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SUMMARY

SPECIFIC EFFECT OF Cl IONS ON NITROGEN NUTRITION OF YOUNG
TOMATO PLANTS

Cl can affect the nitrogen nutrition, appart from the accompanying cation, in
two different ways: an interaction with N(l))_ at the entry of the vacuole membrane
or a decrease of malate syntesis and its decirboxilation in the root. Tomato plant,
before flowering, were cultivated in nutrient solutions with 4 treatments of = Cl :
0—, 10—, 20—, and 30—meq/1, using KCl, CaCl,, and MgCl, mantaining the same

rolpéo;tion +of cations. At the end of the 4 weeks of experiment Cl , NO;, organic
RI, ,Ca" 7, and Mg " " contents in leaves, roots and tissue extracts were ‘analyzed.
Results show that both systems: interaction at the entry of the vacuole and the
effect on malate synthesis work conjointly. Therefore the total amount of organic
N is steady. As conclusion it is pointed out that this double mechanism could ex-
plain the dispertion of results in the literature, and could provide an important role
to the accompanying cation as unbalancing factor to one or another process.

-«

INTRODUCCION

No existe acuerdo entre los diferentes autores que han estudiado la
asimilacion de nitrogeno en condiciones de salinidad. Unos sefialan que
CINa induce deficiencia de nitrogeno (14) (16) y (29). Otros que la sa-
linidad no tiene efecto sobre la nutricion nitrogenada (5) y (22). Mien-
tras que otros encuentran que CINa favorece la asimilacion de nitrégeno
(18) (19) y (20).

Cadahia (1968) sehald la existencia de una interaccion entre Cl y
NOj en plantas de tomate, de forma que al aumentar la concentracion
de NO;3 en el medio.de cultivo, disminuia el contenido de CI en el in-
terior de la planta.

Esta interaccion podria explicarse a partir de los resultados de Cram
(1973) que encontro que la competicion entre CI" y NO3 se producia
en la membrana vacuolar y no en el plasmalema, estando la concentra-
ciéon de Cl” (o de NOj3) de la vacuola correlacionada con el logaritmo de
la suma de las concentraciones de Cl" y NO3 del medio y siendo negati-
va para cada uno de ambos aniones en particular, con respecto al otro.

Si ClI" compite con NOj; para entrar en la vacuola, pero no para en-
trar en el citoplasma, la concentracion de NOj del citoplasma se incre-
mentaria, lo que produciria un incremento de la tasa de reduccidn, ya
que el NO; citoplasmatico es el iinico metabolicamente activo (10) y
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(13), por lo tanto el contenido de nitrogeno organico debe aumentar,
aunque la concentracion de NOj de la vacuola disminuya.

Ben-Zioni et al (1970-71) encontraron una relaciéon estequiométrica
entre la reduccion de NOj y la sintesis de _malato, propomendo que el
malato sintetizado es transportado a las raices, utilizando K* como ca-
tion acompanante, en la raiz se descarboxila, cediendo al medio de cul-
tivo CO3 H que se intercambia con NO3. Puesto que en estomas se ha
encontrado que Cl™ inhibe la sintesis de malato (30), si esto se produce
a nivel de toda la planta, Cl” afectaria a la absorcion de NOj3 por las rai-
ces, existiendo menor transporte a la parte aérea por lo tanto disminu-
yendo el contenido de nitrogeno orgamco

Cualquiera de estos dos mecanismos relaciona directamente el Cl”
con la asimilacion de nitrogeno, sin tener en cuenta el ion Na*; sin em-
bargo Helal y Mengel (1979) consideran que el efecto de ClNa sobre el
metabohsmo de nltrogeno esta producido por una alteracion en la rela-
cibn Na* : K*.

Por ello este ‘trabajo se hizo para estudiar el efecto especifico de ClI'
en las plantas jovenes de tomates, con concentraciones totales en el me-
dio lo suficientemente bajas para evitar el efecto total de la salinidad
y utilizando una mezcla de CIK, Cl,Ca y Cl, Mg en concentracmnes fi-
siologicamente tolerables evitando la presencia de Na * que interfiera
con el efecto especifico de Cl'.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron plantas de tomate (Lycopersicum esculentum) de la va-
riedad ‘‘Marglobe’. Las semillas se pusieron en imbibicion con agua des-
tilada, durante seis horas y se sembraron en una cubeta con arena vol-
canica lavada. Se mantuvieron regdndose con solucion nutritiva diluida,
hasta que las plantas alcanzaron un tamafio de 12-15 cm. Se traSplanta-
ron a vasos de cultivo de 11 de capacidad, sujetandose a la boca del vaso
por medio de algodones que las fijaban a una malla de acero inoxidable.

Los vasos, con tres plantas cada uno y dotados de aireacion continua,
se situaron en una habitacion de cultivo con iluminacion artificial (luz
blanca de 500 W situada a 1,5 m de la boca del vaso de cultivo) mante-
niendo un fotoperiodo de 13 horas de luz y 11 de oscuridad, oscilando
la temperatura de 18 a 22°C. .

La solucion nutritiva utilizada como base en todos los tratamientos
fué la ‘“‘universal” de Steiner (1968) contemendo NO3 = 6,0 meq/1;
PO,H; = 0,5 meq/1; SO4 = 3,5 meq/1; K™* = 3,5 meq/1; Ca**=45
meq/1l; Mg**=2,0 meq/l anadiéndose los micronutrientes en las con-
centraciones adecuadas a partir de una solucion madre (26).

El cloruro fué anadido en forma de CIK, Cl, Ca y Cl, Mg, mantenién-
dose siempre la misma proporcion entre 1os cationes (K:Ca:Mg = 3,5:
4,5:2,0 meq/1) que en la solucion nutritiva basica. Se hicieron 4 trata-
mientos diferentes:

1.°— Control sin CI".
2.°—Cl" = 10 meq/1.
3.°—ClI'=20 meq/l
4.°—CI' = 30 meq/1.

Las soluciones nutritivas fueron renovadas completamente cada se-
mana, ajustandose el pH de la solucion inicial a 6,5 + 0,1 y midiéndose
el pH "al terminar el periodo semanal.
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Cada tratamiento se repitio cinco veces y el experimento dur cuatro
semanas.

Al terminar las cuatro semanas las plantas se recolectaron y se frac-
cionaron en hojas y raices que se pesaron y se secaron en estufa de aire
forzado a 70°C, pesdndose una vez secas, moliendo el material seco de
hojas y raices con un micromolino. Los tallos y peciolos se prensaron
f)ara extraer el liquido de los tejidos conductores, que a partir de ahora
lamaremos savia (de acuerdo con la terminologia de Hernando y Ca-
dahia, 1973).

El contenido de Cl en savia se determiné directamente utilizando un
clorimetro (Radiometer CMT10). En materia seca de hojas y raices se
extrajo con NO;H 0,1 N (1) y se determiné con el clorimetro.

El contenido de NO3 en savia se determin6 directamente y en mate-
ria seca de hojas y raices se extrajo con agua. En ambos casos se siguio
la determinacion colorimétrica de la intensidad de color desarrollada
por nitracién del 4cido salicilico en sulflrico en medio basico (7).

El nitrégeno organico, tanto en savia como en materia seca de hojas
y raices, se determiné mineralizando las muestras con SO4 H, concen-
trado y H, O,, valorando el nitr6geno amoniacal extraido por destila-
cidn al vacio con CIH 1/70 N, en un aparato Afora-Bouat (17).

Para los andlisis del contenido de Ca™*, Mg**, y K* se mineralizaron
las muestras, tanto de savia como de materia seca de hojas y raices, por
via humeda con una mezcla de NO;H y ClO4H: 2/1 (11). En el minera-
lizado los cationes Ca®™*y Mg** se determinaron por espectroscopia de
absorcién atémica, utilizando La*** para evitar interferencias. E1 K *
se determiné por fotometria de llama.

RESULTADOS

En la tabla 1 exponemos como indice de crecimiento los valores de
peso obtenidos en cada uno de los cuatro tratamientos. En los trata-
mientos con 20 y 30 meq/1 de Cl” se produce una disminucién de peso
que consideramos que estd producida por un efecto especifico de Cl" y
no de exceso de sales, ya que Maas y Hoffman (1977), a partir de los
resultados de varios autores, sefialan que la salinidad en tomates co-
mienza a disminuir el crecimiento de las plantas por debajo de -1,0 ba-
res de potencial osmotico en el medio de cultivo y en nuestro experi-
mento el tratamiento de mayor disminuciéon (Cl” = 20 meq/1) tiene

TABLA 1

Valores de peso seco (g)

Tratamientos Rafz Brote Total Brote/rafz
Control 0.13 1.19 1.32 9.15
Cl: 10 meq/1 0.13 1.25 1.38 9.61
Cl: 20 meq/1 0.10 - 0.72 0.82 7.20

Cl: 30 meq/1 0.12 0.79 0.91 6.58
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-1,16, bares de potencial osmoético, mientras que el peso seco total dis-
mmuye un 37,9% con relacion al control.

También en la tabla 1 podemos sefialar que Cl” presenta un efecto es-
pecifico mas acusado en la parte aerea de la planta, que en la raiz, por
lo que la relacion brote/raiz disminuye al incrementar la concentracmn
de CI” en la solucion nutritiva. La mayor resistencia de la raiz a la toxi-
cidad de Cl™ es una propiedad intrinseca, puesta de manifiesto por Tal
- et al (1978) utilizando cultivo-decallo de tomate derivado de raiz, ta-
llo”y hojas, y por lo tanto no depende de la acumulacion de Cl” en los
brotes, debida a la corriente de transpiracion, como habia sugerido
Greenway (1965).

El contenido de Cl™ en hojas, raices y savia (tabla 2) aumenta al in-
crementar su concentracion en la solucion nutritiva. El contenido de
CI” .en savia coincide con los valores sefialados por Cadahia (1968) y
Luque et al (1980) aunque son ligeramente menores debido a que las
plantas aun no han llegado a la floracion y el ClI” se acumula a medida
que envejece la planta (15).

Los valores de NO3 en hojas, raices y savia (tabla 2) disminuyen al
aumentar el contenido de Cl en la solucion nutritiva (y en la planta).

Destaca el alto contenido de NOj en la savia, esto es normal en plantas
de tomate y se debe a que la reduccion se realiza principalmente en las
hojas (27) sirviendo los peciolos y tallos de organo de almacenamiento
de NO; al igual que ocurre con las plantas de maiz (9), si tenemos en
cuenta que 1 1 de savia es aproximadamente equivalente a 100 g de
materia seca (suponiendo un 89% de agua) su contenido en NOj es cua-
tro veces superior al de hojas y raices. Esto hace que el efecto de CI'
disminuyendo el contenido de NOj3 en la savia sea mucho mas acusado
que el efecto sobre hojas y raices.

Los contenidos de N organico en hojas y raices disminuyen muy li-
geramente, no siendo las diferencias encontradas significativas (5%) en-
tre los diferentes tratamientos de CI'.

En la tabla 2 se exponen los contenidos de K*, Ca** y Mg* " en hojas
y raices (% de peso seco) y en savia (meq/1). En matenal y métodos ex-
poniamos que en la solucion nutritiva los tres cationes aumentan su
concentracion en valor absoluto al incrementar el contenido de CI'
manteniéndose constante la proporcion entre los tres. Sin embargo se
observa como en materia seca de hojas el contenldo de K * permanece
constante mientras los contenidos de Ca**y Mg** seincrementan. En
raices los contenidos de los tres cationes permanecen constantes y en la
savia se produce el aumento de los tres. En todos los casos, los conteni-
dos de K*, Ca®*" y Mg** son normales (31). El incremento de los tres
cationes en la savia estd de acuerdo con los resultados de Palomino
(1980) y se produce al aumentar la concentracion de los tres en la solu-
cion nutritiva.

DISCUSION

En las figuras 1 y 2 se correlacionan los contenidos de Cl" y NO; en
savia, hojas y raices, que se ajustan a rectas con un coeficiente de corre-
1a01on superior a 0, 9 en los tres casos. Esta interaccion de C1' y NO3 ha
sido ya sehalada por diferentes autores, como exponlamos en la intro-
duccién (2, 6 y 29) y puede ser debida al mecanismo comun de entrada
en la vacuola (8, 25), si tenemos en cuenta que la vacuola representa un



TABLA 2

Contenidos en las distintas partes de la planta

Tratamiento Anal. — meq/100 g m-s. — %dem.s.

Cl NO3 N-org. K* Ca*? Mg**

Control HOJA 16,9+1,4 30,4+ 1,6 5,3 2,77 2,82 0,87
RAIZ 5,4+ 0,3 276+ 1,8 4,5 3,77 4,80 0,80
SAVIA* 44,3+ 2,3 129,4 + 15,7 — 116,60 30,00 29,90
Cl HOJA 54,1 + 5,6 25,9+ 0,6 5,1 3,07 3,45 0,98
10 megq/1 RAIZ 44,5 + 3,7 22,3+ 0,9 4,5 3,56 5,00 0,85
| SAVIA* 88,8 + 4,9 98,2+ 4,2 — 124,50 70,20 30,90
Cl’ HOJA 72,6 +1,6 18,0+ 0,2 4,8 2,07 3,38 1,18
20 meq/1 RAIZ 58,9 + 4,2 12,4+ 0,6 4,4 3,20 5,40 0,80
SAVIA* 109,2 + 3,9 56,4 + 3,4 — 150,30 82,50 37,30
Cl HOJA 80,9 + 3,9 17,7+ 0,4 4,8 2,43 3,94 1,22
30 meq/1 RAIZ 69,6 + 5,8 11,3+ 0,5 4,1 3,48 5,00 0,80
SAVIA* 141,7+6,8 25,6 + 3,5 — 163,10 135,00 44,00

* ],0s valores de savia estdn expresados en meq/1 de savia.

VAVNIDOULIN NOIODIYLNAN VINA 10 14
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porcentaje bastante elevado del volumen celular, cualquier accion que
afecte a su contenido serd facilmente detectable a nivel de planta com-
pleta y mds especialmente a nivel de tejidos conductores que son los
mds vacuolizados y por lo tanto donde sera mayor el efecto de Cl” so-
bre NO3; como se puede observar en la tabla 2, al estudiar los contem-,
dos de NO3 en la savia.
. 8i el efecto de Cl se produjera unlcamente a nivel de membrana va-
' aeualar el contenido de NOj en el citoplasma aumentaria y por lo tanto
también lo haria la tasa de reduccion, provocando el incremento del
- eontenido de nitrogeno organico, no obstante vemos que este conteni-
do se mantiene practicamente invariable al aumentar la concentracion
de Cl en la solucién nutritiva (tabla 2), lo que nos indica que no es esta
la Gnica explicacion a la interaccion Cl™ : NO3.

Los resultados de Shaner y Boyer (1976) en plantas de maiz, ponen
de manifiesto que el flujo de NO;3 a la hoja es el factor que regula la
actividad del enzima nitrato reductasa. De acuerdo con la hipotesis de
Ben Zioni et al (1970/71) y los resultados de Van Kirb y Raschke
(1978), expuestos en la introduccion, el ion CI' puede afectar a la ab-
soreion y al transporte de NOj3 por interaccién con el malato, produ-
ciendo un efecto antagonico al senalado en el parrafo anterlor, esto es,
disminuyendo la tasa de reduccion, por disminucion del flujo de NO; a
las hojas. Nuestros resultados sefialan que este sistema también podria
estar actuando en tomates:
~ a.— Con relacién al K ¥, en la figura 3, podemos observar como su
proporc1on en las hojas y en la savia, con relacién a los demas cationes,
disminuye al existir Cl” en el medio de cultivo, aunque su valor absolu-

N SAVIA

40 T

HOJAS RAICES

20 +

¢ 10 20 30 0 16 20 30 C 10 20 30 Cl1° meq/l

. . + .
Fig. 3: Porcentaje de K sobre el total de la suma de cationes (meq)
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to en la solumon nutritiva aumente. En la raiz, sin embargo la propor-
ciéon de K* permanece constante, lo que nos 1ndlca que la recirculacion
de K* no es total. La menor necesidad de K * en la planta al aumentar
Cl” es clara si suponemos este anion estd sustituyendo al ac. malico, ya
que este Gltimo necesita dos K* como cationes acompaifiantes, mientras
que CI solo precisa uno.

b.— En todos los casos se produce a lo largo de la semana que se man-
tiene la misma solucion nutrltlva una disminucion del pH de ?a solucion,
pero esta disminucion es mas acusada en el tratamiento de mayor con-
centracion de Cl™ (tabla 4) particularmente en la 4.2 (y (ltima) semana
de tratamientos. Esto podria estar producido por una disminucion con-
siderable de la descaboxilacion de malato, por lo que se cede menor
cantidad de CO3z;H™ al medio, factor 1mportante en la hipotesis de Ben
Zioni.

TABLA 3

Valores de pH de las soluciones nutritivas después de cada semana de tratamientos.
El pH inicial fué en todos los casos de 6,5 + 0,1

Semana
Tratamientos [a 5 a 54 L2
Control 4,1 5,2 5,7 5,4
Cl: 10 meg/1 4,3 4,9 4.7 5,0
Cl': 20 meq/1 4,4 5,0 4,9 4.6
Cl: 30 meq/1 4,0 4,7 4.6 3,9
CONCLUSIONES

Hemos visto que Cl” puede interferir con nitratos por dos vias distin-
tas: la primera por una interaccion por la entrada en la vacuola y la se-
gunda por un efecto sobre la sintesis de malato. La aceptacion de la
primera hipotesis, exclusivamente, llevaria implicito un aumento del
contenido de nitrogeno orgédnico, mientras que la aceptacion segunda
produciria una disminucion del contenido de nitrogeno orgénico. Pues-
to que nuestros resultados muestran muy poca variacion del nitrogeno
organico al aumentar Cl en la solucion nutritiva y en la planta, conclui-
mos que ambos. procesos deben estar actuando conjuntamente, de for-
ma que se establece un equilibrio entre la absorcion, transporte, flujo a
la hoja y reduccion del NO; que hace que permanezcan invariables las
concentraciones de nitrogeno orginico dentro de las concentraciones
estudiadas.

Esta doble posibilidad de actuacion del ion Cl en la planta, puede ex-
plicar la gran disparidad de resultados que aparecen en la literatura so-
bre el tema y que senalabamos en la introduccion, ya que de acuerdo
con las concentraciones utilizadas, el tipo de metabolismo fotosintéti-
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co y todas las variables externas a la planta que pueden actuar sobra la
absorcidn, transporte y reduccion de NOj haran que prevalezca un me-
canismo u otro, y puesto que sus acciones son antagonicas, los resulta-
dos pueden ser completamente diferentes de acuerdo con las plantas y
las ¢ondiciones experimentales. Dentro de este apartado es donde cabe
sefialar la importancia del catién acompafante del CI” que puede ser
uno de los factores que mas afecte a las condiciones de trabajo, al pro-
vocar. el desplazamiento del metabolismo de la planta hacia una u otra
hipétesis.

RESUMEN

i #.El Cl, de forma independiente al cation acompanante, puede afectar a la nutri-
; ﬂ n nitrogenada por dos vfas diferentes: una interaccién con NOj a nivel de mem-
- brana vacuolar o una disminucion de la sintesis de malato y por lo tanto de su pos-
terior descarboxilacién en la rafz. Se utilizaron plantas de tomate, antes de la flo-
icién y se cultivaron en solucién nutritiva con 4 tratamientos de Cl : 0-, 10-; 20- y
«me?ll, afadidos en forma de CIK, Cl,Ca y Cl,Mg manteniendo en todos los
- tratamientos la misma proporcion entre cationes. Al final de las cuatro semanas de
gporlmento se analizaron CI°, NO7, N organico, K+, Cat*y Mg*+ en materia seca
‘hojas y rafces y en savia. Los résultados muestran que ambos procesos: la inte-
umibn por la entrada en la vacuola y el efecto sobre la sintesis de malato, actuan
“sonjuntamente, de forma que el contenido de N orgdnico es estable. Se concluye
ialando que este doble mecanismo podrfa explicar la dispersion de datos de la li-
eratura y darfa un papel importante al catién acompanante como factor desequili-
rador hacia un proceso u otro.
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