matsumoto et al. (74) especulan que las diferencias estructurales en la
pared celular, perticularmente enla extensién de la metilacién del &cido
galacturdénico podrian explicar la diferencia en la tolerancia de los‘qg
getales al Al; sin embargo, no se ha encontrado interaccién significati
va positiva entre el Al y &cidos urbnicos en raices de melocotén trata
das con Al. E1 Al se acumul$ preferentemente en el nicleo y la pared ce
lular (74). Klimashevskii et al. (61,62) concluyeron que el Al dafa la
pared celular por activacién de la poligalacturonasa, que hidroliza pec

tinas y,por lo tanto, provoca una mas rapida penetracién del Al.

Finalmente, la diferencia de comportamiento entre las hojas
inferiores y las trifoliadas pueden ser debidas a las diferencias en las
condiciones en que se vieron afectadas por el cromo. Las hojas inferio
res recibieron el cromo cuando los cotiledones se desplegaron, momento
en que la divisibén celular estd casi completamente completada y el cre-
cimiento producido posteriormente es por extensidén principalmente, mien
tras que en las hojas trifoliadas, por el contrario, la exposicién sl
cromo, al menos a bajas concentraciones, se produjo desde el inicio de
su desarrollo, por lo que su maquinaria metabdlica y replicativa y, por

lo tanto, su crecimiento, pudieron ser afectados grandemente.

Por 1o que respecta al déficit hidrico, pueden jugar dos facto
res: por un lado esti el hecho de que estas hojas son tejidos mds jéve-
nes que las hojas inferiores y, por lo tanto, presentan unas paredes celu
lares mds eldsticas que aquéllas, lo que les permite adaptarse mejor a

condiciones que exijan cambios en el volumen celular, como un déficit hi
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drico ( suf v es menor para cualquier CHR que en las hojas inferiores
en todos los tratamientos). Por otro lado estid la posible relacién,men-
cionada anteriormente, del cromo con las paredes celulares, puesto que
cuando las hojas trifoliadas realizan su crecimiento ya se hallan expues
tas almetal, que puede asia pasar a dormar parte del material dela pared
celular, no ocurriendo asi en las hojas inferiores que cuando son expues

tas al cromo ya tienen practicamente formada su pared celular.
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Tabla 25: Potencial hidrico, expresado en MPa, en las plantas sometidas

a los distintos tratamientos. T=0 dias

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 1 25 5 10
-0,06 -0,02 -0,18 -0,10 -0,12
-0,14 -0,04 -~ -0,18 -0,18 -0,16
-0,16 -0,06 -0,18 -0,20 ~0,24
-0,18 -0,10 -0,20 -0,20 -0,32
X -0,14a -0,061b -0,19¢ -0,17 -0,21
s.d. 0,053 0,034 0,010 0,050 0,089

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

o 1 2,5 5 10
-0,04 ~0,06 0,02 -0,02 ~0,04
~0,06 -0,12 0,04 0,04 -0,10
0,06 0,14 -0,18 -0,04 -0,20
-0,10 -0,16 -0,20 -0,16 0,30
x -0,07  -0,12 -0,11 ~0,065 -0,16

s.d. 0,025 0,043 0,093 0,064 - 0,110
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Tabla 26: Potencial hidrico, expresado en MPa, en las plantas sometidas

a los distintos tratamientos. T=7 dias

Concentracidn de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 1 2,5 5 10

-0,10 -0,10 -0,08 -0,16 -0,20

-0,16 -0,10 -0,14 -0,30 ~0,20

~0,26 -0,18 -0,18 -0,32 0,32

-0,36 -0,22 -0,26 -0,40 -0,40

x 0,22 -0,15 0,17 -0,30 -0,40
s.d. 0,11 0,06 0,08 0,10 0,10

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

0 1 2,5 5 10
-0,20 -0,08 -0,04 -0,10 -0,06
-0,20 -0,12 -0,04 -0,16 -0,12
-0,24 -0,12 -0,06 -0,18 -0,18
-0,24 -0,22 -0,10 -0,24 -0,34
X -0,22 ~0,14 -0,06 -0,17 -0,18

s.d. 0,23 0,60 0,03 0,06 0,12
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Tabla 27: Potencial hidrico, expresado en MPa, en las plantas sometidas

a los distintos tratamientos. T=16 dias

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 A1 2,5 2 _10_
----- -0,74 -0,70 -0,30 -0,38
— -0,80 -0,80 -0,40 -0,46
----- -0,90 -0,97 -0,54 ——
m—— -1,20 -1,10 -0,60 ——
U — -0,91 -0,93 -0,46 -0,42
P P— 0,20 0,17 0,140 0,057

PRIMERA HOJA TRIFOLTADA

0 1 2,5 5 10
~0,40 =1,00 ——mem e — —
-0,50 -1,02 —mmmm —_— — —
~0,80 -1,04 ——mmm — e
-0,88 -1,20 —=—m — —mm
-0,92 =1,26 === m—— eme—— e
-1,00 — U —
x -0,92 S

s.d. 0,253 —_— ——— ——— m———e
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Tabla 28: Potencial hidrico, expresado en MPa, en las plantas sometidas

a los distintos tratamientos. T=18 dias

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 1 2,5 5 1o

——— ——— -0,40 -0,40 -0,46

----- ———— -0,70 -0,60 -0,74
X ———— ee—— -0,55a -0,50a -0,60a
s.d. ——— e 2,12 0,14 0,20

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

0 1 2.5 - [
_____ -0,40 -0,40 -0,52 -0,16
_____ 0,60 -0,50 -0,60 -0,17
—— -0,60 -0,70 ———- ——
----- -1,02 -0,86 — —
X —— -0,66 -0,62 -0,56 -0,17

s.d.  ~—— 0,26 0,21 0,06 0,01
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Tabla 29: Potencial hidrico, expresado en MPa, en las plantas sometidas
a los diferentes tratamientos. T=21 dias
Concentracién de cromo en el medio (ppm)
HOJAS INFERIORES
0 1 2,5 5 1o
----- —— —— - -0,40 -0,14
——————————————— -0,50 -0,40
B —. —— ——— - -0,42
X e——— —— e -0,45 -0,32
s.d. - ———— e 0,07 0,16
PRIMERA HOJA TRIFOLIADA
0 1 2,5 5 10
————— — -0,72 -0,40 -0,52
————— —— -0,74 ~-0,40 -0,52
—————————— -0,74 -0,56 -0,74
X ———— — -0,73 -0,45 -0,59
s.d.  ———— —_—— 0,01 0,09 0,21
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Tabla 30: Potencial hidrico, expresado en MPa, en las plantas tratadas

con 10 ppm Cr VI en el medio a tiempos superiores a 21 dias

HOJAS INFERIORES

T=22 T=30 T=36

-0,40 -0,50 -0,50 -1,18

-0,42 -0,60 -0,98 - -1,20

-0,44 -0,70 -1,00 -1,32

_____ -0,70 -1,00 -1,40
X -0,42 -0,63 -1,07

s.d. 0,03 0,096 0,28
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Tabla 31: Contenido hidrico relativo, expresado en %, en las plantas so—

metidas a los diferentes tratamientos. T=0 dias

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 1 2,5 5 10

100,00 97,35 100,00 96,57 96,63

99,41 97,04 97,64 95,40 95,54

98,32 96,29 97,42 94,79 93,18

93,82 94,95 95,04 94,46 76,68

b 97,89 96,41 97,53 - 95,36 90,51
s.d. 2,80 1,07 2,03 0,93 9,33

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

0 1 2,5 5 10
98,73 97,64 92,05 96,21 86,99
96,69 94,89 93,88 91,46 86,11
94,26 94,72 93,44 89,74 85,23
90,08 90,81 88,76 88,02 88,00
X 94,74 94,54 92,53 * 91,36 84,58

s.d. 3,72 2,77 2,53 3,53 3,14
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Tabla 32: Contenido hidrico relativo, expresado en %, en las plantas so-

metidas a los distintos tratamientos. T=7 dias

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 1 2,5 5 10
97,14 100,00 99,16 99,57 95,64
96,75 99,60 98,17 98,61 95,06
96,46 98,82 97,00 97,79 95,73
94,05 97,46 96,02 96,60 93,25
X 96,10 98,97 97,81 98,14 94,42
s.d. 1,39 1,12 1,31 1,26 1,11

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

0 1 2,5 s 10
96,24 98,47 95,39 94,23 89,51
94,44 96,89 93,69 93,58 84,15
92,71 96,74 91,47 91,98 84,05
90,74 89,46 88,49 88,03 80,28
X 93,53 95,39 92,26 91,96 84,50

s.d. 2,36 4,03 2,98 2,78 3,80
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Tabla 33: Contenido hidrico relativo, expresado en %, en las plantas so-

metidas a los distintos tratamientos. T=16 dias

Concentracibén de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 A 2,5 S5 10
_____ 83,74 94,04 97,19 93,74’
R — 71,75 92,54 96,03 93,32
----- 64,79 90,33 95,55 ———
—— 56,91 81,82 93,75 = ——em-
S 67,63 —— ————
x ——— 69,30 85,27 95,62 93,53
O P— 11,38 10,94 1,44 0,30

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

100,00 83,26  ~mm—=  mmmem emmee e
88,18 82,55  ———mv S N
84,82 76,72  ——— — — e
83,83 70,84  —momm e e e
83,20 65,55  -——-o —— e —

X 80,40 ——— et e
s.d. 10,22 —_—— — e e



Tabla 34: Contenido hidrico relativo, expresado en %, en las plantas so-

metidas a los distintos tratamientos. T=18 dias

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 1 2,5 5 10
__________ 88,25 93,64 90,97
———— ——— 87,25 89,00 90,08
b e 87,75 91,32 90,52
s.d. _— ———— .0,70 3,28 0,63

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

0 1 2,5 5 1o
_____ 87,44 95,68 97,57 97,57
— 86,02 93,43 92,16 92,16
----- 85,80 92,23 — —
----- 67,30 84,74 — —
X —— 81,64 91,52 91,52 84,86

s.d. 9,59 4,74 4,74 3,83
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Tabla 35: Contenido hidrico relativo, expresado en 7, en las plantas so-

metidas a los distintos tratamientos. T=21 dias

Concentracidén de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 1 2,5 S _10_
_______________ 95,10 93,60
_______________ 92,49 93,28
_____ S ———— — 86,12
X —mee SR 93,79 91,00
U DA — 1,85 4,23

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

0 1 2,5 5 10
——e —— 95,59 97,95 88,63
e e 89,84 97,48 87,86
_____ | —— 87,32 92,46 83,16
X mmemm e 90,92 95,96 86,55

SN P— S 4,24 3,04 2,96
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Tabla 36: Contenido hidrico relativo, expresado en 7, en las plantas tra-

tadas con 10 ppm Cr VI en el medio a tiempos superiores a 21

dias
HOJAS INFERIORES
T=22 T=30 T=36
100,00 100,00 85,40 78,51
93,12 93,28 83,03 72,76
88,138 92,62 82,73 68,45
_____ 92,38 81,84 60,87
X 93,75 94,57 70,15

s.d. 5,96 3,64 7,43
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Tabla 37: Potencial osmdético, expresado en MPa, en las plantas sometidas

/

a los distintos tratamientos. T=0

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 1 2,5 5 10
-0,195 -0,47 -0,24 -0,213 -0,515
-0,149 -0,545 -0,370 -0,240 -0,545
-0,179 -0,514 -0,454 -0,574 -0,551
-0,386 -0,507 -1,096 -0,900 -0,600
X -0,227 -0,509 -0,540 -0,482 -0,553
s.d. 0,108 0,031 0,381 0,324 0,035

~

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

. 0_ 1 2,5 5 10
0,653 0,026 -0,340 0,449 -0,530
-1,083 -0,351 0,546 0,694 -0,693
-0,495 -0,452 -0,649 -0,818 -0,794
-0,575 -0,530 ~1,172 0,936 -1,172
X -0,702  -0,34 -0,68 0,724 0,797

s.d. 0,262 0,226 0,335 0,208 0,272
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Tabla 38: Potencial osmético, expresado en MPa, en las plantas sometidas

a los distintos tratamientos. T=7 dias

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

0 1 2,5 S 10
-0,411 -0,50 -0,344 ~0,47 -0,747
~0,575 -0,531 0,401 -0,550 -0,778
0,490 0,590 -0,530 -0,59 -0, 844
-0,256 -0,806 -0,560 -0,635 -0,904
X -0,433 -0,607 -0,459 -0,562 -0,818
s.d. 0,136 0,138 0,103 0,070 0,070

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

o 1 2,5 T [
-0,653 -0,260 -0,260 -0,411 -1,527
-1,083 -0,350 -0,323 -0,575 = e
-0,495 -0,450 -0,653 -1,126 e
-0,575 -0,530 -1,555 -1,173 = e

X -0,702 -,340 -0,698 -0,821 -1,517

s.d. 0,262 0,261 0,597 0,385 —



Tabla 39: Potencial osmético, expresado en MPa, en las plantas sometidas

a los diferentes tratamientos. T=16 dias

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

HOJAS INFERIORES

O L 2,5 = 10

—— —— - -0,539

—_— — —— 0,653 ~1,402

_______________ -0,694 1,123
X cmeem mmmem e ~0,635 ~1,120
O 0,069 0,248

0 1 2,5 S 10

-0,102 -0,637 ~0,500 -0,590 ~0,103

-0,545 -0,721 -0,612 -0,485

-0,721 -0,947 -1,154 -0,857 ~0,694

----------------- -1,083 ~0,745
x 0,762 -0,768  -0,792 -0,786 -0,507

s.d. 0,240 0,160 0,333 0,232 0,292
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Tabla 42:Pardmetros hidricos calculados segiin el método propuesto por

Stadelmann
HOJAS INFERIORES

¥o(max) (MPa) @ € v(CHR.1002) PPT (7 CHR)
CONTROL 0,864 -10,39 8,978 76,90
1 ppm Cr 0,420 -3,81 1,601 63,30
2,5 ppm Cr 0,839 -6,910 5,795 63,90
S5ppm Cr  ——=—— e D m——— = —————
10 ppm Cr 0,995 -5,520 5,495 66,00

PRIMERA HOJA TRIFOLIADA

CONTROL 0,743 -10,08 7,492 73,70
1 ppm Cr 0,386 -3,41 1,315 63,10
2,5 ppm Cr 0,522 -0,652 0,3401 = -
5 ppm Cr 0,3411 7,174 -2,4471 C—

10 ppm Cr -0,090 e ——— e
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~+ FIGURA 24 .-

 Pardmetros hidricos en las plantas sometidas a los distintos tratamientos

en el dia O del periodo de déficit hidrico.
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-. FIGURA 25 .-

Diagramas de Richter correspondientes a las hojas inferiores de las plan-

tas sometidas a los diferentes tratamientos con cpomo.
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~-. FIGURA 26 .-

o]

Diagramas de Richter correspondientes a la primera hoja trifoliada de la

plantas sometidas a los diferentes tratamientos con cromo.
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4.3 Experiencia III

4.3.1 Curso del crecimiento y desarrollo

El curso y porcentaje de la germinacidén resultd igual que en
las dos experiencias anteriores, dado que las condiciones de germinacién

fueron las mismas que en ellas.

Al cabo de 3-4 dias de haber germiando las semillas (7 dias des
pués de la siembra) las plantas fueron transplantadas a las soluciones
conteniendo las diferentes concentraciones de cromo, puesto que hasta en
tonces las plantas unicamente habian estado en contacto con el sustra-

to de germinacién (perlita) y agua destilada.

El primer efecto manifestado por las plantas tratadas con cro
mo fue el delretraso en el crecimiento de las plantas tratadas con las
maximas concentraciones del metal (1 y 1,5 ppm Cr VI en el medio), mien
tras que las plantas tratadas con 0,2 ppm Cr VI no manifestaron sinto-

ma alguno de toxicidad en la parte aérea.

A pesar de que las plantas tratadas con 0,2 ppm Cr VI no mani
festaron ningln sintoma externo en la parte aérea,no fué asi en sus rai
ces, en las que a pesar de no ser detenido de forma visible el crecimien
to, si que manifestaban una coloracién mis oscura...: Las raices de las
plantas tratadas con concentraciones mis elevadas de romo también presen
taron esta coloracidn mls oscura, a la vez que una formacién de raices
laterales mucho mayor que las plantas control o en las tratadas con 0,2
ppm Cr VI en el medio. Estas raices laterales eran dé un color mis claro
que en el resto de la raiz y se hallaban presentes en todas las raices
de la planta, creciendo perpendicularmente a la raiz madre y no alcanzan
do en ningln caso una longitud mayor a O, 5 cm, no dando a su vez lu-
gaf a la formacién de ninguna raicilla lateral. Este efecto empezado a

manifestar a partir de los 7 dias de estar las plantas en la solucién nu
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tritiva conteniendo el cromo, se mantuvo e incrementd a lo largo del

tratamiento.

En la parte aérea los sintomas de fitotoxicidad fueron los mis
mos que en las anteriores experiencias, aunque se manifestaban a con-
centraciones de cromo en el medio aproximadamente 10 veces menores que
en ellos, prueba de que la disponibilidad del cromo en cultivo en perli
ta es mucho mds baja que en la solucién nutritiva, lo cual es indicati

vo de que la perlita no es un sustrato totalmente inerte.

La secuencia temporal de manifestacidén de sintomas en el creci

miento de la paerte aérea fué la misma que en las experiencias anteriores.

A los 23 dias desde la germinacién las plantas fueron sometidas
a un moderado déficit hidrico provocado por stress osmbético, durante tres
dias, lo cual provocd la aparicién de sintomas de stress en las palntas
que menos sintomas de toxicidad presentaban (control y O, 2 ppm Cr VI en
el medio), siendo menos apreciables en las plantas tratadas con las ma
yores concentraciones de cromo (1 y 1,5 ppm), lo cual estd de acuerdo
con los resultados de la experiencia anterior, en la que lasplantas tra
tadas con las mayores concentraciones de cromo resultaron ser las més

resistentes al déficit hidrico.

Los sintomas presentados por las plantas que los manifestaron
fueron una pérdida de turgencia que no llegé a la marchitez, tanto en las
hojaé inferiores como en la primera hoja trifoliada. Por lo que respecta
a las raices,no manifestaron sintoma alguno nuevo durante el periodo de

stress osmético.

4.3,2  Efecto sobre el crecimiento

Al igual que en todas las experiencias realizadas hasta ahora,
el Cr VI ha tenido efectos negativos sobre el crecimiento en todos los

érganos estudiados, observdndose una graduacién desde la raiz hasta las
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mis j6évenes hojas trifoliadas estudiadas. Mientras que en estas (ltimas
el efecto fué negativo y patente, sin observarse en ningln momento un in
cremento en el peso de ninguna de ellas, en el resto de'érganos el com-
portamiento es bien distinto (tablas 43,44 y 45 y figuras 27,28 y 29).
En la raiz, tallo y hojas inferiores es posible observar un incremento,
aunque no significativo, en el peso fresco de todos los 6rganos estu-
diados salvo la 32 y 42 hojas trifoliadas. Por otra parte, parece exis-
tir un incrmento en el peso fresco en todos los dOrganos estudiados sal-
vo a partir de la 22 hoja trifoliada inclusive, en lo que respecta a-la

mis elevada concentracién de cromo empleada (1,5 ppm Cr VI).

Por lo que respecta al &rea foliar, se obseerva un incremento
parecido en el crecimiento de las hojas inferiores para las concentra-
ciones mds bajas de Cr en el medio, mientras que en la priemera hoja tri
foliada no aparece dicho efecto ya (tabla 45 y figura 29). La reduccidn
porcentual es mayor en la primera hoja trifoliada, indicando claramente

un mayor efecto del cromo sobre el crecimiento de éstas (ltimas.

Tal y como hemos podido comprobar, los dos tipos de hojas di-
fieren en su comportamiento, tal y como ya habiamos visto en anteriores
experiencias. A lo largo de este trabajo es posible constatar una diferen
cia de comportamiento entre los distintos tipos de hojas, tanto si se
trata de crecimiento como el resto de los pardmetros estudiados, como nu
tricién mineral o relaciones hidricas. Estos no son los tlnicos casos que
es posible encontrar. Asi el incremento en el crecimiento a dosis bajas
de Cr ya fue descrito por Bertrand y Haas (11,40). En esta misma expe-
riencia volveremos a encontrar ejemplos de comportamiento diferencial

entre los distintos tipos de hojas presentes en la planta.

Otro de los efectos observados, el incremento en peso y Area
folialr para las bajas concentraciones de cromo en el medio parece estar
ligado con comportamientos anémalos de otros pardmetros debido a excesos

de Cr que pueden provocar desequilibrios en el estado nutritivo y funcio
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nal de la planta sin dafiar seriamente su funcionamiento. Incluso pudiera
ser que el nivel Optimo de cromo se halle en estos valores normales y
que en condiciones control las plantas se encuentre en un estado defici

tario de este metal.

4.3.3 Efectos sobre el contenido hidrico relativo, potencial hidri-

co , potencial osmdtico y potencial de presidn bajo condicio-

nes de suministro hidrico adecuado y moderado stress osmético

Al igual que en todos los apartados anteriores, las plantas
Eontrol y las plantas tratadas con las distintas concentraciones de Cr
V1 en el medio,mostraron un comportamiento distinto, presentando ade-
mas diferencias entre las hojas juveniles y la primera hoja trifoliada.
En esta experiencia fue posible observar un claro estimulo del crecimien
to a bajas concentraciones de cromo en el medio, las cuales no provocaron
sintomas visibles de toxicidad. Junto a esta observacién es posible com
probar que se produce una marcada disminucién en el potencial de presidn
a la vez que el potencial osmdtico se incrementa en la primera hoja tri
foliada. A pesar de ello el¥w y el CHR disminuyen con la concentracién
de cromo en el medio (tablas 46 a 49 y figuras 30 y 31), hecho indicati
vo de que aunque el potencial osmdético se incremente, la disminucidén del
Yp compensa con creces este incremento. Este hecho, junto con la observa
cién del incremento del crecimiento hace pensar que la planta ha segui-
do creciendo, pero al mantener una tasa de transpiracién elevada (tabla
54 y figura 34) ha disminuido el CHR a la vez que ha disminuido el¥p.
No se puede hablar en este caso de un ajuste osmético puesto que en él,
segin propone Wynn Jones (124), se produciria una disminucién del poten
cial osmético que permitiria mantener un potencial de presién suficien-
temente elevado como para mantener los estomas abiertos y asi continuar
con una elevada tasa de intercambio gaseoso que permitiria mantener una

elevada tasa fotosintética y productividad, a la vez que el crecimiento
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también se mantendria. En nuestre caso, hemos observado el mantenimien
to de una elevada traspiracién y un alto grado de apertura estomitica.
Esto, sumado a los efectos que sobre la elesticidad de la pared celu-
lar parece tener el cromo, incrementdndola a bajas concentraciones del
metal, podria haber dado lugar al incremento del crecimiento observado.
Cuando estas plantas fueron sometidas a un moderado stress osmdtico se
mantuvo el potencial de presidén mientras que disminuyeron el Yw y el f,
pudéndose hablar en este caso de un ajuste osmébtico, aunque no fuera
igual para los dos tipos de hojas estudiados puesto que mientras que
este comportamiento se produjo en las hojas inferiores, no fué a si.pg
ra la primera hoja trifoliada, la cual siempre ha demostrado ser més
afectada por el cromo al ser expuesta al metal ya desde los inicios

de su desarrollo, cosa que no ocurre en las hojas inferiores.

En el resto de tratamieqtos, el cromo provoca una disminu-
cién de Pn e incremnto de‘Pp entre los distintos tratamientos y las plan
tas control, en las hojas inferiores. Estas diferencias son significa
tivas entre el control y los distintos tratamientos, pero no en éstos
entre si. También es posible observar una disminucién en el Yv y del
CHR en la primera hoja trifoliada. Todos los trataﬁientos, excepto el
de mayor concentracién de Cr VI en el medio, tienen un valor de Pw su
perior al control en las hojas inferiores y el mismo comportamiento se
da en las hojas trifoliadas en las que, ademds, hay una reduccidén del
qb significativa y un incremento del?hrespecto del valor mostrado por
el control para la mds baja concentracién de cromo empleada. El alto
valor delq)p (mayor que el control en el tratamiento coﬁ mayor concen
tracién de cromo en el medio) parece indicar la presencia de una mayor
turgencia en las hojas de las plantas tratadas respecto a las no tra-
tadas. Sin embargo, al ser sometidas a un moderado stress osmdtico se
produjo una disminucién de la turgencia,hecho que parece relacionado
con el mayor grado de apertura estomdtica y transpiracidén mostrado por

estas plantas bajo condiciones hidricas adecuadas. En ambos tipos de
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de hojas el CHR disminuye a medida que se incrementa la concentracién

de cromo en el medio.

Cuando las plantas fueron sometidas a un moderado stress os
mético se produjeron cambios sustanciales en el comportamiento de las
relaciones hidricas. Es posible observar que se produce un comportamien
to parecido entre las hojas inferiores y la primera hoja trifoliada
(tablas 48 y 49 y figuras 30 y 31). En las hojas inferiores apenas hay
variacién del potencial osmético, mientras que en la primera hoja tri
foliada se produce una disminucién seguida de un incremento no signifi
cativo a medida que se incrementa la concentracién de cromo en el me-
dio. En condiciones de stress osmético se siguen produciendo anomalias

~de comportamiento para las menores concentraciones de cromo empleadas,
al'igual que ocurria en ausencia del mismo y en anteriores experiencias
(experiencia II). El CHR se comporta de distintamanera en las hojas in
feriores y la primera hoja trifoliada, aunque en este caso, las varia
ciones observadas no son significativas, de ahi que el tipo de evolu-
cién parezca un comportamiento al azar. Se ha producido un proceso de
estabilizacibén que también se produce en otros pardmetros estudiados
(tablas 50 a 54 y figuras 32 a 34).

De los datos obtenidos en esta experiencia y en experiencias
anteriores podemos considerar la hipbtesis de que el cromo actla de di-
ferente forma segiin la concentracién a que se halle en el medio. A bajas
concentraciones el Cr no provoca sintomas de toxicidad e incluso estimu
la el crecimiento y determinados procesos fisioldgicos. A altas concen-
traciones se producen efectos claramente fitotéxicos mds o menos caracte
risticos, todos ellos ya descritos anteriormente. Sin embargo, podria exis
tir una tercera zona de efectos, en los que, a pesar de que podriamos
hablar de fitotoxicidad, también se manifiesta una suspensién del desarro
1lo, recuperable, en 1la que no se desarrollan nuevos 46rganos pero se man
tienen los ya formados. Este es el caso de la experiencia anterior (expe-

riencia II)en la que las plantas tratadas con 10 ppm Cr VI al ser trans
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plantadas a una solucibén nutritiva control, sin cromo, reanudaron su de
sarrollo normal y completaron su ciclo vital con un retraso de un mes

respecto a las plantas no tratadas y sembradas a la vez.

4,3.4 Efectos sobre la densidad estomitica, grado de apertura esto—

2 . . 2
matica y transpiracion

Tanto en las hojas juveniles como enla primera hoja trifoliada
es posible observar un incremento en la densidad estomdtica, siendo ma-
yor el incremnto en la primera hoja trifoliada, hecho relacionado con el
mayor efecto sobre el crecimiento (tablas S0 a 53 y figuras 32 y 33). Co
mo era de esperar, los valores son muy parecidos tanto en 1as'plantas an
tes de ser sometidas a stress osmético como cuando son sometidas a dicho
stress para un mismo tratamiento de Cr en el medio. este hecho es expli-
cable porque las hojas ya son maduras al efectuarse dicho tratamiento
y no se ha producido ni nueva diferenciacién de estomas ni una reduccién
significativa en el area foliar al .ser sometidas las plantas a stress os
mético. Un hecho interesante a observar es el tipo de comportamiento de
la densidad estomitica, que tiende hacia valores constantes. Esta obser
vacidn es explicable por dos causas: la primera de ellas es que la reduc
cidén del 4rea fooliar disminuye de forma exponencial, llegéndose a valo
res minimos a partir de los cuales la disminucidén se hace minima aunque
aumentemos considerablemente la concentracién de cromo en el medio. El
segundo hecho es la observacidén de efectos sobre la diferenciacidn esto
matica para las mayores concentraciones de cromo (fotgrafias 7 y 8), es
pecialmente por lo que respecta a la primera hoja trifoliada. A la mayor
cocnetracidén de cromo empleada es posible observar estomas en estadosvp;i
marios de diferenciacidén estomitica. Este hecho ha sido confirmado por
observaciones con microscopia electrénica de barrido por la Dra. M.D.
Vizquez en nuestro mismo laboratorio (comunicacién personal), en plantas

tratadas con cromo. Esto explicaria la reduccién en la densidad estomd
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tica para las mayores concentraciones de cromo en el medio, especialmen
te en la primera hoja trifoliada, la cual es mis afectada por el cromo

en todos los aspectos.

_ Donde si es posible observar diferencias es en el grado de aper
tura estomitica, medido, a falta de un método mejor y mds fiable, a par
tir de la proporcidn de estomas claramente abiertos frente al nimero to
tal de etomas. Hay varios hechos observables. En primer lugar se observa
que hay un comportamiento diferencial entre las hojas inferiores y la ..
primera hoja trifoliada. En las hojas inferiores se observa una reduccién
en la proporcién de estomas abiertos a medida .que se incrementa la cocen
tracibén de cromo en el medio, mientras que en la primera hoja trifoliada,
si bien hay una disminucidn inicial respecto al control, se produce un

cierto incrmento, aunque no significativo.

Tanto la disminucién como el inc¢remento no son significativos,
al contrario de lo que ocurre .en las hojas inferiores, manteniéndose el
grado de apertura estomitica en:unos valores parecidos a lo largo de los
distintos tratamientos con cromo. Diversos autores (24,25,47) han obser
vado una relacién directa entre el grado de apertura estomitica y el p,
siendo éste también nuestro caso, en donde las plantas control presentan
un p-mis alto que las tratadas y también un grado de apertura estomati
ca mayor que éstas. Sin embargo, cuando las plantas fueron sometidas a
un moderado stress osmdético no se aprecia claramente, aunque ello podria
ser debido a que las diferencias de apertura estomdtica son bajas, a la
vez que las fluctuaciones en el p medio también son elevadas, no sien-
do las diferencias significativas entre los tratamientos de cromo, lo
cual estd relacionado con el que las diferencias en la transpiracién tien
dan a ser menores al ser sometidas las plantas a stress osmbético, tal y

como observd -y Henson (47) en Penisetum americanum resistente a la se-

quia y que. presentaban una resistencia estomdtica mayor que plantas no

tratadas. Estas plantas resistentes a la sequia mantuvieron valores elge
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vados y suficientes de transpiracibén e intercambio gaseoso respecto a las
plantas no resistentes, que sufrieron un incremento mayor que ellas en

la resistencia estomitica al ser sometidas a déficit hidrico. Este hecho
podria estar relacionado con algin tipo de estrategia de evitacidén en el que
que se minimizari el Area transpirable y el metabolismo en favor de una
menor pérdida de agua, lo cual explicaria el incremento de la turgencia,
tanto en esta experiencia como en la expereiencia anterior {(experiencia
II) de las plantas tratadas con Cr VI, por lo que podriamos reconsiderar
la afirmacidén hecha por otros autores y nosotros mismos en un anterior
trabajo (7, 39) de que P, vulgaris es una especie sendible al Cr, maxime
cuando plantas tratadas con elevadas concentraciones de Cr VI en el me-
dio fueron capaces de continuar su desarrollo normalmete al ser transfe
ridas a condiciones similares a las de los controles, no tratados con

cromo.

Al ser sometidas las plantas a stress osmdtico, el comportamien
to tiende a ser parecido en ambos tipos de hojas. se produce una dismi-
nucib en el grado de apertura estomdtica, siendo mis grande la disminu-
cién cuanto mayor es el grado de apertura estomitica antes de ser someti
das' a dicho stress. Se observa un fenémeno por el cual el grado de aper .
tura estomAtica pasa a ser igual en practicamente todos los tratamientos
con Cr VI en el medio. Unicamente las hojas inferiores presentan una dis
minucidn respecto al control en todos los tratamientos sometidos al stress,
aunque dicha disminucién no sea significativa. En ambos tipos de hojas
el grado de apertura estomdtica se sitla entre un 40-70%, no sobrepasan
dose este limite, tanto superior como inferior, probablemete de bido a
que nos encontramos cerca del limite provocado directamente por el stress
osmético. Quizé con un stress osmético superior se hubieran obtenido va
lores mds bajos, aunque, con toda probabilidad se. hubiera sometido a la
palnta a un shock osmético que hubiera provocado su marchitamiento irre

versible, lo cual no era nuestra intencibn en esta experiencia.
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Respecto a la morfologia de las células epidérmicas y estomi-
ticas, determinado mediante la técnica descrita en el apartado 3.2.11,

es posible observar:
HOJAS INFERIORES

- Control (fotografias 1 y 9): Presentan células epidérmicas
lobuladas. Todos los estomas presentan la misma morfologia,
con células guarda rrifionadas tipicas de las dicotiledéneés._
La'disposicién de los estomas es de tipo paracitico o rubia
ceo. Es posible distinguir claramente entre estomas abiertos
y cerrados. Se observan tricomas unicelulares rodeados por
seis células en la base, también lobuladas al igual que el
resto de las células epidérmicas. También es posible obser

var tricomas secretore,

- 0,2 ppm (fotografias 2 y 10): No se observan diferencias mor

 folégicas con el control.

- 1 ppm (fotografias 3 y 11): La morfologia se mantiene pare-
cida al control. Las céluals guarda estomiticas son mis re-
dondeadas que las del control y las células que rodean a los

tricomas son proporcionalmente mayores.

1,5 ppm (fotografias 4 y 12): Sigue manteniéndose una estructu

ra parecida a la anterior.
PRIMERA HOJA TRIFOLIADA:

- Control (fotografias 5 y 13): La morfologia es parecida a la
de las hojas inferiores, aunque parece haber una mayor pro-

procibén de estomas cerrados.

- 0,2 ppm (fotografias 6 y 14): Morfologia parecida a la ante-
rior. Empiezan a aparecer diferencias, sin embargo. Las célu
las guarda empiezan a redondearse y las lobulaciones de las

células epidérmicas se hacen mis suaves.
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- 1 ppm (fotografias 7 y 15): Las células epidérmicas son mas
pequefias que en los anteriores tratamientos. Aparecen célu-
las triangulares no lobuladas que parecen estomas en fase

de diferenciacién.

- 1,5 ppm (fotografias 8 y 16): Las diferencias obseervadas con
el control en el tratamiento anterior se acentlan. Las célu
las son mis pequefias y la: densidad estomitica aumenta, a la

vez que lo hace el nimero de tricomas.

Una vez sometidas las plantas a stress osmdtico no se produje

ron cambios en la morfologia.

Relaciones entre la morfologia y la tasa de transpiracién han
sido observados por otros autores (130)en plantas tratadas con Zn. En es
ta misma experiencia observaron que se producen cambios morfolégicos en
las células epidérmicas y en el parénquima en empalizada, sugiriendo que
la disminucién de la transpiracién puede estar relacionada con estos cam

bios.
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-. FIGURA 27 .-

Peso fresco en la
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-. FIGURA 28 .-

Peso seco en la experiencia III
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-. FIGURA 29 .-

Area foliar en la experiencia III
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Pardmetros hidricos en la experiencia III
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-. FIGURA 31 .-
Pardmetros hidricos en la experiencia III

(Primera hoja trifoliada)
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~. FIGURA 32..-

Datos estomaticos (Hojas inferiores)
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Datos estomiticos (primera hoja trifoliada)
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Tabla 54: Valores de transpiracibén total, expresados en mgH,0/¢PF x min,

en las plantas sometidas a los distintos tratamientos

Concentracién de cromo en el medio (ppm)

CONDICIONES OPTIMAS

o 0,2 e LS
3,195 3,782 0,521 1,936
2,483 2,405 1,652 1,236
1,483 3,921 0,515 2,047
X 2,387ac 3,369a 0,896b 1,740¢
s.d. 0,860 0,838 0,655 0,440

BAJO STRESS OSMOTICO

0 0,2 1 1,5
1,802 0,971 1,410 0,712
. 1,622 1,038 1,253 0,617
1,502 1,040 1,222 0,649
X 1,642a 1,014b 1,295¢c 0,659d

s.d. 0,151 0,036 0,101 10,048
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-. FIGURA 34 .-

Transpiracién total (mg H20/g PF x min)
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B Sin stress
EJ Bajo stress



FOTOGRAFIA 2.- Hoja inferior del tratamiento con 0,2° ppm Cr VI,

Bajo condiciones hidricas éptimas.



FOTOGRAFIA 3.~ Hoja inferior del tratamiento con 1 ppm Cr VI, bajo

condiciones hidricas 6ptimas

FOTOGRAFIA 4.- Hoja inferior del tratamiento con 1,5 ppm Cr VI bajo

condiciones hidricas éptimas.




FOTOGRAFIA 5.~ Hoja trifoliada control ba jo condiéiones hidricas épti N

mas.

FOTOGRAFIA 6.- Hoja trifoliada del tratamiento con 0,2 ppm Cr VI bajo

condiciones hidricas éptimas.



FOTOGRAFIA 7.- Hoja trifoliada-del trafamiento con 1 ppm Cr VI bajo

condiciones hidricas 6ptimas.

FOTOGRAFIA 8.- Hoja trifoliada del tratamiento con 1,5 ppm Cr VI bajo

condiciones hidricas 6ptimas.



FOTOGRAFIA 9.~ Hoja :inferior control bajo moderado stress osmético

FOTOGRAFIA 10.- Hoja inferior del tratamiento con 0,2 ppm Cr VI bajo

moderado stress osmbtico.



FOTOGRAFIA 11.-Hoja inferior del tratamiento con 1 ppm Cr VI bajo mode

rado stress osmético.

FOTOGRAFIA 12.- Hoja inferior del tratamiento con 1,5 ppm Cr VI bajo

moderado stress osmético.



FOTOGRAFIA 13.- Hoja trifoliada control bajo moderado stress osmdtico

FOTOGRAFIA 14.- Hoja trifoliada del tratamiento con 0,2 ppm Cr VI

bajo moderado stress osmético.



FOTOGRAFIA 15.- Hoja trifoliada del tratamiento con 1 ppm Cr VI baja

moderado stress osmético.

FOTOGRAFIA 16.- Hoja trifoliada del tratamiento con 1,5 ppm Cr VI ba-

jo moderado stress osmético.
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CONCLUSTIONES

Se ha considerado con un caracter tedbérico general la to
xicidad del cromo para los vegetales y su relacidén con el creci-

miento y las relaciones hidricas.

..Se ha medido los niveles de nutrientes en diferentes érganos de

Phaseolus. vulgaris L. con la intencién de relacionar los trans-

tornos del crecimiento con los desérdenes en la nutricidén de: esta

especie.

El Cr provoca transtornos del crecimiento a elevadas concentracigo
nes, reduciéndose la productividad de las plantas tratadas con es

te metal, tanto en las raices como en la parte aérea.

Existe una relacién lineal positiva entre el suministro de Cr y

el contenido en el mismo en las plantas tratadas con este metal.

P. vulgaris, puede, por tanto, considerarse una especie acumula-

dora. de cromo.

Es posible observar la presencia de una especie de barrera de trans
locacién del cromo desde la raiz hacia la parte aérea, manifesta-

da por la elevada relacién Cr raiz/Cr parte aérea.

Las hojas inferiores de las plantas tratadas con cromo parecen ac

tuar como sumideros del mismo, puesto que su contenido en el metal

es mayor que en el tallo.

7.- Los efectos conjuntos del cromo sobre el P y el Fe, manifestados

por una dristica reduccién en el contenido en Fe en la primera ho
ja trifoliada y una disminucién en la relacién Fe/P estén de acuer
do con la clorosis observada en la primera hoja trifoliada de las

plantas tratadas con cromo.

El cromo parece presentar efectos sobre la translocacién de P, Na,
Ca y Mn, sobre la absorcidén de K, Fe y Mo y no parece presentar

efectos sobre el Mg, Zn y Cu.
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El cromo afecta tanto alq)w,‘yp y vﬂ como al CHR, produciéndose
diferencias de comportamiento entre las hojas inferiores y la pri

mera hoja trifoliada.

Otro. pardmetro. afectado: por el cromo es la elasticidad de las
paredes celulares, también de distinta forma en las hojas infe-
riores y la primera hoja trifoliada. Mientras que en las primeras
se produce una disminucién enla elasticidad, en la segunda se pro

duce un incrmento.

En relacién con los cambios de elasticidad, el punto de pérdida’
de turgencia se modifica de tal manera que llega a ser imposible
de calcular en la primera hoja trifoliada con los métodos emplea-

dos enesta experiencia.

Las diferencias observadas en los dos tipos de hojas estudiados
podrian ser debidos a diferentes condiciones de exposicibn al cro
mo. Mientras que las hojas inferiores ya se hallan desarrolladas
antes de ser expuestas al metal, la primera hoja trifoliada est4

expuesta al mismo desde el inicio de su desarrollo.

El efecto del cromo es distinto segiin el tipo de cultivo empleado
debiéndose ello a la capacidad de adsorcién de los distintos sus-
tratos y siendo el efecto mas fuerte en cultivo hidropénico liqui

do. ' .

El cromo, a bajas concentraciones, puede provocar un estimulo del
crecimiento probablemente debido a un incremento en los solutos
en la vacuola que incrementarian el ?p, relacionado con el creci~

miento por elongacibn.

También es afectada la transpiracién por el cromo, disminuyendo
al incrementarse la concentracién de cromo en el medio. Relaciona
do con ello disminuye el grado de apertura estomitica, que puede
relacionarse con los efectos sobre el K y sobre la morfologia y

diferenciacién estomiticas.
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El cromo provoca un retraso enla diferenciacién de las células,
tanto epidérmicas como estomiticas en las hojas trifoliadas de las
plantas tratadas con este metal, el cual no es irreversible como
pudo comprobarse por el reinicio del desrrollo acometido por plan
tas tratadas con elevadas concentraciones de cromo y pasadas a

condiciones éptimas, sin el metal.

Como consecuencia del punto anterior, creemos que seria revisable
la afirmacién de que P. vulgaris sea una especie sensible al cromo,
puesto que a elevadas concentraciones del metal entra en un esta

do de no desrrollo reversible.
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