ABSORCION FOLIAR D& aoUFRE RAVIOACTIVO EN PLANTAS DE FRIJOL

Por

GUSTAVO A. CRIOLI

Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas
Turrialba, Cost& xica

Junio! 1963



ch couhsmo};\

CRTON \

/INSY’TUTO {FTSRAMIRICANO DE ©
CliNCIAS AGRICOLAS

17659
v ﬁ\/q‘t/

LIRS casTh o

;vﬁi
/Q\"'




ABSORCION FOLIAR DE AZUFRE RADIOACTIVO EN PLANTAS DE FRIJOL

Tesis

Semetida al Consejo de Estudios Graduados
como requisito parcial para optar al grado

de
Magister Agriculturae
en el

Instituto Interamericane de Ciencias Agricolas

APROBADO: M Consejero

Comité

Comité

(C oz

Junio, 1963




| fess

'Oéya/ ’



iii
AGRADECIMIENTOS

El autor desea expresar sus agradecimientos a los miembros de su
Comité Consejero Drs. Manuel Ibafiez, Carl C. Moh y Eddie Echandi por
su asesoramiento, y especialmente a su Consejero Principal Eduardo
Jiménez a quien pertenecen muchas de las ideas originales de este
trabajo.

Al Dr. Howard Boroughs ex-Consejero Principal.

A la Organizacién de los Estados Americanos y a la Facultad de
Agronomfa y Veterinaria de la Universidad del Nordeste (Argentina) y
su Instituto de Botanica, por haberle brindado la‘oportunidad de rea
lizar estudios postgraduados.

A los miembros del personal del Instituto que en una u otra

forma le prestaron gentil colaboracién durante su permanencia.






iv

BIOGRAFIA

El autor nacié en la ciudad de Santa Fe, Argentina, en el afio
1933.

Realizd sus estudios universitarios en la Facultad de Agromomia
y Veterinaria de la Universidad del Nordeste, graduandose de Ingeniero
Agrénomo en el afio 1957.

Desde el afio 1958 trabaja en la Facultad de Agronomfia y Veteri-
naria de la Universidad del Nordeste.

Realizé sus estudios postgraduados en el Instituto Interamericano
de Ciencias Agricolas desde enero a julio de 1960 y desde noviembre de
1962 a junio de 1963, mediante una beca de la Organizacidén de los

Estados Americanos y de la Universidad del Nordeste.






TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION cocccocecoscccooeeoceeecccoosssscccesssccccoooes
REVISION DE LITERATURA cccccocccscscecscccccccsseecscoeccces
MATERIALES Y METODOS ccceeccocecocoesoscsesccccceccooecceece
RESULTADOS ceccocoococcccececceceseesescecceccecccccecccosses
ANALISIS E INTERPRETACION cccceccscececceccececcssccececooe

CONCLUSImxs 900000000000 00 0000000 0000000000000 000000000000

Rmum 00000000000000000000000000000000000000000000GGEOCSOCSIOES

sm 000000000000000000000000000000000090000000000000O0COCEODL

Llrmmm cI,AD‘ 0000000000000 0000000000000 000000000000000

11
16
2k
28
30
3
32






INTRODUCCION

Las plantas absorben normalmente los elementos nutritivos por las
rafces. Sin embargo, se ha demostrado que la parte abrea es también
capaz de desempeflar esta funcidn. Aunque la nutricién foliar no llega
ra a reemplazar a las apiicacionoa al suelo como préctica general,
todavia seria do gran utilidad para solucionar ciertos problemas como
la deficiencia de ciertos elementos menores, ¢ para suministrar com-
Plementos nutritivos en -etapas criticas del desarrollo de las plantas,

A pesar de que segfin Wittwer (52) ya en 1803 se aplicaba elemen-
tos nutritivos al follaje, esta técnica sélo adquirid cierta importan-
cia en los filtimos afios con el uso de fertilizantes muy solubles,
herbicidas selectivos, reguladores de crecimiento,

El objetivo de este tfabajo era estudiar la absorcién foliar del
sulfato por Phaseolus vulgaris bajo condiciones fiaiol6gicé£ diferen~
tes y determinar la forma quimica de traslacién de este anién cuando

es aplicado por via foliar o radical.






REVISION DE LITERATURA

El hecho de que las sustancias aplicadas a las hojas puedan ser
‘utilizadas por las plantas nos hace preguntarnos em que forma entran
y como se trasladan dichas sustancias. Segfin Barinov (2), aparentemen
te la entrada de una sal puede tener lugar en forma tanto idénica como
molecular. Biddulph (6) creé que primeramente ocurre la adsoreién de
los iones a los coloides de la pared celular y luego sigue la absor-
cién activa por los constituyentes protoplasméticos. El plasmalema
seria la primera barrera a través de la cual los iones son conducidos,
posiblemente ligados a sustancias parcialmente especificas para cier-
to 1én, o iones congéneres, Desafortunadamente, opina este mismo
autor, se carece todavia de suficiente informacién para determinar si
la absorcién foliar ocurre en forma semejante o diferente a la radiecal,
debido a diferencias en extensién y morfolog{a de las superficies
absorbentes.

Por su parte Wittwer y Teubner (53) dicen que tanto el intercam-
bio como la absorcién activa pueden predominar durante la absorciénm
foliar de aniones como sulfato, fosfato y cloruro. En cambio la répi-
da velocidad de absorciém y reversibilidad, conjuntamente con alguna
dopondoncia al pH, sugieren que en la absorcién de cation;c como sodio,
potasio, calecio y magnesio, el intercambio iénico es el proceso més
importante. Aclaran que los datos son muy escasos e incompletos, lo
que determina que el conocimiento actual sobre la absorcién foliar
tenga aln muchas lagunas.

Son varios los factores externos e internos que influencian la

absorcién foliar:
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1. Angulo de contacto del liquido con la superficie de la hoja.
La mojabilidad de un 1f{quido es funcién del &ngulo de contacto, el
cual depende de la tensibén superficial y naturaleza de la superficie
a mojar. Asi, un aumento en la mojabilidad de un liquido asperjado
puede resultar en un incremento de la absorcién como consecuencia di-
recta al aumento en area tratada. Una de las maneras de provocar este
aumento es con el uso de humectantes. La efectividad de estos ha sido
muy discutida. Muchos investigadores han encontrado resultados posi-
tivos (11, 18, 19, 28, 29), en cambio otros han demostrado que esto no
siempre es cierto (4, 13, 27, 43, 44, 56). La razén para tanta contro
versia quizd se debe a las condiciones en que fuerom ejecutados estos
estudios, pues tanto la composicién de las soluciones asperjadas como
la clase de humectante, la especie vegetal y las condiciones ambienta-
les, variaron de un experimento a otro.

2o Punto de penetracién de los nutrientes en las hojas. Hasta
la fecha no se ha definido claramente si la entrada de los nutrieates
a la hoja es a través de los estomas (7, 9, 35, 39) o de la cuticula
(12, 27, 33, 39, 40, L4, 47, 48, 25). A la luz de los trabajos reali-
zados al respecto es posible concluir que las dos vias son utilizadas
en mayor o menor grado, dependiendo de la estructura anatémica dq la
hoja en referencia (13, 15, 16). Es sabido que las especies vegetales
difieren mucho entre si en cuanto a la cantidad de estomas por unidad
de superficie, grosor de la cutficula, presencia de cera, pubescencia,
etc.;, y que muchas veces hay diferencias entre la cara superior e in-

ferior de una misma hoja.
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3., Temperatura, humedad y luz. Si una parte de la absorcién fo-
liar se lleva a cabo por medio de los estomas y el resto por la cuticu
la;, es 18gico pensar que los factores ambientales como temperatura,
humedad y luz ejerzan una influencia distinta de acuerdo con el proce-~
so sobre el cual actfan.

Algunos investigadores afirman que la hoja absorbe més a la luz
que en la oscuridad, y que la absorcién aumenta proporcionalmente con
la intensidad lumfnica (20, 21, 24, 30, 44). Otros autores afirman
que el efecto de la luz no tiene importancia (11) o que més bien de-
pende de la duracién de la exposicién de las plantas a la luz o a la
oscuridad (43).

La disminucidn que se experimenta en la absorcién y tramsporte
de nutrieates aplicados foliarmente en la oscuridad puede ser resulta-
do de una reduccién del contenido de carbohidratos en la hoja. Prue-
bas realizadas para aclarar este punto mostraron que la adicién de
azficares a las soluciones asperjadas tuvo en ciertos casos resultados
positives (20, 47, Sk, 55) o err&ticos (4, 11, 44, 49), pero general-
mente la sucrosa increment$ la absorcién y transporte.

La humedad relativa tiene gran influencia sobre la absorcién fo-
liar, de tal manera que la eficiencia es mayor cuando la humedad es
alta (11, 25, 31, 47, 49), Es posible que el efecto de la humedad sea
8810 el de retrasar el secado de la solucién asperjada (31, 47) o bien
que aumente el contenido hfdrico de la hoja al disminuir la transpira-
cién.

Acerca del efecto de la temperatura se ha encontrado que la ab-

sorcién y el transporte aumentan directamente con la temperatura desde
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10 a 212C (44). Los valores de Qo Para absorcién y transporte sgn
mayores que 2 a temperaturas menores de 100C (31, 35), indicando que
ciertos procesos metabdlicos no son muy activos a bajas temperaturas.

Sebioka (41) ha encontrado que la temperatura Sptima del aire
para la absorcién foliar es de 302C, Segfin Pallas (35) el efecto de
la temperatura es limitado por la humedad relativa debido a que ambos
factores afectan el funcionamiento de los estomas., FPor ejemplo al
estudiar la absorciém de 2,4~D entre 20 y 300C, encontrd éno el Qlo
fue de 1.5 si la humedad relativa era del 34-48%, mientras que a
70=74% el Qlo subid a 4.

4, Composicién quimica de la solucién. La forma quimica en
que un elemento es aplicado determina hasta cierto punto la eficien-
cia con que &ste es absorbido. 8Se han encontrado diferemcias en la
absorcién de un mismo elemento de acuerdo con la especie quimica. Se-
gin Koontz y Biddulph (27) el fosfato monosbdico y fosfato dipotaésico
son los compuestos de f6sforo més rapidamente absorbidos (en ese orden),
debido posiblemente a que no cristalizan tan rapidamente como las sa-
les de Na, K y FH,. La adicién de compuestos de calcio o sal de
Epson a soluciones de firea, sulfato de zinc o sulfato de cobre provoca
la cristalizacién en la superficie foliar, lo cual retarda la absor-
cidn (14, 36, 37, 38). B8e ha comprobado que la reduccién en la efec-
tividad de algumas soluciones hechas con aguas duras, es debida a la
presencia de cationes, principalmente Ca'* (50).

Biéndo que el ién acompafiante también puede ser absorbido por la
hoja, puede ocurrir que haya una interaccién entre éste y el nutrimen-

to en estudio, la cual puede ser positiva o negativa, dependiendo de
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que ambos iones sean metabolizados o no.

Otro factor que influye en la absorcién es el pH. Para los fosfa
tos se ha encontrado que los valores entre 2 y 3 son los mejores (25,
L3, 44, 51). Al respecto, la accién del pH ha sido explicada dicien-
do que a valores bajos penetran moléculas no disociadas de POuﬂB, o
bien que hay un intercambio entre POQHZ' y Pokﬂ". Una alternativa
serfa que la reaccién del medio tenga algfin efecto sobre la permeabi-
lidad de la epidermis y tejidos adyacentes, lo cual no seria de extra-
fiar pues soluciones que producen &reas necrdticas en los sitios de
aplicacién son mfs rapidamente absorbidas (43). Otros autores encuen-
tran poco o ninglin efecto de pH (4, 33, 34).

Thorne (47) investigd el efecto de la concentracién de la sustan-
cia aplicada, y encontrd una relacién directa entre el porcentaje
absorbido y la dosis durante un periodo determinado; sin embargo, esta
relacién tendié a desaparecer con el tiempo. La distribuciém dentro
de la planta del elemento absorbido fue independiente de la concentra-
cién. Resultados similares fueron obtenidos por Mederski y Hoff (31)
quienes trabajaron con Mn.

Koontz y Biddulph (27) también encontraron que la cantidad de
fésforo transportado fuera de la hoja en que se realizd la aplicaciém
era funcidén de la concentracibn, pero no en proparcidn directa. Estos
autores creén que el menor transporte de P cuando la dosis aplicada es
baja puede deberse al bajo ritmo de absorcién, a un alto porcentaje de
retencién de P por los tejidos de la hoja o a ambas causas.

5. Pérdidas de los nutrientes. Estas pérdidas pueden ser debi-

das a diferentes causas: a) a que parte de la sustancia no alcanza la
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superficie foliar; b) por escurrimiento, sobre todo si las hojas estin
en posicibén vertical; c¢) por volatilizacién de los nutrientes y d) por
iixiviacién o lavade de la soluciém por la iluvia (7).

Una lluvia fuerte que caiga dentro de las primeras ocho horas
después de. tratamiento puede lavar aproximadamente el 90% del residuo
de la cara superior y el 50% del de la cara inferior de la hoja (7,
11). Aunque los nutrientes lavados no se desperdician pues 8stos caen
al suelo y pueden ser absorbidos por las rafces o ser fijados por el
suelo mismo, se habr& perdido una de las principales ventajas de la
nutricién foliar que es la de la utilizacién inmediata de los nutri-
mentos. In ¢l caso de la firea es posible que se pierda algo del ni-
trégeno en forma amoniacal debido a la accién de la ureasa, pero mo
bay datos que indiquen que estas pérdidas son serias (11).

La pérdida por lixiviacién puede ser producida por diverscs me-
canismos tales como simple difusiém, intercambio iénico con H' y
GOBH- del agua de lluvia, y excreciones glandulares.

6. Ritmo de absorciém. Los datos obtenidos por diferentes inves
tigadores son muy distintos afin para un mismo elemento y un mismo ve-
getal. Koontz y Biddulph (27) encontraron en manzano que después de
30 horas se habia absorbido alrededor del 50% del P aplicado por as-
persién, mientras que Fisher y Walker (18) sélc hallaron una absorciém
del 30% en cuatro dfas. Wittwer y Teubner (53) citan varios resulta-
dos obtenidos por diferentes investigadores que confirman lo erréatico
del ritmo de absorcién., Es posible que ello se deba a las diferen-

cias de condiciones bajo las que se realizaron las experiencias,
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7. Edad;, posicién de la hoja y estado nutricional de la planta.
Se ha comprobado que para la mayor parte de los nutrientes la absor-
cién es mayor por las hojas jOévenes que por las viejas. La traslacién
por otra parte, es menor desde hojas nuevas que desde viejas (9, 27,
47). Al respecto Koonts y Biddulph (27) han encontrado que la edad y
posicién de las hojas determinan la cantidad y direccidén del flujo
transportado desde la hoja tratada. Sus resultados mostraron que las
hojas viejas transportaron mis que las jévenes y que la cantidad de P
trasladado a la rafz aumentd con la proximidad de los érganos.

El estado fisiolégico de la planta también tiene importancia,
pues las plantas crecen a un ritmo diferente de acuerdo con la edad y
el medio en que habitan, ademds de que la absorcién estid relacionada
con la actividad metabédlica del organismo. Thorne (47) s§p116 con P
a las raices y encontré que esto no afectaba ni la cantidad total de
P absorbido ni la velocidad inicial, pero suplida la rafz con bajas
concentraciones mids fésforo era trasladado que cuando era suplida por
altas concentraciones. Wittwer y Teubner (53) y Teubner y col. (4&)
también encontraron que altos niveles de P en el medio radical dismi-
nuyeron el transporte del P absorbido por las hojas. En cambio Cook
y Boynton (11) encontraron que plantas con exceso de nitrSgemo absor-
bieron mas firea que las deficientes.

8. Transporte y redistribucién de los nutrientes. Para lograr
una fertilizacién foliar eficaz es necesario que el nutriente aplica-
do sea absorbido rapidamente y transportado al lugar requerido. 8i la
movilidad es limitada, como sucede con ciertos cationes divalentes

(4, 8), hay acumulacién en los tejidos y la absorcién puede disminuir,
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Bukovac y Wittwer (8), al estudiar este problema encontraron que
Rb, Na y K fueron rdpidamente absorbidos y eran muy mbéviles. El P,

Cl y 8 también fueron absorbidos rdpidamente pero su movilidad fue me=-
nor. La absorcién del Zn, Cu, Mn, Fe y Mo fue mds lenta y la movili-

dad intermedia, decreciendo en ¢l orden apuntado. El Mg, Ca, Sr y Ba

fueron poco absorbidos y no moviligzadeos,

9, Efectos de inhibidores. Arisz (1), al discutir el efecto de
inhibidores metabdlicos, dice que una hoja que haya recibido la apli=-
cacién de una solucién, puede diferenciarse en dos zonas, una que es~-
t& en contacto directo con la solucién y otra (zona libre) a la cual
llega la solucién posteriormente. En las dos zonas puede ser acumula~-
do el soluto, pero sélo en la primera es absorbido por el citoplasma.
El efecto de inhibidores metabdlicos como el CNK sobre la utilizacidén
de nutrimentos aplicados a las hojas lo ilustra un experimento em el
cual se afiadié cloruro y cianuro sobre la zona de absorciém. En este
ocaso, el cianuro inhibié la absorcién y traslacién a la zona libre.
Cuando el CNK se aplicé en la zona libre no hubo inhibicién de la
absorcién ni de la traslacién. Resultados similares han sido obtemi-

dos con arseniato y uranil nitrato.

Técnicas utilizadas en los estudios de absorcién foliar

Jyung (26) ha hecho una buena revisién sobre estas técnicas.
Seglin dicha revisién los métodos mAs empleados son: a) asperjar las
superficies a tratar (9, 11, 17, 18, 27, &2, 4&, 45, 46, 48); b) pin-
tar las superficies foliares con las soluciones (4, 22, 45, S5k, 55);

¢) sumersién de las partes a tratar (8, 53); d) colocar una gota de
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la solucién (4, 27) o varias (44), la gota puede ser rodeada por um
anillo de lanolina (20) o plasticina (10) para tener la seguridad 4
que queda en el mismo lugar de aplicacién. Ademis, se han usade in-
yecciones (27), espolvoreos e infiltraciém al- vacio (10).

Un aspecto muy interesante de estas técnicas la constituye el
lavado de las partes tratadas comn lo cual se procura eliminar la
fraccién no absorbida, utilizando para ello agua destilada pura o
con detergentes, &cidos y sales. Las soluciones son aplicadas en
forma de chorro fino o bien se usan para sumergir en ellas a la par-
te tratada.

Otra manera consiste en aplicar una sola gota radiocactiva y re-
mover posteriormente un pequefio disco de tejido con la soluciém no
absorbida. Una desventaja de este método es que no se puede conside-

rar la absorcién por el tejido removido.






MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas de Phaseolus vulgaris L. de unos 15 dfas de
edad, cultivadas ya fuera en recipientes de cartén parafinado llenados
con arena de rio o en hidroponia. Como medio nutritivo se usé la so-
lucién de Hoagland N2 1 con -icroolemegkos (23). Las soluciones apli-
cadas foliarmente fueron sulfato diaménico para los dos primeros expe-
rimentos y sulfato disbédico para el resto, ambas a una concentracién
0,05 M. Las dos formas de sulfato estaban marcadas con 835, Los ex-
perimentos se llevaron a cabo en el invernadero o en un cuarto de cre-
cimiento donde se controld la luz y la temperatura. Las aplicaciones
de sulfato radioactivo se efectuaron en todos los casos sobre la cara
superior de una de las hojas cotiledonares.

La radiocactividad de las muestras fue medida de la siguiente ma-
nera: el material fresco o seco fue digerido con &cido nitrico concen=-
trado hirviente, continuando el calentamiento hasta reducir el volumen
a un mililitro. Luego se llevdé a volumen con agua destilada y de
este volumen se tomé una alfcuota y se colocd en una plancheta de ace-
ro inoxidable (ademis se afiadié una gota de detergente para lograr
una distribucién uniforme de la solucién). Las planchetas se secaron
bajo luz infrarroja y finalmente se midié la radioactividad con un
contador G.M. automético. Todas las muestras fueron contadas hasta

que se acumuld un nfimero de cuentas no menor de 2.500.

Lavado de las hojas tratadas
Se utilizaron diez plantas a las cuales se aplicd aproximadamente

5//“c de 335 (50 lambdas de sulfato diaménico en forma de cinco go-

tas). Después de 24 horas las hojas se lavaron con cinco porciomes de






10 ml. de agua destilada; los liquidos correspondientes se recogieron

por separado y se determind la actividad en ellos.

Ritmo de absorciém y distribucién

Para estudiar la absorcién y distribucién del sulfato en la plan-
ta en funcién del tiempo, se tomaron varias plantas al azar y se les
dié una dosis individual de unos 3 4c. de 8°? (50 lambdas de sulfato
de amonio, pH 4). La aplicacién se hizo a una de las hojas cotiledo-
nares. Después de O, 2, &, 8, 24 y 48 horas se cosecharon 20 plan-
tas, una de las cuales fue separada para hacerle una radiocautografia.
Las demés fueron subdivididas en: a) hoja tratada; b) otras hbjns;
¢) tallo y d) rafces. El punto de aplicacién fue lavado con tres por-
ciones de 10 ml, de agua destilada. Las porciones fueron combinadas y
su radiocactividad medida. Las muestras vegetales fueron procesadas y

contadas segfin se describié anteriormente.

Influencia del pH sobre la absorciém
Las plantas fueron arregladas segiin un disefic irrestrictamente al

azar de cuatro tratamientos con cuatro repeticiones de tres plantas
cada una. Los tratamientos fueron: a) pH 2.20; b) pH 3.95; c) pH 6.80
y 4) pH 8.80. Dichas plantas crecieron en un cuarto coa control de
temperatura (21.5 + 19C) ¢ intensidad luminica (700 ft. c.); la hume-
dad relativa era de 85 + 5% y la duracién del dia de 12 horas. 8e
aplicd 1 4c de 5°° (10 lambdas de sulfato de sodio) a una hoja coti-
ledonar de cada planta. El pH de las soluciones se ajusté usando un
mismo volumen de una solucién de hidréxido de sodio de diferentes con-

centraciones. La toma de muestras se realizd a la hora después de la
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aplicacién, tomando finicamente la hoja tratada. El punto de aplica-
cién se lavé con 30 ml. de agua destilada. Las muestras fueron pro-
cesadas y contadas. También se midid la radiocactividad del agua de

lavado.

Intensidad lumfinica

Se utilizé el mismo material y un disefio semejante al del expe-
rimento anterior, excepto que se usd§ un solo pH y dos condiciones
luninicas. A cada hoja se le aplicé 1 gc. de $%2 (10 lambdas de sul-
fato radioactivo, pH 6.80). Las condiciones experimentales son resu-

midas en el siguiente cuadro:

Intensidad lumfnica

Tratamiento Durante el crecimiento Durante el perfodo de absorciém

A= A Alta
Alta (700 fto co)
A=—p> B Baja
Be=p A Alta
Baja (350 ft. ¢,)
Bt B Baja
.  — — —  —————— — _y—— a— A}

Las plantas permanocieron Lhasta el momento de la aplicaciém del
s ya fuera en alta intensidad lumfnica o en baja intensidad lumini-
ca durante 12 horas por dia, Justo antes de dar el sulfato radiocacti-
vo, 12 plantas de alta intensidad pasaron a baja intensidad (A—» B)
y otras 12 permanecieron en las mismas condiciones (A-—t-IA). Vel
mismo modo, 12 plaQtan de baja intensidad pasaron a alta intensidad
(B—d> A) y otras 12 permanecieron en baja intensidad (B—Jp> B)., La-

cosecha se realizd a las seis horas después de la aplicacidn. Las
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muestras se subdividieron em hoja tratada y resto de la planta. El
punto de aplicacién se lavé com 30 ml. de agua destilada cuya radio-

actividad se midid y las muestras fueron procesadas en la forma usual,

Efecta del cianuro sobre la absorciém y transporte

Varias plantas recibieron aproximadamente 1 4c. de 872 cada una
(10 lambdas de sulfato, pH 6.8), en combinaciédn con dosis variables de
cianuro. Los tratamientos fueron los siguientes: a) aplicacién sepa-
rada; b) aplicacién superpuesta de los ingredientes y c) testigo. En
los tratamientos a) y b) se usaron soluciones de cianuro de potasio:
0.1 My 0.001 M; a las que se les habfa afiadido azul de metileno al
0.1% y Tween-80 al 0.5%. Como testigo se usé agua destilada con igua-
les proporciones de azul de metileno y Tween=80.

Para estudiar el efecto del cianuro sobre la absorcién de sulfato
se pinté, con la correspondiente solucidén, un cfrculo de 1 cm. de
didmetro hacia el centro del haz de una cotiledonar. Hora y media
después se aplicé la dosis de s>° sobre esa misma &rea. El procedi-
miento seguido para estudiar el efecto sobre el transporte fue el de
pintar una franja transversal com las diferentes soluciones en el cen-
tro de la hoja, y después que hubo transcurrido un tiempo igual al
anterior se aplicé el 835 un poco més arriba de la franja.

g35

Tres horas después de aplicado el se colectaron finicamente

las hojas tratadas y se les removid con un sacabocados el punto donde
se aplicé la solucién radiocactiva. Un grupo de hojas fueron montadas
en papel absorbente y secadas en una estufa a 702C por 24 horas. Luego

se dividieron en dos partes: a) la superior o sea desde el punto de
/ \b e ,7 N\
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aplicacién del 835 hasta el &pice y b) la inferior, el resto de la ho-
ja mis el pecfiolo. Las porciones de hojas fuerom pesadas y su radio-
actividad medida. Otro grupo de plantas fue utilizada para hacer ra-

dioautografias.

Forma quimica de traslaciém

Para este ensayo se germiné semillas de frijol em papel absorben-
te y luego las plantitas fueron transferidas a una solucién hidropémni-
ca. A los 15 dfas se aplicé aproximadamente 5 uc. de 872 (100
lambdas de sulfato, pH 6.80) a una de las hojas cotiledonares de 5

835 a las rafces.

plantas. A otras cinco plantas se dio 10 mc. de
Veinte horas mis tarde se tomaron los tallos de las correspondientes
plantas y fueron sometidos a un proceso de extraccidém segin el método
de Benson y col. (5). Se usbd etanol al 95%, al 80% y finalmente agua
destilada. Los tres extractos fueron mezclados y evaporados. Luego
se realizaron cromatogramas bidireccionales, usando como solventes
fenol-agua (4:1) y butanol-propiénico-agua (142:71:100) (32). Final-

mente los cromatogramas fueron radioautografiados con una pelicula de

rayos=X,






RESULTADOS

Lavado de las hojas

Para poder medir la fraccién del sulfato radioactivo que fue uti-
lizado por las hojas era preciso conocer exactamente las condiciones
en que deberia ser hecho el lavado de las partes tratadas. Fue asi
que se procedié a medir la radiocactividad en diferentes porciones de
agua aplicadas después de un perfodo de absorcién de 24 horas. Los

resultados son resumidos en el Cuadro N2 1.

CUADRO N2 1, 835 removido de las hojas por varios lavados.

Lavade (10 ml. de agua)
1 20 3Q Lo 5Q

Porcentaje 90,0 9.2 0.6 0.1 0.1

Se observa que con los tres primeros lavados se removid casi todo
el fertilizante no absorbido. La cantidad de 835 que aparece en los
otros dos lavados no es cignizinitiva. Por lo tanto se consider$ que
un lavado de 30 ml. era suficiente para limpiar a la hoja tratada del
sulfato no absorbido. Este método fue usado en los experimentos si=-

guientes.

Ritmo de absorciba

Desde el punto de vista agronémico es interesante conocer la ra-
pidez con que un nutriente aplicado foliarmente es utilizado por el
vegetal. Para llegar a dicho conocimiento se determiné el médule de

§35

absorcién y de transporte del aplicado como sulfato en funciém
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del tiempo. Los resultados de este experimento pueden apreciarse en

el Cuadro NQ 2 y en los Graficos nfimeros 1 y 2.

CUADRO N@ 2, Absorcién y traslacién de sulfato marcado con 835 en
funcién del tiempo. Datos expresados en porcentaje de

la actividad aplicada.

Tiempo en horas

0 2 4 8 2k 43

Absorcién total ——e 0ol 7.9 27.9 49.5 8363
Traslacién total cwe = 0.2 0.8 3.0 7.8
Trasladado a las hojas 0.1 0.4 1.6
" al tallo e ——- 0.1 0.6 2.1 4.5
" a la raiz —— ——— 0.1 0.2 0.8 F

Los mbédulos de absorcién fueron los siguientes: de O a 2 horas,

0.2; de 2 a 8 horas, 4.6 y de 8 a 48 horas de 1l.4.

La relacién porcentual entre azufre movilizado y azufre absorbi-
do fue en aumento a medida que transcurrid el tiempo,as{ a las dos
horas no se registré ninguna movilizacién; a las cuatro horas la re-
lacién era de 2.41; a las ocho horas de 2.99; a las veinticuatro horas

de 6.56 y a las cuarenta y ocho horas de 10.10.

Absorcién a diferentes valores de pH

A fin de comprobar la importancia del pH de la solucién en la ab-
sorcién foliar, se realizd un experimento donde se aplicéd sulfato

disbédico marcado con 835 a cuatro distintos valores de pH a saber 2.20,
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GRAFICO NQ 1. Absorcién de 835 en funciédn del tiempo. Los datos
representan porcentajes de la actividad aplicada.
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GRAFICO N@ 2, Transporte de 335 fuera de ia hoja tratada a difu-
rentes tiempos. Ulatos expresados en tanto por mil
de la actividad aplicada.
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3.95, 6.80 y 8.80. Los resultados de este experimento son presentados

en el Cuadro N2 3 y Grafico Ne 3,

CUADRO N2 3, Absorciém de 835 a diferentes valores pH. Los resulta-
dos son expresados en porcentaje de la actividad aplica-

da.

pH 2.20 3.95 6.80 8.80

% Absorbido 0.814 0,702 1,107 1.105

Se realizd el andlisis estadistico de los resultados obtenidos

sin haber alcanzado significancia.

1,5

01 \/
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GRAFICO No 3. Absorciém de 572 a pH 2.20, 3,95, 6.80 y
8,80, Los resultados expresados en por-
centaje de la actividad aplicada.






Efecto de intensidad luminica

Se sabe que la luz tiene efecto sobre la absorciém foliar. 8in
embargo para ver s8i el efecto de la intensidad luminica es importante
881lo durante el proceso de absorcién o si también lo es durante la
época de crecimiento de la planta, se fectué una experiencia donde
las plantas crecieron y/o absorbieron en dos condiciones de intensi-
dad luminica. Los resultados de este experimento son resumidos en el

Cuadro N2 &4 y en el Grafico No 4,

CUADRO N2 4, Absorcién y transporte de 835 bajo distintos regimenes
luminicos. Los resultados son expresados en porcentaje

de la actividad aplicada.

Tratamiento Absorcién Transporte
A—pA 1,279 0,110
A—>B 0,660 0,050
B—=oA 1,602 0,150
B—3pB 1,384 0,120

El andlisis estadistico de los resultados no dio significancia.
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GRAFICO No 4, Absorciéam y transporte de 822 a distin-
tos regimenes lumfnicos. Los resultados
expresados en porcentaje de la actividad
aplicada.

Efecto del Cianuro

Uno de los criterios para saber si un proceso es metabdlico o
né, es el de observar su respuesta a la accién de agentes que inhiben
ciertos sistemas enzimiticos. EL CNK es uno de esos agentes. Para
observar la respuesta de plantas de frijol tratadas con CNK a la ab-

sorcién de 83 2

se estudiaron dos sistemas de aplicacién del cianuro:
a) en la zona de absorcién y b) fuera de dicha zona. Los resultados
obtenidos se presentan en el Cuadro N2 5.

Seglin el andlisis estadistico de los datos (Cuadro N2 5), el
efecto del cianuro sobre la absorcidén de sulfato fue significativo
solamente cuando se usd el sistema de aplicacidén separada. En cambio,

el efecto sobre el transporte se manifestd independientemente del

sistema de aplicacién. BEn este caso, la tendencia del sulfato a






CUADRO N2 5, BEfecto del CNK a distintas concentraciones y dos formas

de aplicacién sobre la absorcién y transporte de
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s>3,

Resultados expresados respectivamente en cpm/mg y por-

centaje.
Porcién Testigo Cianuro (0.001M) Cianuro.(0.1M)
Follar cpm/mg % com/mg % com/mg %
APLICACION SEPARADA
Basal 591 52,5 692 41,3 754 3642
Apical 533 47,5 980 58.7 1326 63.8
Absorciém total 1124k  100,0 1672  100.0 2080 100.0
APLICACION SUPERPUESTA

Basal 430 6347 383 57.8 342 52,0
Apical 245 36.3 279 b2,2 316  48.0
Absorcién total 675  100.0 662  100.0 658 100.0

movilizarse hacia la parte basal de la hoja disminuyé significativa-

mente conforme aumentd la concentraciém de inhibidor,

también, que la franja transversal de cianuro, usada en el sistema de

Es evidente

aplicacién separada, actud como una barrera efectiva para la trasla-

cién del 835 hacia la parte inferior, tal como lo ilustra el mayor

porcentaje de radioactividad en la parte superior de la hoja.

impedimento no se observd cuando el sulfato radioactivo fue superpues-

to al cianuro.

Este
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Forma quimica de traslaciém

Los datos obtenidos en el experimento disedlado para identificar

la forma quimica en que se mueve el 835

cuando éste es aplicado foliar
mente o a la raiz como sulfato, no son precisos., La separaciém croma-
togrifica de 1os compuestos radioactivos extrafidos de ios tallos mo
fue buena posiblemente dedbido a i1a alta concentracidn de sales en el
extracto, aunque otros factores como excesiva humedad del papel y poca
constancia de la temperatura, pueden haber influido. No obstante esas
dificultades, radiocautografias de los cromatogramas permitieron dife-
renciar una gran mancha correspondiente al sulfato inorghnico y otras
manchas de menor importancia que pueden ser de cisteina, cistina,

glutatién, sulfato de cholina y metionina, segln la opinién del Dr.
Manuel Ibafies.






ANALISIS E INTERPRETACION

En el oiporinento de ritmo de absorcidén del sulfato se pueden
apreciar tres periodos bien definidos, ﬁl inicial; que va desde el
momento de la aplicacién hasta la segunda hora, se caracteriza por um
médulo muy bajo; en el siguiente perfodo, comprendido entre la segun-
da y la octava hora, el ritmo alcanza su mixima intensidad. Finalmen~
te, en el filtimo periodo, que s; prolonga hasta la cuareata y ocho
hora, el médulo de absorciém comienza a decrecer. EL primer periodo
(con un médulo de 0.2) coincide con el encontrado por Barinov y Ratner
(3) durante las primeras horas de absorcién de sulfato. Estos autores
lo denominan "fase latente de absorcién'". Es posible que esta fase se
deba a que durante ese tiempo el sulfato debe atravesar la cuticula.
Para dichos autores el perfiodo latente duré alrededor de 24 horas,
quizd& esto se explique por el hecho que el trabajo lo realizaron em
tomate cuyas hojas probablemente tenfian mucho mas cutficula que las ho-
jas de frijol. Una vez establecido el paso a través de la cuticula el
ritmo aumenta considerablemente (com un mbédulo de 4.6) y es sostenido
por espacio de seis horas. Hay que hacer notar que las soluciones se
secaron hasta cristalizar sobre la superficie foliar antes de la cuar-
ta hora desde su aplicacién. 8in embargo, después de ese tiempo fue
. cuando se alcanzd el més alto ritmo de absorciém. Es probable que to-
davia hubiera una capa de sal en solucién, probablemente saturada,
‘entre los cristales y la superficie foliar, pues de otra manera seria
muy difficil de explicar esa absorcién tan grande. El hecho que la sal
no permanezca en aoluqi6n completa, no parece tener tanta importancia
como la higroscopicidad de la sal en cuestién. La baja en el ritmo

de absorcién durante el tercer periodo pudo ser debida a una
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acumulacidédn del sulfato en la hoja.

Ya se dijo que el transporte fuera de la hoja tratada fue nule
en las dos primeras horas. Sin embargo en una radioautografia se no-
té que el 835 ya habia alcanzado, por ese entonces, el tallo. A las
cuatro horas el radioisétopo ya se habfa distribuido a todas las par-
tes de la planta, alcanzando su mayor concentraciém en el tallo y la
raiz. Luego el sulfato siguiéd movilizéndose a un ritmo cada vez ma-
yor. Las radioautograf{as han revelado que el sulfato no es transpor-
tado a la otra hoja cotiledonar pero si hacia la primera hoja trifo-

835 en ol

liada. Esto explicaria por que hay més concentraciém de
tallo y la raiz que en las demés hojas.

La relacién entre azufre movilizado y azufre absorbido va en au-
mento a medida que transcurre el tiempo. A las 48 horas esta relaciém
es cuatro veces mayor que a las cuatro horas, lo cual parece indicar
que la traslacién fue ininterrumpida.

En el experimento de absorcién de sulfato disédico a diferentes
valores de pH no se¢ observé dependencia alguna de la absorcién a la
reaccién de la solucién, aunque a pH bajo parece que hubo una menor
absorcién. Aunque la mayorfia de los autores han determinado diferen-
cias en la absorcién a diferentes valores de pH, Barrier y Loomis (&)
encontraron para el sulfato que el pH tiene poca importancia sobre la
absorcién foliar. Una posible explicacién para la falta de respuesta
al pH puede ser que el sulfato estaba en forma disociada (80;-) a to-
dos los valores ensayados y que el pequefio aumento observado en la
regién alcalina se debiera a la mayor cantidad de Na, lo que pudo te-

ner algiin efecto positivo sobre la permeabilidad de la cuticula.
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El efecto de la intensidad lumfnica sobre la absorcién y sobre el
transporte no fue muy marcado, Se pudo notar sin embargo que cuando
las plantas crecieron en alta intensidad y absorbieron el 535 a baja
intensidad (tratamiento A—»B), tanto la absorciém como el transporte
disminuyeron considerablemente. Por el contrario cuando las condicio-
nes fueron invertidas (tratamiento B—»A) la absorcién y transporte
aumentaron. &s probable que la disminucién antes sefialada se deba a
la baja produccién de azficares durante la absorciénm, pues algunos in-
vestigadores han reportado que una baja en el contenido de hidratos
de carbono produce un efecto negativo sobre ia absorciém (20,47, 4,
11, %4+, 49) maentras gue la adicion de azficares a la solucidn asperja-
da sobre plantas mantenidas en la oscuridad produce un aumento de la
aisma (20, 47, 54, 55). Se podria agregar a lo anterior que la absor-
cidn y transporte son limitados no sélo por la cantidad de carbvhidra-
tos disponibles sino que también por el ritmo fotosintético prevalen-
te. Estc es sustanciado por el hecho de que la absorcién y transporte
se mantuvieron constantes cuando las condiciones lum{nicas no cambia-
ron durante el perfcdo de absorcién (tratamientos A—pA y B—B),
tn resumen se podrfa decir que el efecto del régimen de luz sobre la
absorcién foliar se manifiesta de dos maneras: primero cambiando el
contenido de carbohidratos y segundo, alterando el ritmo fotosintético
de la hoja.

Los resultados obtenidos sobre el efecto de la aplicacién de CNK
difieren de los de Arisz (1). Este investigador emncontrd inhibicién
de absorcién y transporte cuando el cianuro fue aplicado en la zona de

absorcién del ion Cl~ y ninguna inhibicién cuando se aplicé en la zona
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libre. El efecto estimulante del cianuro sobre la absorcién de sulfa-
to probablemente se debe a un aumento en la permeabilidad de las mem-
branas celulares de la epidermis., El efecto negativo del cianuro so-
bre la movilizacién del 835 puede estar relacionado con el transporte
activo del anién a través de las células parenquimatosas que rodean
los haces vasculares.

En cuanto a la forma de traslacién del sulfato se refiere, los
resultados obtenidos en estas pruebas no permiten llegar a una comnclu=
sién definitiva. Fue difficil conseguir una buena separacidn de los
compuestos en los cromatogramas debido al exceso de sales en los ex-
tractos de tallos. Obviamente, esto interfirid con la identificaciém
de las manchas. Sin embargo, se puede decir que en la planta de fri-
Jol una gran porcién del sulfato absorbido, ya sea por la raiz o por
las hojas, se moviliza como tal sin excluir la posibilidad de que tam-
bién sean transportados algunos productos de su metabolismo (metioni-
na, &cido cisteico, cisteina, etc.). Esto contradice en parte el
hallazgo de Nissen y Benson (32) quienes reportaron gque el azufre se

movilizarfa en forma de sulfato de colina.
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CONCLUSIONES

En el lavado de las hojas tratadas se determind que un lavado con
30 ml. de agua destilada era suficiente para rol§vor la soluecién
no absorbida por las hojas.

Durante las dos primeras horas la absorciém fue lenta, pero luego
se aceleré hasta alcanzar un mbédulo miAximo a las seis horas siguien
tes, para luego disminuir,

En general se puede decir que el ritmo de absorcidn de sulfato es
rdpido y que a las 24 horas se ha absorbido el 50%.

La cantidad de azufre radioactivo movilizado fuera de la hoja
aumenté con el tiempo.

La relacién azufre movilizade/azufre absorbido ho fue constante

y aumentd con el tiempo.

La absorcién de sulfato disédice no alcanzd diforencias signifi-
cativas al variar los pH de 2.20 a 8.80.

Variaciones en la intensidad lumfnica afectaron la absorcién y el
transporte. Este efecto parece estar asociado con el contenido de
carbohidratos de la hoja, as{ como con el ritmo fotosintético du-
rante el perfodo de absorciém.

El cianuro tuvo un efecto estimulante sobre la absorcién e inhibi-
torie sobre el transporte de sulfato cuando estos compuestos fue-
ron aplicados per separado.

El cianuro no tuvo efecte sobre la absorcién cuando éste y el sul-

fato fueron aplicados en el mismo sitio.
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Bajo condiciones naturales el sulfato aplicado en forma de un
circulo en la mitad de una hoja se mueve con mayor rapidez hacia
el apice que hacia la base.

La mayor parte del 835 incorporado via foliar o radical se mueve
en el tallo en forma de sulfato inorgénico. En menor cantidad

se puede trasladar come aminofdcidos u etras formas solubles.






RESUMEN

Se investigd la absorcién foliar de sulfato en plantas de frijel
cuando se variaban algunas condiciones fisiolbgicas, y la forma quimi-
ca en que éste se trasladaba dentro de la planta;, usando para elle
azufre-35.

Se utilizaron plantas de 10 a 15 dfias de edad de Phaseolus
vulgaris L., cultivadas en arena de rie o solucién nutritiva de
Hoagland N2 1 con micro-elementos. Se trabajé en invernadero e en
cuatro de crecimiento con control de luz y temperatura. Se hicieronm
seis experimentos: aj lavado de hojas tratadas; b) ritmo de absorciém
y trnﬁsporto de sulfato; c) absorciém de sulfato a distintos valores
de pH; 4d) absdrci&n y transporte del sulfato a distintos regimenes de
intensidad luminica; e) efecto del CNK sobre la absorcién y transpor-
te y £f) forma quimica de traslacién del azufre. Las soluciones radio-
activas aplicadas tenfan una concentracién de 0.05 M y una actividad
especifica que varié en cada experimento. La aplicacién se realizé
siempre en la capa superior de una de las hojas cotiledonares.

Se determind que: 30 ml. de agua destilada son suficientes para
lavar el sulfato no absorbido; que el 50% del sulfato es absorbido a
las 24 horas de aplicado; que el pH no influye en la absorcién; que la
intensidad lumfnica influye en la absorciém y transperte; que el cianm
ro no tiene efecto sobre la absorcién de sulfato si aquel se aplica en
la zona de absorcidén y en cambio aumenta la absorcién y disminuye la
movilizacién cuando se aplica en una zona libre. Finalmente se encon-
tré que el sulfato se mueve en gran parte como sulfato inorganico

tanto se aplique por via foliar como radical.






SUMMARY

Sulfate absorption by bean leaves was investigated. Likewise,
it was studied under various conditions in bean plants was investigat-
ed, as well as the chemical form in which sulfur was translocated in
the plants. Sulfur-35 was used throughout the experiments.

Ten to 15 days old plants ef Phaaoélns vulgaris L. were employed
in this study. The plants were growa in river sand or Heagland N2 1
nutritive solutions with microelements. Work was performed in a
greenhouse or in a growingroem with light and temperature control.

Six experiments were carried out: a) washing of treated leaves; b)
abserption rhythm and sulfate transport; c) sulfate absorption at dif-
ferent pH values; d) absorption and transport of sulfate at different
level of light intensity; e) KCN effect upon absorption and transport;
f) investigations on the chemical form of tramsport of sulfur. The
radiocactive solutions applied had a 0.05 M concentration and a specific
activity that varied in each experiment. Application was always
performed on the upper face of cotyledonary leaves.

It was determined that 30 ml. of distilled water were enough te
remove the unabsorbed sulfate and that 50% of the sulfate was absorbed
in 24 hours. pH has little effect upon absorption. Light intensity
has an influence on abserption and tramslocation. KCN has no effect
upon sulfate absorption when it is applied to the absorptien zene,
When KCN was applied to the free zome it increases absorption but
decreases mobility. Sulfur practically moves as inerganic sulfur,

regardless of the made ef applicatien.
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