UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA
Departamento de Fisiologia Vegetal

TESIS DOCTORAL

Aspectos fisiologicos de la fitotoxicidad por manganeso en
phaeseolus vulgaris

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Charlotte Poschenrieder

DIRECTOR:

Juan Barcelé Coll

Madrid, 2015

© Charlotte Poschenrieder, 1980



T
147 |

Charlotte Poschenrieder p 2
=

*

A A
QT
5309854836

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LA FITOTOXICIDAD POR MANGANESO
EN PHASEOLUS VULGARIS

Departamento de Fisiologia Vegetal
Facultad de Farmacia {;L-,\ﬁ?iﬁré;ﬁ
Universidad Complutense de Madrid S
1981 o

2IBLIOTEC A



© Charlotte Poschenrieder

Edita e imprime la Editorial de la Universidad

Complutense de Madrid. Servicio de Reprografia
Noviciado, 3 Madrid-8
Madrid, 1981

Xerox 9200 XB 480
Pepdsito Legal: M-1216-1981



CHARLCTTE  POSCHENRIEDER

"ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LA FITOTOXICIDAD POR MANGANESO EN
PHASEOLUS VULGARIS"

Dirigida por: Prof. Dr. Juan Barceld Coll.
Departamento de Fisiologfa Vegetal
Facultad de Farmacia
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

Junio, 1990 -



II

DON JUAN BARCELO COLL, CATEDRATICO Y DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE
FISIOLOGIA VEGETAL DE LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD -
COMPLUTENSE DE MADRID,

CERTIFICA : Que la Licenciada Ofia Charlotte Poschenrieder ha rea-
lizado bajo su direccidn y en el Laboratorio de la —
Cdtedra el trabajo que, para optar al Grado de Doctor
en Farmacia, presenta con el tftulo:
" ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LA FITOTOXICIDAD POR MANGA
NESO EN PHASEOLUS VULGARIS *
Considerando concluida la presente memoria autorizo -
su presentacidn a fin de que pueda ser juzgada por el
tribunal correspondiente. Y para que asi conste firmo
el presente certificado en Madrid a treinta de mayo -~

de mil novecientos ochenta,




I11

Agradezco profundamente al Prof. Dr. D. Juan Barceld
Coll, Director del Departamento de Fisiologfa Vegetal de la -
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense y de esta
tesis, su gran ayuda y continuo estfmulo que hicieron posible

la realizaciédn de la misma,

También mi sincero agradecimienta a Esperanza Tori ja
Isasa, Prof. Ayudante de la Cdtedra de Bromatologfa y Toxico-
logfa, por su ayuda prestada en las determinaciones de absor—

cidn atémica.

Asimismo quiero expresar mi gratitud al Dr. Gregorio
Fraile Ramos del Instituto Jaime Ferran del C,S.I.C. de Madrid
por el suministro de diferentes cepas de Bhizobium y sus con-

se jos respecto a la técnica mds adecuada de inoculacidn.

Finalmente doy las gracias a todos los colaboradores

del Departamento de Fisiologfa Vegetal.

Gran parte del trabajo de esta tesis ha sido posible
por la ayuda econdmica recibida con una Beca de Formacidn de
Personal Investigador concedida por el Ministerio de Universi-
dades e Investigacién, a quién hago también extemsivo mi reco-

nocimiento.



v

A mi marido,

mis hijos y

mi madre, ——
agradecifndoles la paciencia

conmigo y con mi traba jo.



I NDTIOCE

Pgina

1) INTAOOUCCION

1.1, ESENCIALIDAD DEL MANGANESO PARA LAS PLANTAS .... 2

1,2. ABSOFCION Y TRANSPORTE DEL. MANGANESO POR LAS —

H—ANTAS LR N NE N EE RN AR R IR B AN A IR B B a

1.3. FUNCIONES DEL MANGANESD EN LAS PLANTAS .vvesvass ?
1.3.1. Participacién del menganeso en la foto—
SINteSiS sueesavescascsrvsccsvavonsncsnas 3

1.3.2. Participacién del manganeso en la reduc—
cién del nitrato por las plantaS c.eeeees 13.

1,3.3. Otras acciones del menganeso sobre 8l —

metabolismo vegetal ....cevsscecsscsaccas 15

1.3.4. Acciones del manganeso scbre el desarro—

1lo mediadas por fitohormonas ....ceceees 19

1.4, TOXICIDAD PARA LLAS PLANTAS DEL EXCESD DE MANGA~

NESO cecceccoscosesavsoasenssasessoncosnnnnanvens 20

veelene



VI

Pégina
1.4,1, Efectos téxicos gererales sobre el cre-
cimiento y el metabolismo de las plan—
£B3 secncecssscrenssssosesasavesssracas 21
1.4,2, Efectns sobre la simbiosis planta
RhiZObiM cecseavscovevecsseccacnsnscronse 23
1.4,3, Sensibilidad y tolerancia de las plan—
tas al exceso de maNganNES0 ..eessesssce 24
2) 0BJETO DEL TRABAUJO seveevncsnsnnns 28
3) MATERTIAL Y METODOS steacaseannsnsae 0
3,1, CONDICIONES DEL. CULTIVO ceevssessevssaasssoves 31
3.2. TOMA DE MUESTRAS ..sevesovecccesscsssssscssune 36
3.3. CAPACIDAD GERMINATIVA ,..cseescesccccssoansane 39
3.4, DETERVMINACIONES ANALITICAS ceveevasscccsscanves 39
3.4.1, Determinacién del crecimiento .eeseoase a0
3,4,2, Determinacidn del manganeso en planta . 40
3.4,2,1, Micrométodo de la formeldo—
xima seBsesEEBRRRGOEVESNEOROEISUDRTS 40
3.4.2.2, Determinacifn del Mn y Fe por
espectroscopfa de absorcién —
atémica secansencncacescsncnee a4

AT



VII

3.4,3, Determinacién espectrofotométrica de las -

pmtainas eslssci et sesaneRrent s RRENN S

3.4.4. Determinacién espectrofotométrica de las -

clorofilas @ y b ceevrervennovcccncrsccass

3.4.5. Determinacién espectrofotométrica de los —

carotsnoidesS ,..eceesvesacevscsssscccaness

4) RESULTADOS Y DISCUSION

a.1.

4,2,

4.3.

CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LAS PLANTAS ...cuesese

4,1,1, Sfntomas generales 8xtBrnNoS seeeecvecsscccse
4,1.2, Crecimiento longitudinBl .ceeeececescencose

4,1.3, Peso fresco y PeSO SECO .eeeacesssscesscns

CONTENIDO DE MANGANESO E HIERRO EN LAS PLANTAS ..
CONTENIDO DE PADTEINAS EN LAS PLANTAS .ceeseceses

CONTENIDO DE CLOAOFILA TOTAL, CLOROFILA a Y OLO-
ROFILA b EN LAS PLANTAS .. secssssecessssencese

CONTENTIDO DE CAROTENQIDES EN LAS PLANTAS ..ceeee

DISCUSION GENERAL susecscssenvcccacnssssonanenne

Pégina

a9

51

51
78

Sa

113

140

152
192

199

caslees



VIII

S5 CONGCGLUSTIONES sseeseecasescacsncancenancs

6‘ BIBLIOGHAFIA (AR A A AN E RN N NN ENENENENENERNEH:S:]

Pégina

207



. I N T R ODUCTCTIODN




. INTRODUCCION

1.1. ESENCIALIDAD DEL. MANGANESO PARA LAS PLANTAS

De acuerdo con los criterics de Arnan y Stout ( 12 y 13) se consi-
dera gque un elemento es "esenclal” para las plantas si cumple los siguier—

tes requisitos:

a) El elemento debe ser especffico para la plenta, Asf no podrd —

sar sustituldo por otro en sus acciones fisiolégicas,

b) El1 elemento debs ser necesario para todo el ciclo biolégico del
desarrollo de la planta.

c) E1 elemento debe actuar directsments sobre la nutricién y no —
por correccidn de alguna condicién, microbioldgica o quimica, -

desfavoreble del suslo u otro medio de cultivo.

Basado en esta definicién parece haber un acuerdo bastante unédnime

(73 y 118} por sl que las plantas superiores requisren 19 elementos:

c, H, 0, N, P, 5, K, Ca, Mg, Fe, Me, Cu, Zn, Mo, B, Cl, Na, Si, y
Co.

No obstante, no se ha establecido la esenciabilidad de todos ellos
para las plantes inferiores y el sodio, silicioc y cobalto no han sido demos

trados como slementos esenciales para todas las plantas superiores.

De una forma algo arbiltraria, segdn los niveles en planta de cada
alemento, se distingue entre macronutriente ( C, H, O, N, P, S, K, Ca, Mg,
{Na, y S1) y micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, B y Cl).

ved/one



Esta clasificacidn ha sido objeto de algunas crfticas pues algdn mi
cronutrients, como es el caso dal mangansso, puede presentarse en concentra—
ciones de plantas tan elsvadas como la de algdn macronutriente (S & Mg). Men—
gel y Kyrkby (118) han aportado una clasificaci6n mds racional fundada en el
comportamiento biogqufmico y en las funciones fisioldgicas del elemento

(Tabla 1)

Tabla 1.~ GClasificacién de los nutrientes de las plantas (118)

Elemento Forma de absaorcidn Funciones bioquimicas

19 grupo en forma de CDZ.H:OS, Consti tuyentes mayores de la materia or
-
C,H,0,N,S H>0, 02, NO3,NH;, No, génica, Elementns esenciales de grupos
S0q, S0p. atdmicos que e23tdn implicados en proce-

Los iones de la solu- sos enzimdticos. Asimilacién por reac—
cién del suelo, los -
gases de la atmosfera,

ciones de é6xido-reduccidén,

2% grupo en forma de fosfatns, Esterificacidn con grupos alcoholicos =

P,8,51 4c. bdrico 4 borato, nativos en planta. Los ésteres fosfato
silicato de la solucidn estdn implicados en reacciones de trans
del suwelo. ferencia de ersrgfa,

3°T grupo en forma de iones de - Funclones no especfficas en el poten—-—

K,Na,Mg,Ca 1la solucidn del suelo. cial osmético. Reacclones mds especifi-

Mn, Cl cas por 1las que la conformacidén de la -

proteina enzimdtica logra su estado —

&ptimo (activacisn enzimAtica). Puente

entre sustancias reaccionantes. Balance

de los aniones difusibles y no difusi—

bles,

eee Jonn



4¢ grupo en forma de iones &§ Presente predominantements en forma -
Fe,Cu,Zn, quelatos de la solu de quelato incorporedo al grupo prostd
Mo cién del suelo. tico. Capacidad de transports elsctrd-

nico por cambio de valencia,

De acuerdo con los anteriores criterios el manganesoc €8 un micronu-
trients esencial para las plantas que &stas capten en forme de iones de la -
solucidn del suelo y que por su mecanismo de accifin es adscribible al grupo
32 de la clasificacién de la Tabla 1,

1.2. ABSOACION Y TRANSPORTE DEL MANGANESO POR LAS PLANTAS

La disponibilidad de manganeso de un suelo viene influida por diver
sos factores que inciden en el equilibric entre las varias formas de mangane
so del sumlo., La fraccién mds importants, desde el punto de vista de la nu—
tricidn vegetal, es la correspondiente al Mn2+ . Entre los factores mAs im—
portantes que, por su influencia sn los procesos de oxidacién-reduccidn del
suelo, participan en la regulacién de la disponibilidad de mangeneso pare —
las plantas estdn: el pH del suelp, contenido de materia orgénica, actividad
microbiana y humedad del suslo. De acuerdo con ello los suelos 4dcidos presen
tan una mayor disponibilidad de manganeso por su mayor solubilidad y el en—
charcamientn favorece los procesos reductores y, por ello, una mayor diSponl._
bilidad de menganeso para la planta, '

veedeen
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Yeavccion MnO,

Esquema de Dion y Mann (48) del ciclo de oxddacidn- reduccidn del -

manganesg en el suelo.

Sa considere Que la absorcidn por las plantas del manganeso viere -
regulada metabolicaments (126) pudidndose presentar fendmenos de competicidn
con otros cationes (111). A efectos fisioldgfcos un caso especialmente inte-
resente son las intereciones del Mn y Fe en la absorcidn de ambos nutrien—
tes. En generael, el excesa de manganesc induce deficiencia de hierro, como -
se ha comprobado pera la patata (101) 8 en soja (160}, sobre todo para sumi-
nistros altos da hierro. Por esta razdn se explica que se hayan corregido —
toxicidades por manganeso en sucaliptos con pulverizaciones con hierro ( 156)
Leach et al (1D a) han encontredo velores éptimos de le relacidn Fa/Mn que
oscilan de 1,5 a 3 para las vjur.lias y de 0,5 a 5 para el tomate., Efectos pare
cidos se han publicado pare otras especiss vegetales, asf con el algodén —
(138), abeto Ocuglas (19), linc (123) y garbanzo (2). Kirsch et al (98) hen

gatudiado las interacciones del manganeso, hierro y molibdernc en el tomate -
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y camprobaron que la mdxima efectividad da la adiccidn de hierro para com—
pensar los efectos depresives de los incrementos de manganeso se corrigen -
con aumento del molibdeno. Osawa et al (140) han descrito efectos del exce—
so de mangeneso atribuible también a la interaccidn con hierro (sintomas de

deficiencia de hierro) en espinaca, tomats, judia y pimiento. Somers y

Shive (160) establecieron que el manganesc por su alto potencial redox es —
capaz de oxidar el Fe **_5 Fe ++%, por 1o que una alta absorcidn de man-
ganesa convertirfa al hierro divalents, fisioldgicemente activo, a la forma
inactiva. Sobre todo en presencia de elevado contenido en fdsforov precipi—
tarfa como fosfdto férrico que podrfa ser responsable de la aparicién de ——

las deficiencias en hierro,

Ya en 1948 Hewitt (81) establecid que el manganeso, tal como era -

de espesrar por sus propiedades qufmicas, muestre interacciones en la absor-~

cién y transpaorte por las plantas, tanto con metales alcalinotérreos
(Mg +* ycatt) como metales pesados (Zn y Fe). Posteriores imvestiga—

ciones (35, 78, 153 y 155) han confirmado estos primeros hallazgos.

Otra influencia resefada en la absorcidn del menganeso se relacio-
na con el tipo de nutricidn nitrogenada, En generel, el suministro de nltrd
geno como NO 5 dd uos niveles superiores de Mn 2+ que en forma do ——-
NH  (157). Ests hecha se ha interpretado mds que por una competicidn espe-
cffica entre Mn 2+ y NH; como un proceso mds general de la influencia de -

la nutricidn nitrogensda en el balance catidn- afiidn de la planta (97).

Se considere que el manganeso es un slemento poco mdvil en la plan
ta (187). €n observaciones realizadas con exudados de tomate (172 y 173) y

en extractos de “"rye grass" [30) se ha comprobedo un comportamiento slec—

trofordtico dirigido hacia el cdtodo, lo que puede hacer pensar que el

veeleen



manganeso es transportado en la planta en forma de Mn 2+ y no en forma de
complejo argédnico. No obstante, Hofner (86) ha deducido una sstrecha asocia
cidn entre el manganeso y la fraccidn de los aminodcidos e hidratos de car-~

bono en al exudado de Helianthus annuus. En este mismo sentido, sl andlisis

de la savia del floeme en el ricino (176 y 177) presenta sélo uniones limi-
tadas del mangansso & los constituyentes orgdnicos de la savia, encontréndg
se de un 60 al 70 % del manganeso en forma de catidn simple. Un aspecto in-
teresante es la sugerencia de Sutcliffe (167) de que los complejos orgdni—
cos pusden reducir sl transporte del menganeso a las extremidades superip-
res de la planta, Entre las escasas aportaciones en este drea hay que citar
la caractarizacién por Dieckert et al (46) en semillas de cacahuete de la -

manganina, una manganoproteina cuya funcidn pare la planta se descoroce.

Una interaccidn prometedora sobre todo para los casos que por ex——
ceso de manganeso se producen efectos de toxicidad es la establecida entre
el manganeso y el silicio. En 1957 Williams y Vlamis (185) hallaron que la
adicién de eilicio mejoraba la distribucidn del manganesc en plantas de —
cebada, Desde entonces toda una serie de aportaciones hablan en favor de —
que el silicio decrsce la absorcidn excesiva del manganeso, Asf Lewin y -—
Reimann (103) han encontrado valores superiores de manganeso en plantas ——
deficientes en silicio sobre las normales. Resultados parecidos fueron ob—
tenidos en tomate por Peaslee et al. (144). Okuda et al. (136) han comproba
do que las plantas de arroz con buen aporte de silicio muestran mayor oxidg

cién del manganeso.

1.3. FUNCIONES DEL MANGANESQO EN LAS PLANTAS

A pesar de que la mayorfa de indicios que se poseen hablan en favor
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de una escasa movilidad del manganeso en la planta, la deficiencia de man—
ganesa conduce a una clorosis que aparece generelmente en gl meséfilo de —
las hojas viejas inferiores, indicando una cierta movilidad del elementa en
la planta. Las clorosis que aparecen en los tejidos meristemdticos de plan-
tas deficisntes en mangeneso hen sido interpretadas por Daby (51) en el sen
tido que en el curso de la sfntesis de clorofila el hierro sea sustituido -
en el precursor hierro -8-protoporfirina y transformado luego en la megne-—
sip-O-protoporfirina. La deficiencia en manganaeso conducirfa a uns intarmg
cidn de la sintesis de clorofilas y, por el contrario, su surnistro a las
hojas establecerfa ura elevacidn del contenido de clorofilas,

Se considera que el elevado potencial redox del manganeso
( +0,8 V) y su capacidad ds cambio de valencia Mn * X s Mn + ++ juegan un
pepel central en las funciones del manganeso en la p;anta {4). De aguf que
sea un regulador esencial de muchos procesos de dxido-reduccidn de la plan—
ta, Para la mayorfa de especies los niveles criticos de deficiencia suslen
oscilar entre 15 y 25 ppm de manganeso referido a peso seco en las partes -

superiores de la planta.

1.3.1. Participacidn del manganeso en la fotosfntesis

El orgdnulo mayormente afectado en una deficiencia por mangansso —~
es ol cloroplasto. Ademds de la participacidn, ya citada anteriorments (51}
en la biosfintesis de la clorufila, el manganeso interviene directamente so-
bre todo en los procesos de la fotdlisis del agua (reacciédn de Hill) liga-
dos al fatosistema II. Ya diversos investigedares (4) en los afios 50 descu-

brieron que la deficiencia en manganeso disminufa sensiblemente la intensi

Y



dad fotosintética y, por el contrerio, no alteraba la respiracidn, medida -
como intercambio de gases. También se han descrito pruebas de la necesidad
de manganeso pare el mantsnimiento de la estructura del cloroplasto

(14, 148 y 170).

Por 21 momento la fotdlisis del agua es uno de los procesos menos
conocidos de la operacidn de las reascciones lumfnicas de la fotosfntesis, -
No obstante, se dispons ya de un cuerpo suficiente de evidencias por las —

que el manganeso se situa en un lugar clave de este proceso.

De un moda formal la fotdlisis del ague puede representarse en Fo_r_'_
ma do una reaccidn de oxddacidn-reduccién, cuyo potencial a pH 7 es de —
0,81 V, para lo cual para formar una moldcula de oxIgeno se requiere sepa-

rar cuatro electrones de dos moléculas ds agua:
2024 e +aH +
Se sabe con seguridad { 47, 76 y 150) que para el desprendimiento

fotosintdtico de O se precisa de manganeso y cloro y gue probablemente par
ticipan en el sitio de desprendimientn de O5.

N

MADP

Q‘\\\\\Q

P-300"
4L H#,0
vt ME)»: -(80° 7£u
;‘lou H" ‘7"\,_

Esquema de la participacién del Mn"en la fotdlisis del Hy,0 y de su

situacién en la operaciédn de los fotosistemas.

"./'0.



10

€l desprendimiento de O, va asociado al fotosistema II (PSII). La
energfa de un cuanto de luz roja (1,8 sV) es suficiente pare inducir la —
separecién de cargas en el centro de reaccién del PSII, por lo gue se ori-
gina un oxidants fuerte Z+ y un reductor débil @ = (76):

zcma Yo oem* a-—>z%chg”

{separecidn { transferencia
de carga) electrdénica —
desde Z)

El estado redox de Z + debe ser mds positive que + 0,8 V, ya que -

as el potencial medio necesario para oddar el agua y hay evidencia de que

z M no interacciona directamente con el agua. Se desconoce, por el momento,

la naturaleza de Z, que actur como dador eficiente de elsctrones pars
P 6380 * (centm activo del PSII), pero si se sabe que la separacidn de car-

gas de PSII ocurre en la membrana del tilacoide:

Tnyiakoia
mlmurane

H0

30, « 2"

hade outside

Dicho esquema puede ser integredo en el modelo de estructura mole-
cular (174) que explica el aprovechamiento de la energfa lumfnica en la ope
coslune
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racidn de los fotosistemas en forma de la energfa de un grediente electro——
quimico producido por la separacidn de cargas y la concentracién de H + en
el interior del tilacoide, proceso que estd en la base de la teorfa de —
Mitchell para la fotofosforilacidn. Fundamentalmente por técnicas bioffsi-
cas da medicién del desprendimiento de 02 por aplicacién de destellos de -
luz se ha generalizado la interpretacidn de Kok (150) por la que el enzima

del desprendimiento de

NADPH

Matex (Stronia) '
NAGP®
2HT
L

Fettudaxin

Plasto-
Qquinane
shuitle

inner oant gl Inviakaid

Esquema del modelo molecular de la estructura y operacidn de los fotosiste-

mas en el tilacoide (174).

02 pueds hallarse en cuatro sstados cargados fotoactivos, S (modelo del —

estado-S):

hv W ho hv
———D

SD -——931—'}52—-—?8 S

3 a

coslaes
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En cada reaccién se almecena una carga adicionel en el lado oxidap_
te del PSII hasta alcanzar el estado Sa en el que se han acunulado cuatro ~

cargas pasitivas, Le sigue un proceso de reaccién oscurat

Sa+2H0 —= S, + 0+ 4 H

Hay svidencies indirectas (76) de que el "acumuledor de carga" pue
de implicar al manganeso, debido a que el manganeso puede presentarse en —
diferentes estados de oxidacién, No abstante, se desconoce la naturaleza —
qufmice de ests colector de carga. Se considera que se requieren 4 dtomos
de Mn por centro de reaccidn del PSII., Por acumulacidn de cuatro cargas se
descompondrian rdpidamente dos moléculas de agua para dar una molécula de -
02.

En concordancia con sste papel del manganeso en el PSII estd la —
observacidn de que la eliminacién de manganesc en el cloroplasto determina
la incepacidad de desprendimiento de 02 pero no afecta a las reacciones del
Fotosistema I (PSI). Precisamente los argumentos mds convincentes en favor
de la asociacién del manganeso con el sitio de desprendimiento de 0, provig
ne de experimentos de fotorreactivacidn con algas y cloroplastos, por los -
que la actividad de desprendimiento de 0o en algas crecidas en medios defi-
cientass en Mn puede ser restablecida por una fijacidn de Mn inducida por la

luz al sitio de desprendimiento del O, (47).

De acuerdo con e2llo la influencia del manganeso en el complejo ~—
global de la fotosfntesis abarca fundamentalmente los siguientes aspectos -
en el caso de la deficiencia de este elemento en las plantas (4) :

a) formacién deficiente de clorofila por interrupcién de los pasos
intermedios de la sfntesis de clorofila y de los impedimentos -
del metabolismo lipfdico recesario para la formacidn de los ti-
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lacoides del cloroplasto.

b) inhibicién de la fotslisis del agua y, como consecuencia, del
desprendimiento de 02 a nivael del fotosistema II.

c) dificulta la reduccién del CO, por deficiencia en coenzimas —
reducidos (NADPH,) y de fosfato rico en energfa (ATP).

1.3.2. Participacién del manganesg en la reduccién del nitreto por las
Elantas

El proceso de reduccidn de los nitratos (105, 107, 108 y 134) estd
acoplado a una necesidad de aporte de poder reductor que puede enlazar di—
rectaments con la fotosintesis en los tejidos verdes de la planta o estar -
acoplado al suministrov energético de las mitocondrias en los tejidos donde

anquella ng es operativa, como es el caso, por ejemplo, de las reaices.

En efecto, el proceso reductor de 1los nitratos requiere de 8 w———

electrones:

+5 = -3
B e
NO; —— NHy
En un principio se considerd que esta reduccidn ocurrfa en una se-
rie de pasos parciales, deducidos mds bien bajo un criterio puramente quimi
co, que transcurrian con reducciones parciales con 2y T .La primitiva —
hipdtesis de Meyer y Schultze, en 1894 (12D), establecid cuatro pasos par-—

cialss con la participacién de 2 electrones en cada unoc de ellos:

NO3 _2e- NO; _2e_ (NoW) 25, nHy o0 2957 Ny

Aunque el tema es aun muy controvertido, los estudios de la carac-

evelens
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terizacisdn de los sistemas enzimdticos responsables de estos pasas interme-
dios, los resultados contraedictorios obtenidos muchas veces y un plantBEmia_rl
to mds crftico del problema ha permitido deducir (107 y 180) qua, en reali-
dad, la sscuencia de pasos se reduce a dos, una primera reduccién que re-—
quiere dos electrones y cataliza la reduccién del nitrato a nitrito median-
ts la nitrato reductasa y un segundo proceso de reduccidn directa del nitri
to a amonio catalizado por la nitrito reductasa y que requiere del aporte -

de seis electrones:

- 2e”
NO 5 —22 o _6e
3 TN03 Rasa ZNGZRaa N

En la primera interpretacidédn, con varios pasos enzimdticos de re——
duccién del nitrato a amonio se han aportado diversos ballazgos experimntg
les (4) de presencia y necesidad del manganeso para la actividad de la ni——
trito reductasa de soja por el grupo de Nason y de la Hidroxdeminoreductasa
de Neurospora (20 y 84). Planteamientos mds recientes ( 107) de acuerdo con
la segunda versidn del proceso reductor y la caracterizacién de la nitrito
reductasa (sirohemo ) han guitado importancia al hecho y, en todo caso, de
ser cierta esta falta de accién directa sobre la reduccidn de los nitritos,
no obstantse, el descenso de la reduccidén y asimilacidén de los nitratos en -
las plantas deficientes en Mn podrfa deberse a un efecto indirecto, ya que
la reduccidn de los nitritos depende de la ferredoxine reducida como dador
de electrones, la cual es suministrada por la cadena fotosintética de trans
porte de electrones que se ve perjudicada por la deficiencia de Mn, tal co-
mo hemos visto en el apartade 1.3.1. La necesidad de aporte energético

(ATP) en la asimilacién del amonfaco a aminodcidos (34) se ve frepada, por

la misma razdn, en déficit de manganeso lo gque coadyuva aun mds 8 18  ~—

ceelens
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explicacién de este efecto indirecto de la desficiencia de manganeso.

1.3.3. Otras acciones del manganeso sobre el metabolismo vegetal

Numerosos procesos enzimdticos estdn regidos por la intervencién -
de elementos nutrientes de forma que, bien sea como sustratos, como compo—
nentes de metabolitos o activadores o inhibidores pueden afectar las propor
ciones de gran ntmero de reacciones catalizadas enzimdticamente, En los se-
res vivos estas reacciones no operen aisladaments sino que, mds bien, uma -
reaccidn enzimdtica forma parte de una compleja red de reacciones interde——
pendientes, cada una influenciada 2 influenciando a las otras., Esta secuen—
cia altamente integrada de reacciones enzimdticas es lo que caracteriza a -

1los procesos metabdlicos o fisioléglcos.

£l papel clave que pueden llegar a jugar los nutrientes minerales
en la planta se debe precisamente a su intervencidn en reacciones enzimdti-
cas especfficas (175}, en la regulacién de las secuencias y cadenas de ——
reacciones en numeroscs puntos de control y en la influencia sobre las fun—

ciaones fisiocldgicas complejas.

El manganeso pertenece al 3°7 grupo de la clasificacidn fislolégi-
ca de los nutrientes vegetalas (K, Na, Mg, Ca, Mn y C1 } (ver apartado 1.1)
En muchos casos el manganeso sjerce funciones celulares idnicas no especIfi
cas de regulacidn del potencial osmdtico en los orgénulos celulares o en —
el mantendimiento del balance idnico.

Se conocen también muchas acciones especIficas sobre numerosos sis

temas enzimdticos (151). En la Tabla 2 se indican algunos de los enzimas —

-no/'oo
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que son activados por el Mn, Como se deduce del andlisis de dicha tabla, el
manganeso afecta a procesos metabdlicos muy variados (149), entre los que -
cabe destacar la activacién de los procesos de la fosforilacién celular y -
muchas reacciones de oxidacifin y descarboxilacidn del ciclo de Krebs (26 y

163), eparte las ya descritas pare los procesos fotosintdticos (1.3,1, y —
1.3.2.)

Tabla 2 Enzimas activados por iones manganosos (133a)
Enzimas Metal
Glucoquinasa Mg:, Mn::
Hexoquinasa MgH_, MnH
Fosfoglucoquinasa MgH. MnH_ - -
Fosfoglucomutasa MgH, MnH_, Co , Cr
Ac. fosfoglicéricoquinasa Mg , Mn , Zn
M
Adenosinquinasa Mg_t:v "*:_t -
Argininquinasa Ca_» M, Mg
NAD quinasa MgH, Mn
Levadura apirasa NlnH_
Glutamil transferesa Mn
+ ++
Glutamin sintetasa Mg_H_, MnH_
Defosfo-CoA quinasa Mg M"‘H_
Pirdvico carbaoxilasa Mgﬁ, Mru+
Pirdvico oxidasa Mg, MﬂH_ - -
Oxalacético descarboxilasa Mg _.» Co_ ., Zn , Mn
Isocftrico deshidrogenasa Mg » Mn
Oxalsuccfnico descarboxilasa MnH_ -
~cetoglutarato oxidasa MgH_. MﬂH_
Enzima mélico MnH. COH-
Enzima condensante Mg Mn_H_ - - -
Levadura faosfatasa Mg;!_—t, MnH_, Co , Fe , Ni
Fosfatasas &cida y alcalina Mg , Mn y otros
A ', cot, MR T
rginasa ! ! L + —+
Lacitinasa CaH_. MgH_. CoH, in , Mn
Cisteina desulfidrasa In , Mg , Mn
-+ 4 ++
DNasa MgH, Mn , Co , Fe
Nitrito reductasa MHH_
Hidroxilamina reductasa M
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En la Tabla 3 (5) se resumen los principales enzimas que pertici-
pan en reacciones ds fosforilacidn y que se sabe gque son activados por —
Mn'H'. Se supone que en estos enzimas la funcidn del manganeso es parecida -
a la del MgH, al que en muchos casos puaeden sustitudr, por ﬁgmacidn de —

puentes entre el pirofosfato y sl enzima o el sustrato.
Tabla 3

Activacidn de reacciones de fosforilacién por el Mt (s)

Fosfoquinasas - -
Mg, Mn
Glucosa + ATP —_——— Glucosa -6 - fosfato + ADP
Hexaquinasa
Mg+, Mt
Glucosa-~1-fasfato + ATP => Glucosa-~1,6-difosfato + ADP
fosfoglucoquinasa
Fosfotransferasas - -
Mg, Mn
1,3- difosfoglicerato + ADP ——— 3-fosfoglicerato + ATP
fosfotransferaesa
m-{""' Mn +
Enolilfosfopiruvato + ADP —_— Piruvato + ATP
fosfotrensferasa
Pirofosfotransferasas - -
Mg v Mn
FMN 4+ ATP —_— FAD + PP1i
pirofosfotransferasa

Fosfatoesterdeshidrogenasas
glucosa fosfato

Glucosa -6~ fosfato + NADP+ ————————> B-fosfogluconato + NADPH + H+
deshidrogenasa

Fasfomutasas - -
Mg Mn

Glucosa 1-fosfato — >  Glucosa-6-fosfato
fosfoglucomutasa
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Fosfatasas y pirofosfatasas

~4a Vg H' un -3 +
P_0O + HO = 2P0 +2H
27 2 4
fosfatasa -
Ca H', Mn +
ATP >  ADP + PL
pirofosfatasa
CaH', Mn h
—=> AMP + Pi
pirofosfatasa

Entre los enzimas del ciclo de Krebs que son activados por el man-
ganeso cabe citar {26 y 190) la isocitrato deshidrogenssa, cetoglutarato —
oxidasa, malato deshidrogenasa y el enzima condensante. La descartoxilacién
del oxalacetato a piruvato, catalizada por la oxalacetato descarboxilasa, -~

es activada también por el mamganeso.

Otros enzimas en los que se reconoce la participacidén del mangane-
so son las aminotransferesas (55}, peptidasas y arginesa (65). Para el caso
de la arginasa se supone que la activacién de la hidrolisis de la arginina
s2 logra por formacidn de un comple jo entre el manganeso, el enzima y el —
sustrato, por el que el metal pesado causa un cambio de resonancia del ion
guanidimum y un aflojamientn de la molécula del sustreto por rotura de la

unidn C-N, lo que Facilita el ataque hidrolftico por el enzima (5).

En experiencias con giresol (192) se ha comprobado que el hierro y
el manganeso influyen en la actividad de la catalasa y de la citocromo oxi-

H
dasa. Ultimamente se tienen evidencias de que el Mn afecta marcadamente

R .
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la actividad de la glutamina-sintetasa (117, 121, 122 y 139). Se conocen re
gulaciones de las RNA polimerasas I y IT dependientes de DNA (S2) y de la -
fosfoenolpirdvico carboxilasa (42 y 131).

En otro orden de ideas se ha comprubado (58) que el un " y MgH' y
a veces el Ca“ son cofactores de la accién del fitocromo (18) sobre el po-
tencial de membrena y puede explicar porque la planta de dia corto Lemna —
perpusilla puede florecer en dfa largo en presencia de cchre. La actividad
de las lectinas de guisante se ha comprobado que tienen un requerimiento —
de Mn 'y ca ™ (102). €n 1es plantas C, del tipo asportato, sl erzima mdli
co dependiente de NAD requiere de Mn (151).

En resumen, el manganeso puede actuar como un activador de una am-—
plia variedad de enzimas que incluyen los que catalizan reacciones de oxi—
dacidn-reduccién, descarboxilaciones, hidrélisis y transferencias de gru-—

pos.

1.3.4, Acciones del manganeso Sobre el desarrollpo mediadas por fitohormonas

€n los apartados anteriores (1.3.1, 1.3.2, y 1.3.3.) hemos consi—
derado la participacién del menganeso, directamente 6 como activaedor, en —
muchos procesos enzimdticos del metabolismo de la planta. De este modo el -
manganeso juega un papel en la regulacién del metabolismo intrecelular, Pe-
ro estas acciones se supone que puedsn terer también un alcance en la regu-
lacidn intercelular de las plantas, por una serie de evidencias de que se -

dispone sobre la accidn del manganeso sobre algunas fitohormonas.
De entre ellas la mds estudiada y la que se supone que puede me—

ceeloes
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diar mas acciones, en las deficiencias 4 en el exceso de manganeso en plan-
ta, son las auxinas. Morgen et al (127 y 128) hen comprobado que el exceso
o la dsficiencia aumenta las destruccidn in vitro de la auxina por incre-—
mento de la AIA-oxidasa en algodédn. Otres veces se ha sefialado (119) que —
el manganesp estimula la reaccidn inducida por sulfito en la autoxidacidn -
enzimdtica del AIA, actuando los iones manganeso en la transferencia elec—
trdrmica entre el sulfito y los redicales libres del ATA. Para Steward (168)
la peroxidasa es la responsable de la oxidacidén del Mn + a Mn +++, 8l ————
cual permite el ataque a la auxina. Segdn Maclachlan et al (113) y Munford

et al (133) en presencia de Mn * ibre se consigue por descarboxilacidn y
oxidacidn del AIA un radical metilindol que por influjo del oxfgeno atmnsﬁg
rico se convierte en el radical indolperoxido que es oxidado por la 4cido -
indol acédtico oxidasa, Por el redical fendlico que se forma el Mn * serfa

reoxidado @ Mn T (4). La reversién por el manganeso del efecto inhibito——
rio ejercido por las giberelinas sobre el crecimiento de las raices de sor-
go (25) ha sido interpretado en el sentido de que el excaeso de manganeso —
favorece la oxidacién de la auxina por cuya mediacidn se cree que, en este

caso, actuan las giberelinas sobre el crecimientao.

Aunque es muy dificil adjudicar el papel exacto que juega el man—
ganeso en la regulacidn de la actividad de la ATA-oxidasa y si esta regula-
cién de los niveles de AIA es un proceso clave de los posibles efectos del
menganeso sobre el crecimients, un hecho que debe destacarse es gue 8l —

M A y los monofernoles son cofactores de la activacidn de la ATA-oxidasa.

1.4, TOXICIDAD PARA LAS PLANTAS DEL EXCESQ DE MANGANESO

Ademds de su cardcter de micronutriente esencial para las plentas,

verlees
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a mayores concentraciones (consum de lujo), se han descrito muchas ac

ciones téxicas del manganeso (30, 32, 33, 36 y 37),

Segdn Labanauskas (100}, los suelos en los que con mayor frecuen—
cia se encuentra exceso de manganeso o las prdcticas de cultivo que pueden

contribulr a ello son:

1) suelos fuertemente dcidos

2) falta de aireacidn del suelo que reduce la forma mangdnica

(vn **) a manganosa (un ™)

3) emplea de fertilizantss dcidos

4) aplicacién al suelo de compuestos de manganeso durante muchos -
afios lo que ha ocurrido en los suelos arenosos y Acidos de Flo-
rida, En efecto una amplia gama de traebajos concuerdan con esS—
tas conclusiones. (29, 49, 60, 62, 64, 665, 71, 75, 77, 83,89,93
141, 153, 168 y 184),

1.4.1, Efectos téxicos gLenerales sgbre el crecimiento y el metabolismo de -

las plantas.

Se ha descrito una gren diversidad de acciones provocadas por el -
excesp de manganeso Sobre el crecimiento de las distintas especies de plan-
tas (9, 10, 11, 36, 95, 138 y 141). En general, se presentan una serie de —
sfntomas a concentrecliones criticas en las que todavfa .no se ve afectado el
crecimiento. Otre caracterfstica suele ser que es mds afectado el cresimien
to de las partes adreas que el de las rafces. Entre los sfintomas de cardc—

ter general producidos por el exceso de manganeso se citan cloruosis inter—

ceslien
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venales o en los bordes de las hojas, necrosis de hojas, disminucidn de su
tamaiio y manchas necrdticas de las mismas (35, 68 y 69). Entre los dafios —
especificos causados por el exceso de manganeso en plantas se han descrito
el "crinkle leaf" en el algoddn (189), la "stem streak necrosis” de la pa—

tata (152) y la "internal bark necrosis" del manzano (54 y 61).

De la especie Phasmolus vulgaris se disponen ya de una serie de re
sultados referidos fundamentalmente a los sfintomas y caracteristicas del —
crecimiento (7, 17, 36, 77, 39, 130, 143 y 147) que guardan un gren pareci-
do con los ya descritos con cardcter general, En muchos casos se ha obsewg
do la presencia de puntos o manchas pardo-negruzcas en los tallos y pecio—
los 8 incluso en las hojas, junto con sintomas de “crinkle leaf" (7,17,‘ 36,
37,89, 130 y 147). SegGn Bussler (36 y 37) estas manchas o puntos serfan —
precipitaciones de MrnCl2 por las que la planta se defiende asf de las altas
concentraciones de Mn H(?, 95 y 96). Segtn Horst et al (99) estas precipi-
tacionas se localizan preferentemente en las paredes celulares de células -
cercanas al sistema de los vasos y la intensidad de precipitacién de manga-
neso no sélo depende del contenido de manganeso sino también de la edad de
la hoja, siendo mayor con el tiempo., Junto a estas precipitaciones de man—
ganeso son también s{ntomas caracteristicos del exceso de manganeso la pre-

sencia de clorosis (35, 91 y 130).

Las altas concentraciones de mangareso que reducen el crecimiento -
de la planta han sido atribufdas al efecto activante del Mn '@ sobre la —
AIA-oxidasa y por tanto mediadas por su efecto sobre leos niveles de AIA, —

como ya hemos considerado en el apartado correspondients (+1.3.4.)

Algunos efectos del exceso de manganeso se sSupone gue vienen con-

dicionados por las interaciones del manganeso con otrus elementos., Asf se -
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ha comprobado que el menganeso a altas concentraciones puede inducir la de-
ficiencia de hierro en las plantas {3, 33, 38, 44, 101, 109, 123, 132, 135,
158, 160 y 168). Osawa et al (140) distinguen dos tipos da dafios causados a
la planta por el exceso de manganeso, caracterizados por clorosis interve—
nal de las hojas superiores, en un caso, y por clorusis del borde de las ho
hes inferiores, con manchas necréticas. E1 primer caso lo atribuyen a una -
deficiencia de hierro, mientras que el segundo mas bien se deberfa a una —
acunulacidn de manganeso en exceso, Relacionado con ello estd el hecho que

el suninistro de hierro puede mejorar los efectos perjudiciales del exceso

de manganeso, tal como ya hemos comentado anteriormente (1.3.1.). Ligado a

esta interrelacién Mn-Fe, en ciertos casos, (98) se ha comprobade gue tam-

bien puede venir condiclornado por los niveles de molibdeno. La induccién —
por altas concentraciones de manganeso de deficiencias de hierro en las ——
plantas ha recibido distintas interpretaciones. En unos casos, se considera
que depende de efectos competitivos en el proceso de la absorcidn y trans—
porte del Hierro {172) o, en otros, de una competicién por el metal pesada

inhibitorio para los sitios funcionales de uniédn del hierro (24).

Entre las distintas acciones metabdlicas causadas por el exceso -
de mengsneso cabe citar la accidn mutagénica sobre el DNA de levadura {15),
el increments en la sfntesis de dcido ascérbico y carotemos, en la germina-
c16n del mafz (114), el aumento de los niveles de ~{ —cetodcidos en Avena -

sativa y Triticum satiwvum, disminucidn del peso seco en la remolacha azuca-

rera (171) y una multiplicidad de acciones scbre los enzimes que ya han si-

do resefiadas en los correspondisntes apartados (1.3.2. y 1.3.3.).

1.4.,2. Efectos sobre la simbiosis planta-Rhizobium
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Se disponen de varias evidencias de efectos perjudiciales del exce
so de manganeso sobre la simbiosis de las leguminosas con las bacterias del
género Rhizobium en el proceso de la fijacidn bioldgica del N2 atmosfeéri—
co. Dobsreiner (50) ha estudiado la toxicidad del manganeso sobre la nodula
cién de Phaseolus vulgaris en suelos dcidos con alta disponibilidad ds man-

ganeso para las plantas, A partir de 25 ppm de manganeso en sl medio nutri-
tivo en cultivo de arsma hall$ descenso del 30 al 60% en el porcentaje de
N total ds la planta., Este mismo autor interpreta que los resultados obteni
dos con distintas variedades de plantas y de Rhizobium se deben a las condi
ciones de solubilidad del manganeso en el medio y a la diferente tolerancia
para el manganeso de las diferentes variedades, Otras eportaciones en este
4rea dan resultados semejantes y parsecen indicar la existencia de interre——
laciores entre Ca y Mn y Mg y Mn en los efectus sobre la nodulacidén
(70 y 88).

1.4.3. Sensibilidad y tolerancia de las plantas al exceso de manganeso

Un hecho distintivo a destacar es la gren diversidad de toleran.—
cia que muestran las distintas especies frente a la toxicidad por incremen~

to en los niveles de manganeso (23, 24, 63, 67, 68, 69, 78, 89 y 163).

Dessureaux (45) ha atribufdo la tolerencia al manganesoc de la alfalfa a ge-

nes aditivos de escasa o nula dominancia.

Los gemas responsables de la tolerancia al manganeso pare distintes
genotipos de Lactuca sativa han sido localizados en un mapa cromosdmico -

(s3.)

Se ha dado diversas interpretaciones sobre las causas de esta to—
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lerancia al manganeso. Asf se ha atribufdo a una reduccidn de la absorcién,
a un descenso del transporte del exceso de manganeso a las partes superio—
res, a un mecanismo de exclusidn del manganeso por las raices e incluso a -
una mayor tolerancia a altos niveles de manganeso en los tejidos de la plan

ta (67, 63, 69, y 1689).

En el mafz se requiere del orden de 20 veces mds de manganesa en —
la solucidn nutritivae para producir toxicidad que en el caso del cacahuete
(23). Parece ser que la sensibilidad al manganesoc del cacahuete va asociada
con la acumulacién de manganeso en las hojas, mientras que la reduccién del
transporte de éste en el mafz se debe a la reduccidn del trensporte del mis

mo desde las raices a los tallos y hojas.

En otros casos, la tolerancia se debe también en parte a una reten
cién del exceso de manganeso en las reices (3). La tolerancia de mucras es-
pecies a los suelos dcidos (disponibles en manganeso divalente) susle coin-
cidir con la tolerancia al exceso de manganeso en las soluciongs nutritivas

(73 y 1s3).

Otra variacidn a destacar son los niveles criticos gue en las dife
rentes especies provocan la toxicidad por manganeso. ara el casoc de la ju-
dfa, guisante y cebada se han dado valores de 1000,500 y 200 ppm, respecti-
vamente (133). Andrew et al (3) indican valores de 300 ppm de manganeso en

Medicago sative y de 1600 ppm en Centrosema pubescens.

Para ciertos casos de clorosis del borde de la hoja, en la "inter-
nal bark necrosis" la toxicidad se relaciona con la acumulacidén de mangane-
so mds gque con la concentracién global, del manganeso en las partes suwpe—
riores.

Diversos factores climdticos inciden también en la regulacidn de -
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las plantas al exceso de manganeso, Este es el caso sobre todo de la tem—
peratura y de la intensidad de luz, Por elevacién de la temperatura en cul
tHwos de soja, a pesar de ocurrir una mayor absorcién de manganesao, se pre

sentan menos sfntomas de toxicidad. {78).
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2, 08BJETO DEL TRABAJO

De la anterior revisidn bibliogrdfica se deduce la esencialidad -
del manganeso para las plentas y su participacién en una gran diversidad -
de procescs metabdlicos. Por sus concentreciones y funciones en la planta -
se suele incluir al manganesoc entre los micronutrientes, £n la planta por -
debajo de las concentraciones criticas se presentan tfpicos efectos de defi
cienclia y por encima, con distinta tolerencia pare las diferentes especies,
fendmenos de toxicidad. Entre las interecciones del manganeso con otrus me-
tales, respecto a la absorcién 'u a sus efectos fisioldgicos, hemos visto qwe

sa ha citado frecuentemente al hierro como uno de los mds decisivos,

En nuestro trabajo hemos continuado la lfnea de investigacidn que
ya'hebfamos iniciado anteriormente (16, 17 y 147) y a fin de poder observar

los efectos sobre la especie Phaseolus wvulgaris del exceso de mangeneso se

han considerado tres tipos de experimentos distintos.

En la experiencia I se han considerado los efectos sobre las plan-
tas de distintas concentraciones de manganeso (cercanas al umbral crftico -
de fitotoxicidad) en solucidn nutritiva con suministros altos de hierro en

forma de Fe-EDOHA (Sequestrene} e inoculecién con Ahizobium phaseclii para

la fijacidn simbiética del Np atmosférico, en ausencia de otre fuente de

nitrdgens a la solucidn,

En la experiencia II, pare un estudioc comparativo con la variante
antef:lor y & fin de pbservar la interrelacidn Fe/Mn, se descendieron los —

niveles de Fe-EDDHA, manteniéndose el resto de condiciones iguales,

€n la experiencia III se amplid el margen de concentraciones en —
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axceso de manganeso, incluso muy por encima de las concentraciones criticas
que provocaban los sintomas iniciales de fitotoxicidad, a la par que se sus
tituyd la nutricidén nitrogenada de fijacidn éimbidtica del N, por el suni—
nistro directo a la solucién nutritivae de N en forma de nitratos, como otro
de los posibles factores que intsraccionan con la absorcidn y efectos del ~

manganeso en las plantas,

Las tres series de experiencias abarcaron todo el ciclo biolégico
de las plantas, desde la germinacién de las semillas hasta la fructifica—
cién y senescencia, con muestreos repetitivos de periodicidad como mfnimo -
semanal que correspondfan a las distintas fases del desarruvllo de Phaseoglus
vulgaris (semilla, plantula, estado vegetativo, prefloracién, floracién, —

fructificacién y senescencia).

Por la incidencia del exceso da manganeso sobre el desarrolle de -
las plantas han sido consideradas las caracterfsticas del crecimiento en —
cada fase, La participacién del manganeso en la fotosfntesis (biosintesis -
de pigmentos y fotdlisis del agua, entre otros) y el papel central gue ésta
juega en el metabolismo vegetal nos ha inducido a seguir el curso de los ni

vales de los pigmentos fotosintéticos.

En las experiencias I y II han sido estudiadas las interrelaciones
del Fe/Mn y seguido sus niveles intermos, especialmente en la serie de expe
riencias II., También en ambas series de experiencias se ha considerado el -
contenido de proteinas solubles a fin de poder detectar el posible efecto -

del manganeso sobre la nutricidn simbidtica del Ny en Phaseplus wvulgaris. -

En todas las experiencias se bha estudiado por sepaerado, en parte aérea y en

rafz, cada una de las fracciones analizadas.
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P A RTE E X P ERIMENTAL

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. CONDICIONES DEL CULTIVO

Como material de experimentacién se ha utilizado la judfa —

(Phasenlus vulgaris L,) Contender de mata baja, cuyas semillas fueron sumi

nistradas por la casa Vilmorin,

Para conseguir un medio nutritiveo éptimo controlado las ex—
periencias se han realizado en cultivo en jardineras de pldstico de 30 x 20

cm con solucidn nutritiva y perlita como sustrato inerte.

Como fuente de manganeso Se usé en todos los experimentos —

50,Mn.H,0 (Merck).
Se han realizado tres tipos diferentes de experiencias,

Experiencia I: no sa suministraron en la solucidn nutritiva ni nitratos ni
amonio, en su lugar los cultivos fueron sembrados con semi-

llas inoculadas con Rhizobium phaseolii; el hierro, en es—

tas experiencias fue suministrado en dasis altas con

Fe-EDDHA (Seguestrene)

Experiencia II: igual que I pero dosis inferiores de Fe-£EDDHA

Experiencia III: el N fue suministreado a las plantas con la solucidn nutri
tiva en forma de nitratos y se mantuvieron niveles bajos de

hierro como Fe-EODDHA en las mismas dosis que en II.

caelene
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Para las experiencias I y II se utilizd la fdrmula nutritiva de -

Evans modificada (53):

S0,C8.2H,0 teverancasereerantscnaneas 1'033 g/1
SOMI.TH,0 waevnnernriananreoncsnscnns 0'493 g/1
SOK,  sessenecenrintiniianciaeiiiinas 0'279 g/1
PoaHzK Y 0'023 g/t
POLHK, ereeeraneaneoneineratianeinaanes 01145 g/1
CLLA tereereranersenncaseasoncencnnes 0'056 g/1

FE-EDDHA 4.veeecessacnssscsrasassasaaree 16'67 mg/1
L R TTTT PP PR PP PPPPRPPPRS 1143 mg/1
SOMN. Hy0 teveviicennnnaciennnnnatnions 102 mg/1
S0,Zn. 7H,0 4eerenesarennrnsnntesiaosans 022 mg/1
S0,Cu. 5H,0 ceverreneseancnnevencnannans 0'08 mg/1
C1lCo. 8H,0 ceverncrrnnnnncossnncrancnas a*10 mg/1

L]
MOO,Na, . 2H 0 wevenerinnnnsnsonnccanes 0'0s my/1

Las experiencias I recibieron 16'67 mg/1 de Fe—EDDHA (Sequestre—
ne), mientres gue las IT 3'33 mg/l de Fe-EDDHA,

En el caso de los experimentos de la serie III fue utilizada la -

férmula nutritiva de Long Ashton (32) modificada por nosotros:

NOJK teveeesnarenneenaensnneeoncncnane 0'505 g/1
(N03)2 CB sevecevsvassosessrvrsaasannas 0'320 g/1

| ]
PO,H, NaL2H,0 wevnrnnninanennnccnnnnas 0'203 g/1

[ ]
SOMG. 7Hy0 teernnnenrennananenneraanns 0'369 g/1

EDDHA —F8 veeeacovesecasasssosssscsanne 3'334 mg/1

eaedven
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BOHy eveencneraeannniiacenancaananes 1'430 mg/1
SOMN. H,0 ereeeneesaecncanacnnneneans 1'020 mg/1
80,2n. '7H20 0'220 mg/1
SO, Ca. SH,0 veevcecnnncrannarancans 0'080 mg/1
€1, COuAH,0 seeeriovernssnnnsassaeeses 07100 mg/1

CINB sieveeaseroreccasoccacanscassssons 5'350 mg/1

En la Tabla 4 se indican las distintas concentreciones de mengane
so que fueron suministradas a los diferentes lotes de plantas pare cada una
de las tres experiencias planteadas. Para las experiencias I (con alto ni—

vel de Fe-EDDHA 8 inoculadas con Rhizobium phaseolii) se dispusieron de cua

tro lotes de plentas, de cuatro jardineres cada uno (total por lote, 120 —
plantas): el lote control recibid unicamente solucién nutritiva, a los —
tres lotes restantss se les suministrd cantidades adicionales de manganeso

para alcanzar concentraciones del orden de 10 ppm, 40 ppm y 80 ppm de Mn, -

respectivamente. Las experiencias II (bajo nivel de Fe—EDDHA e jnoculadas -

con Ahizobium phasenlii )} ss distribuyeron también en cuatro lotes de plan-

tas, de cuatro jardinerss cada uno (total por lote, 120 plantas): sl lote -
de plantas control recibid unicamente solucidn nutritive, a los tres lotes
restantes ademds se les suministrd manganeso pare alcanzar concentraciones

del orden de 10 ppm, 40 ppm y 30 ppm de Mn, respectivamente, La Gnica va—

riante entre las experiencias I y II era, puéds, los niveles de hierro. Por
Adltimo, las experiencias I1I, (bajo nivel de Fe-EDDHA y nitratos en la so-
lucidn nutritiva en lugar de la inoculacién por Hhizobiums) se dispusieron
en ocho lotes de plantas de cuatro jardineraes cada uno (total por lote, —
120 plantas}: el lote de plantas control recibié Onicamente solucién nutri-
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tiva, a los siete lotes restantes se les suministrd ademds manganeso hasta

alcanzar concentraciones de 10 ppm, 40 ppm, 30 ppm, 160 ppm, 300 ppm ———

500 ppm y 1000 ppm de Mn en la solucidn nutritiva, respectivamente,

Tabla 4

Distintos tipos de tratamientos, con concentraciones téxicas de manganeso,

a que fueron sometidas las plantas de Phaseolus vulqaris L. Las plantas ——

cantrol recibieron el mismo volumen de solucidn nutritiva normal.

Experiencia

Tipo de tratamiento

I
Fe-EDDHA: 16'67 mg/l
Rhizobium phaseolii 403-2

IT
Fe—EDDHA: 3'33 mg/1
Ahizobium phaseolii 403-2

III
Fe-EDOHA: 3'33 mg/1
Nitratos

Sol. nutrit. de Evans modificada (Control)

" ” ”

+ S0 . Mn { 10 ppm)

q
+ S0, Mn ( a0 ppm)
+ 50, Mn (80 ppm)

B T T e T T

Sol. nutrit. de Evans modificada (Control)

+ S0, Mn ( 10 ppm)
+ 50, Mn ( 40 ppm)
+ SO, Mn ( 30 ppm)

Sol. nutrit. de Long Ashton modif. (Control)

" " "

" "w w

" " "

" " +50,Mn (10 ppm)

" " +50,Mn {40 ppm)

" "+ S0, Mn(83 ppm)
coedens
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Nitratos Sol. nutrit. de Long Ashton modif. (Control)
" " " " " 450 aMn( 160 ppm)
“ " " " " 4+50,Mn(300ppm)
" " " " w 45p aMn( S00ppm)
" " " " " 450 4Mn( 1000ppm )

La sglucién nutritiva correspondiente a cada tratamiento se reno—
vé dos veces por semana a fin de mantener estable el contenido y las proper
clones iédnicas de la solucién y el valor de su pH. E1 pH de la soluciédn era
6,4,

Para el cultivo de las plantas se adecud una habitacidn del lLabora
torio fuertements iluminada por luz natural, Las variaciones de humedad y -
temperatura oscilaron dentro de unos mdrgenes estrechos, En la Tabla S se -
indican las temperaturas mdxima y mInima y la humedad relativa, medias, co-

rrespondientes a los meses que durd el cultivo de las experiencias.

En cada serie de experiencias previaments a la siembra las semi—
llas se esterilizaron con 012 Hy 0,5 % durante cinco minutos y despuds se —

lavaron varias veces con agua destilada,

En la serie de experiencias I y II las semillas, une vez esterili-

zadas con Cleg y lavadas con agua, se inocularon con Rhizobium phaseplii -

403-2 suministrado por el Instituto Jaime Ferren del C.5.I.C. de Madrid., —
Para ello se suspendiervn los gérmeres en un tubo de ensayoc con aproximada-
ments 20 mililitros de agua destilada y en esta soluciédn se sumergieron las

semillas,

cci/-l-
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Tabla 5

Valores medios, expresados en grados centfgrados, de las temperaturas méxi-

ma y mfnima y de la humedad relative durante los meses que dureron las expe

riencias,
Mes Temperatura Temperatura Humedad
médxima mfnima relativa
Octubre 21 oC 15 oC 8a%
Noviembre 23 oC 21 oC 600
Diciembre 23 oC 19 oC 60%
Enero 23 ¢C 17 e°C 57%
Febrero 24 °C 20 oC 9%
Marzo 25 eC 20 °C 60%
Abril 21 o°C 17 oC 7%
Mayo 22 °C 18 oC 7%

3.2. TOMA DE MUESTRAS

Las experiencias abarcaron todo el cicleo vegetativo de Phaseolus
vulgaris L. desde la germinacidn de las semillas hasta la fructificacidn y
senescencia de las plantas. Para cada muestra varid el némerc de plantas —
elegidn, segin las caracterfsticas del crecimientsc en cada estado Fisioldgi
co de la planta. En todos los casos se procedid previamente a la eleccién -

de las plantas mds representativas de cada uno de los lotes.

Las caracterfsticas del crecimiento y desarrollo de las plantas —

RV
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fueron seguidas por medicién del crecimiento longitudinal de las plantas y
de los valores de peso fresco. El peso seco se determind a partir de las —

plantas destinadas al andlisis intermno de manganesa.

En 1= Tablas 6, 7 y 8 se datallan, respectivamente, las fechas de
toma de muestra y la edad de las plantas pare cada una de las muestras toma

das caon las variantes experimentales I, II y III.

Tabla 6

Fecha de toma de muestra y edad de las plantas correspandiente a los experi

mentos de la seris I con Ph, vulgaris.

Muestra Fecha de toma de muestra Edad plantas
o 24 octubre 0 dias
1 5 noviembre 12 dfas
2 3 noviembre 15 dfas
3 12 noviembre 19 dfas
q 15 noviembre 21 dfas
5 20 noviembre 26 dfas
&6 25 noviembre 32 dfas
? 25 noviembre 34 dfas
8 11 diciembre 47 dfas
9 15 diciembre 50 dfas
10 9 enero 76 dfas
1" 14 enero 81 dfas
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Tabla ?

Fecha de toma de muestre y edad de las plantas correspondiente a losS expe—

rimentos de la serie IT con Ph, vulgaris.

Muestra Fecha de toma de muestra Edad plantas
0 15 enero 0 dfas
1 26 enero 11 dfas
2 30 erero 25 dias
3 4 febrero 30 dfas
a4 11 febrero 37 dfas
5 18 febrero a4 dfas
6 25 febrero 51 dfas
7 3 marzo 58 dfas
3 10 marzo 65 dfas
Tabla 8

Fecha de toma de muestre y edad de las plantas correspondiente a 10S eX—

perimentos de la serie III con Ph, vuggari .

Y
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Muestra Fecha de toma de muestre Edad plantas
¢] 25 marzo 0 dfas
1 4 abril 10 dfas
2 7 abril 13 dfas
3 10 abril 16 dfas
a 14 abril 20 dfas
5 19 abril 25 dfas
6 26 abril 32 dfas
7 2 mayo 38 dfas
] 9 mayo 45 dfas
9 16 mayo 52 dfas
10 24 mayo 60 dfas

3.3, CAPACIDAD GERMINATIVA

Se determind para cada lote y tipo de tratamiento el porcentaje de -
pldntulas germinadas, E1 muastreo fue referido a 200 semillas exactamente -

contadas y seleccionadas.

3.4, DETERMINACIONES ANALITICAS

A fin de lograr una mejor localizacién de las acciones del manganeso

Y
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en las plantas se realizaron, por separado, las determinaciones analfticas

de la parte adrea y de las reices,

Los valores determinados, en cada una de las variantes consideradas
(Experiencias I, IT y III) fueron los sigulentes: crecimiento longitudinal,
peso fresco, peso seco y contenido de pigmentos liposolubles (clomf‘ilas —_—
ayby carotenaides). En las series de experiencias I y II adicionalmente
se determinaron los valores intermos de manganeso y proteinas en parte —
aérea y raices, separadamente. La serie de experiencias IT incluyd, ademds,

el andlisis de los niveles intermos de hierro en parte aérea y rafz,

3.4.1, Determinacién dasl crecimientg

Como ya se expresd anteriormente, el ndmero de plantas que se usaron
en cada muestra varié conforme fue aumentando el crecimiento de las plantas

y el estado en que se encontraron después de cada tipo de tratamiento.

Para cada muestra, antes de proceder a obtener el homogeneizado, se

midié =21 crecimiento en longitud de la parte aérea y de las rajces. El peso

frescog se determind por pesada immediata despuéds de recogidas y seccion@-——

das las partes de las plantas.

Pare la determinacidén del peso _seco se procedié con un ndmerv repre-

sentativo de plantas gue se desecaron a 105 ®C hasta peso constante.

3.4.2, Determinacidn del manganeso en plantas

3.4.2.1. Micromdtodo de la formaldoxime de Van Schouwenburg y Walinga (173)

vaedeen
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Para la extraccidn y valorecidn del manganeso en plantas hemos es

Wwalinga (178) que ha resultado adecuado y sensible para detectar cuantita-

tivamente las diferencias en el contenido de manganeso de las plantas en -

las distintas variantes experimentales a que han sido sometidas en nuestro

trabajo.

3.4.2.1.1. Reactivos

a)

b)

c)

d)

e)

Solucién de metol-sulfito-dcido sulf@rico: mezclar antes del —
uso voldmenes igueles de a.l y a.2.

a.1) Disolver 34 g de Na 2,5 g de Na_S50.,.7H.0 y 0,25 g de

2% 2°03: 7,
metol (p-metilaminofenclsulfato) y completar hasta un volu
men de 500 ml.
a.2) Acido sulfdrico diluido: diluir 14 ml de H,80, (1,34) has-
ta el volumen final de un litro.
Solucién buffer: disolver 50 g de KNa tartrato. 4H20, 125 g de
(NHA)ZSOA y 10 ml de NH OH (0,91) y completar kasta un volumen
final de un litro,
Solucién da TTA: disolver 3,3 g de 2-tenoiltrifluoroacetorna en
1 litro de una mezcla de 1 + 1 de n—dibutiliter y 4-metil-2-pen
tanona, Esta solucidn puede guardarse por lp menos un mes.
Solucidédn alcalina de KCN: disolver 1,7 g de KCN y 22,4 ml de —
NH OH {0,91) y llevar a un wolumen final de 100 ml.
Reactivo de formaldoxima: disolver 5 g de hidroxilamina HCl y -
5 g de formaldehido 40 % y completar hasta un volumen final de

100 ml,
Y A
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f) Amonioc 1,6 N: diluir 12 ml de NH OH (0,91) y completar un volumen
final de 100 ml.

g) Solucién estandar de 10 ppm de Mn: disolver en un vaso de precipi
tados de 600 ml 0,288 g de KMnO a en aproximadamente: 200 ml de —
agua destilada a la que se le habfa afadido 4S5 ml de H2504 (1,8&).
Reducir el KMnDa con unas pocas gotas de H20 30 %. Se hierve pa-

2
ra expulsar el exceso de H20 . Se transfiere la solucién enfriada
a un matraz aforado de 1 litro y se completa el volumen. Se pipe-
tean 100 ml de esta solucidn a un matraz aforado de 1 litro y se

completa de nuevo el wvolumen.
31402u102' Procedimiento

Digestién de la materia orgdnica {SchaumlBffel) (154): Se lleva a un ma—

traz aforado de S0 ml 1 g de material vegetal desecado al aire. Luego se -
afiaden 10 ml de una mezcla de Acidos (FNOa : I-ClOa H H2504 =10:1:1 -
partes expresadas en volunen) y si es posible se deja durante una noche —
para evitar la formacidn excesiva de humos, Se calienta moderadamente so—
bre una placa caliente. Debe tardar 40 minutos o mds para que se evapore

el H\loa. Despuds se incrementa al mdximo el calor. La destruccién es com=
pleta sdlo si queda 4cido sulfdrico. 51 permanece algdn color se debe en—
friar el frasco y afadir algunas gotas de HC10 a 60 %. Se calienta de nuevo
el frasco hasta que todo el HclO A estd evaporado. Se araden de 10 a 20 ml

de agua destilada y algunas gotas de HZDZ 30 % pare reducir los éxidos de

Mn que se podrfan haber formado y se hierve durante 10 minutes. Se deja en

friar el frasco y se completa hasta el enrase con agua destilada.
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Determinacién del manganeso:

Pipetear S — 10 — 20 4 35 ml del digerido (que contenga menas de
20 pg de Mn) a un embudo de decantacién. Afiadir luego 10 ml de solucidn —
buffer y ajustar a pH 7,9-8,8 con amonio 1,6 N ( 1 ml de amonio 1,6 N par
cada 10 ml de muestra digerida aproximadamente). Afadir egua destilada has
ta un volumen total de SO ml. Afadir 20 ml de solucién TTA y agitar mecdni
camente durante dos minutos { 9 cm recorride agitacidn, 150 oscilaciones/
minuto). Esperar hasta que las fases se hayan separado y eliminar la fase
acuosa. Luego afiadir a la fase orgdnica 4 ml de la mezcla de metol-sulfito
—4cido sulfdrico y agitar durante 3 minutos con un agitador mecdnico. Es—
perar hasta gue las fases se hayan separado y eliminar la fase acuosa. Lue
go afadir a la fase orgdnica 4 ml de la mezcla de metpl-sulfito-dcido sul-
farico y agitar durante 3 minutos con un agitador mecdnice. Esperar hasta
que se separen las fases y transferir cuantitativamente la fase acuosa a -
tubos de ensayo: Afadir a los tubos de ensayo 1 ml de la solucidn alcalina
de KCN y 3 gotas del reactivo de la formaldoxima. Esperar 30 minutos y Fil

trar la solucién antes de medirlo en cuvetas de 1 cm a 450 nm.

3.4.2.2, Oeterminacién del manganeso y del hierrp por espectroscopia de —

absgrcidn atdmica

Llevando a la dilucién adecuada una parte alfcuota de la frac
cién sometida a digestidn dcida, segdn se ha consignado en el apartado an-
terior, se determind el manganeso y el hierro de la planta por espectros—

copla de absorcién atémica (29 y 41). Las determinaciones se realizaron en

un aparato Perkin Elmer, modelo 300 de haz simple con llama de aire-aceti-

leno. Se utilizé una ldmpara de cdtodo hueco mdltiple de seis elementos y
veslens
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s2 trabajd a 30 mA, con apertura de rendija 2 y tiempo de integracidn de 1
rinuto.

El manganeso se leyd a una longitud de onda de 279 nm y el hierro
a 2438 nm,

En las Figuras 1 y 2 se muestran las curvas de calibracidn para -

concentraciones estandar de manganeso e hierro, respectivamente.

2.4,3, Determinacidn espectrofotométrica de las proteinas

3.4,3.1. Extraccién de las proteinas

Para la extracciédn de las proteinas se siguieron las indicaciones

¢ Belhenafi et al, (21), Ingle et al, (90) y Pilet et al. (145},

Se parte de una fraccidn conocida del homogenizado o del material
vegetal. El sedimiento resultante de la centrifugacidn del homogenizado se
trata con 6 ml de dcido tricloroacético-acetona (5 g de 4cido tricloroacé-
tico en una mezcla de 47,5 ml de acetona + 47,5 ml de agua). Se deja 17 hg
ras en nevera de 0 2C. Transcurrido este tiempo se centrifuga durante 15 -
minutos & 1.000 g. Se elimina el sobrenadante. La ventaja del 8cido triclo
roacético—acetona (149 comparado con el tratamiento usual con 4cido triclg
roacético reside en la capacidad para separar los pigmentos y lfpidos, lo
que Bvita extracciones sucesivas con alcohol y éter, El precipitado se la-
va otra vez con 6 ml de Acido triclorcacético-acetona, Se centrifuga nueva
mente a 1.000 g. durante quince minutos, Las proteinas del resfduc se so—
lubilizan de nuevo con dos ml de NaOH 1 N y se valoran por el método de —

Lowry.
Y AR
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3.4.3,2, M&todo de Lowry {110)

3.4,3.2,1. Reactivos

Reactivo

Reactiwo

Reactivo

Reactivo

Reactiva

D:

E:

2% 003N32 en NaOH 0,1 N,
0,5 % SDaCu. 5H20 en tartratp sédico al 1 %.

solucién alcalina de cobre., Mezclar S0 ml de reactive A con 1
ml de reactivo B.

la solucidn de carbonato de cobre es la misma del reactivo C,
pero sin NaOH,

Reactivo de Folin-Ciocalteu dilufdo a la mitad con agua desti

lada,

3.4.3.2.2. Procedimiento

La muestra debe contener de cinco a cien microgramos de proteina

en 0,2 ml. En un tubo de ensayo se adiciona a la musstra 1 ml de reactivo

D. Se mezcla bien y se deja durante diez minutos a temperetura ambiente. -

Se adiciona 0,1 ml de reactivo E y se mezcla con rapidez, Después de trans

curridos treinta minutos se lee en espectrofotémetro a SO0 rm. Para concen

traciones de protefnas de cinco a veinticinco microgramcs gor ml de voll—

men final es aconsejable la lectura a 750 nm y para concentraciones mayo—

res, a 500 nm.

Los vol@menes crfticos del ensayo son los del reactivww alcalino—

~clprico y del reactivo de Folin,

verloes
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3.4.3.2.3. Curva Eatnﬁn

Las concentraciones de protefna de las muestras analizadas se de-
dujeron a partir de una curva patrdn obtenida a partir de albdmina de sue-—
ro bovino {Merck). La Figura 3 muestra la curva estandar obtenida con el -
método de Lowry pare concentraciones de protefna entre 100 y 300 microgre-

mos por ml,.

3.4,4, Determinacién espectrofotométrica de las clorofilas a y b

De las diversas posibilidades para el andlisis de las clorofilas
hemos escogido el método espectrofotométrico de Armon {(13) y MacKinney —

(112).

La extraccidn se realizd4 homogeneizando la planta en acetona de -
30 %. Se repite la operacién hasta decoloracién total de la planta, se lle
va el extracto a un volumen estandar y se efectfan las lecturas a las lon-
gitudes de onda de 645 y 663 nm en cubetas de 1 cm, en un espectrofotéme—
tro Beckman DBGT. Todas estas operaciones deben efectuarse lo mds rdpida—
mente posible pare svitar oxidaciones de los pigmentos. Por las mismas ra-

zones debe trabajarse con el minimo posible de luz.

Para 2] cdlculo de las cantidades de clorofila, se aplicaron las

férmulas dadas por Armon (13) basadas en los trabajos de MacKirmey (112):

C_ = 12,7

a Aess - 2,7 mg/1.

A
645

cb = 22,9 Aea -4,7 A mg/1

5 653
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siendo: A = absorbancia a 63 nm en acetona 30 %

A cas = absorbancia a 645 nm en acetona 30 %

Estas f8rmulas son vAlidas cuando el disolwvente es acetona, Se -
han realizado estudios en los que sa ha llegedo a f8rmulas distintas para
otros disolventes (37 y 159).

3.4,5, Determinacién espectrofotomdtrica de los carotenoides totales

La extraccién y valoracién de los carotenoides puede obtenerse ——
por diversos procedimientos que se basan fundamentalmente en la splubili—
dad de dichos pigmentos en distintos disolventes orgdnicos y en las carac-

terfsticas de sus espectros de absorcién (159).

Nosotros para la determinacién de este tipo de pigmentos hemos se
guido el método de Jaspars (92). En este método los carotencides totales -
se2 deducen a partir de las densidades éptices a 450 nm del extracto acetf-

nico S0 % y de los velores pare las concentreciones de la clorofila

ayh:

C_ =407 A, - 0,0435 C, - 0,367 C

450 b

en donde, Ca' Cb y CC son mg/l de clorofila a, clorofila b y carotenoides,

respectivamente, y D la densidad &ptica a 450 nm,

a50
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4. RESULTADOS Y OISCUSION

4.1. CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LAS PLANTAS

4.1.1, Sintomas generales extermos

Antes de manifestarse los afectos del exceso de manganeso sobre el
crecimiento, en todos los tipos de variantes consideradas (Experiencias I,
IT y I11), aparecieron una serie de sfntomas externos gque permiten un diag-
ndstico visual de las plantas con toxicidad por exceso de manganeso. Estos
sfntomas genereles mostraron diferente intensidad, incrementdndose propor—
cionalmenta con el aumento de la concentrecién de manganesc suministredo a
las plantas., A igualdad de concentracién de manganeso, presentaron menos —
sfntomas las plantas con mayor aeporte de hierro (Experiencia I) sobre las -
que habfan recibido cantidades mds bajas de hierro {Experiencias II y III),.
Las plantas crecidas en 10 ppm de manganeso no presentaron una sintomatolo-
gfa clara, en las de 40 y 80 ppm los efectos externos aparecieron en la se—~
gunda mitad del cliclo vegetativo de las plantas, lo que concuerda con los
resul tados obtenidos para leos contenidos intermos de manganeso en planta —
(ver seccién 4,2.) y es un indicio de la escasa movilidad del manganeso en
concordancia con otras cbservaciones ya resefiadas en la bibliograffa (173).
De un modo mds claro la toxicidad se manifiesta temprano en las plantas su-
ministradas con concentraciones de 160, 300, S00 y 1000 ppm de manganeso —
(Experiencia ITI),

El primer sfntoma visible muy caracterfstico de toxicidad por exce

so de manganeso fue la aparicién de puntos pardo-negruzcos, que con el ——
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tiempo tomaron tonos rojizos, en los tallos y las hgjas viejas inferiores,
muy visibles al principio en las hojas al trasluz y luego ya directamerte
en el envés y en el haz, en la parte inferior del tallo y en los peciolos
de las mismas hojas (Fotogr. 1,2,3,4,5,6,21,22,23 y 25), Estas manchas g
puntuaciones se fueron incrementando a lo largo del ciclo de desarrolle de
las plantas con una progresién de las mismas hacia las partes superiores -—
de la planta conforme se incrementan los niveles de manganeso en plantz y -
se moviliza en sentido ascendente, Estas observaciones estan de acuerdc con
los resultadns obtenidos por otrns autores (7, 17, 36, 37, 39, 130, 143y -
147) y han sido atribuidos por Bussler (36 y 37) a un acdmulo local de pre-
cipitaciones de Mn02, mecanismo por el cual la planta se protegerfa del! ex-
ceso de concentraciédn del manganeso. En estas mismas hojas, y con un desa—
rrollo mds tardfa, aparecen clorosis que rodean a los puntos parduzcos y —

verdaderas necrosis (Fotogr. 6 y 3).

A nivel de las hgjas jévenes se presentd una inhibicién del creci-
miento en extensién del limbo foliar que muchas veces se ha atribuldo, como
se ha considerado en la introduccién bibliogrdfica (127 y 123) al efecto —
del manganeso sobre los niveles de AIA, por medio de su accidn sobre e! en-—
zima AlA-oxidasa. En estas mismas hojas se pudo observar un tipico arrmnga—
miento de la superficie adaxial de las hojas que resulta de dreas intervena
les elevadas entre las nerviaciones mayores ("crinkle leaf") (Fotogr. ") —
juntamente con una tfpica clorosis intervenal de las hojas jévenes (Fotogr.
24). En las plantas con mayores suministros de manganeso pudieron incluso -
observarse malformaciones en el desarrollo de las hojas jévenes (Fotogr. 7)

Estos sfntomas han sido descritos, con alguna variante, como una manifesta-

cidn visual del exceso de manganeso en plantas de distintas especies

(152 y 199). .
velves



53

En las plantas que estuvieron sometidas a las suministros mayores,
especialmente las concentraciones de 160, 300, 500 y 1000 ppm de manganeso
de la Experiencia III, se produjo con facilidad la pérdida rdpida de las ——
hojas por el extremo proximal del peciolo y, sobre todo en las suministra—
das con 1000 ppm de manganesa, la muerte prdcticamente total de todas las -
plantas a los 50 dfas de edad de las plantas, con una letalidad de la mitad
a los 28 dfas de edad (Fotogr. 15). V

En las tres series distintas (Experiencias I, II, y III), la mayo-
rfa de todas las plantas alcanzaron normalmente la floracidn con pequerias -
diferencias en el tiempo y algo-mayores en la intensidad de la floracién, -
que decrecfa sobre todo a partir de 160 ppm de manganeso en la solucidn nu-
tritiva, con la excepcidn, ya citada, de las plantas suministradas con 1000
ppm de manganeso que no pasaron de las primeras fases del crecimiento vege-

tativo, el cual tuvo un sentido regresivo hasta provocar la muerte del

100 % de las plantas en el momento en que el resto de tratamientos y las —

plantas control habfan llegado ya a la floracidn (Fotagr‘. 1a y 15).

Un sfntoma muy caracteristico de la toxicidad del manganeso sobre

las reices de Phaseolus vulgaris es su efecto de inhibicidn del crecimiento

y un tfpico ennegrecimiento progresivo de las mismas al aumentar la concen-
tracién de manganeso (Fotogr. 13). En la serie de experiencias I y II que -
habfan sido cultivadas en ausencia de fuente de nitrdgemo e inoculadas con

Ahizobium phaseoliii se ha observado una cierta accifn de detrimento de la -

formacién y del tamafio de los mddulos radiculares, scbre todo para las con-

centraciones de S0 ppm de manganeso en el medio de cultivo.



FOTOGRAFIA 1

FOTOGRAFIA 2

FOTOGRAFIA 3
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Visiédn comparativa del efecto del exceso de
manganeso sobre los tallos. Obsérvese el in
cremento de los puntos parduzcos al aumen—

tar la concentracidn de mangarneso.
Detalle de talla de 30 ppm.

Detalle de tallo de S0 ppm con multitud de

puntos pardos de tinte rojizo.
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FOTOGRAFIAS 4 y S 1 Fase inicial (plantas de 30 ppm) y fase
avanzada (plantas de 300 ppm) del empar
decimiento de las nerviaciones por ef‘eg_

to de la acumulacién de manganeso.
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FOTOGRAFTIA 6: Progresidn del empardecimiento de las nervia-
ciones y manchas necrdticas en hojas de plan-

tas cultivadas en 40 ppm de manganesao.

FOTOGRAFTIA 7: Clorosis intervenal, malformacién y arruga—
miento de las hojas jévenes por efecto del —

manganeso (plantas de 500 ppm).
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FOTOGRAFIA 3: Necrosis en hojas de plantas cultivadas en

40 ppm de manganeso,






FOTOGRAFIAS 9, 10 y 11 : Visién comparativa de las plantas control
y las cultivadas en 500 y 1000 ppm de man
ganeso en la muestra 1 de la Experiencia

III (plantas de 10 dfas de edad}.






FOTOGRAFTA 12

FOTOGRAFTIA 13

:

64

'Visién general de las plantas cultivadas en 1000 ppm

de manganeso en la muestra 3 de la Experiencia III -

(plantas de 16 dfas de edad)

Visién comparativa de los efectos del manganeso Sg——
bre las raices. Obsérvese la reduccidn del crecimien

to y el ennegrecimiento de las raices.



-
O




FOTOGRAFIAS 14 y 15 : Dps fases sucesivas diferentes del ciclo de de-
sarrollo de las plantas control (izda.) y las -
suministradas con 500 ppm (centro) y 1000 ppm -
(dcha.). La fotografia 14 correspo:'vde a la 62 -
muestra (32 ffas de edad) y la fotograffa 15 a
la 92 (52 dfas de edad) en la Experiencia III,



O
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FOTOGRAFIAS 16 y 17 : Detalle de las plantas control y las cultiva

das en S00 y 1000 ppm de menganeso en una fa
se vegetativa intermedia de la Experiencia -
III.



6
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FOTOGRAFIA 18 : Clorosis intervenal y necrosis de hojas por efecto

de la toxicidad por exceso de manganeso.

FOTOGRAFIA 19 : Clorusis intervenal y nerviaciaones pardo-rojizas -

por exceso de meanganeso (500 ppm).
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FOTOGRAFTIA 20 : Clorusls intervenal y del borde por exceso
de manganeso ( 300 ppm).

FOTOGRAFIA 21 : Nerviaciones pardo-rojizas y clorosis ine-

terveral en hojas infericres (500 ppm).
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FOTOGRAFIAS 22, 23 y 24: Visidn comparativa de los efectos del exceso
de manganeso en hojas inferiores de la fase
vegetativa de plantas cultivadas en 300, S00

y 1000 ppm de menganeso. Obsérvese la progre

sidn de los sintomas,
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FOTOGRAFIA 25

FOTOGPAFTA 26

76

Detalle de intensa clorosis intervepal en hojas .jSve
nes de plentas cultivadas en S00 ppm de manganeso —
(plantas de 4S5 dfas de edad).

Ostalle de hojas inferiores con clorosis intervenal
y nerviaciones parduzcas en plantas cultivadas en —

1000 ppm de manganeso.
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4.1.2, Crecimients longitudinal

En general, el crecimiento expresado por la longitud de la par
te adrea de las plantas sigue un curso ascendente hasta la fass de flora—
cidén, con escasa excepciones que luego resefiaremos (Figs. 3,4, 5aySby

Tablas 9, 10 y 11).

A igualdad de concentracién de manganeso suministrado, la res—
puesta del crecimiento varfa algo segdn el aporte de hierro a la planta. ~
Asf en la serie de experiencias I (Fig. 3), en la primera mitad del circu-
lo vegsetativo de las plantas, el suministro de manganeso estimula el creci
miento 1ongitudinai de las plantas tratadas sobre las control. Por el con-
trario, en la serie de experiencias II (con iguales suministros de mangang
so y mds bajns de hierro) no se presenta este estfmulo (Fig. a), sinpo al -
contrario crecen mejor las plantas control. La inflexiédn, por la accién —
téxica del manganesa, se presenta en ambas series de experiencias (I y II)
a partir de la 62 muestra, en donde se cumple siempre hasta el final del -
ciclo biolégico:

C > 10 ppm > 40 ppm > 30 ppm

Estos resultados parecen estar de acuerdo con los hallazgos de -
otros investigadores (2, 19, 101, 123, 136 y 160) de que el hierro disminu-
ye o impide la toxicidad, o parte de la toxicidad, del manganeso. Sobre es-
tas interacciones Mn-fe volv.Bremos en la seccién 4.2, al considerar los —

contenidos de hierro y manganeso en planta.

Los resultados del crecimiento longitudinal de las plantas de ls
serie de Experiencias III (Fig. 5a) no muestran muches diferencias entre —
las plantas control y las cultivadas con aporte de 10, 40 y 30 ppm de man—

vesdeus
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’geneso. En este sentido el nitrato, gue es la fuente diferencial de nitrdge
no respecto a las Experiencias I y II, ha disminufdo los efectos de inhibi-
cidn del crecimiento longitudinal. Por el contrario, para concentraciones -
mayores de manganeso (Fig. Sb) se presentan diferencias con cardcter marca-
do, sobre todo para 300, 500 y 1CCO ppm de mangeneso,., Puede observarse que
las plantas cultivadas en 1000 ppm alcanzan su mdximo tamarfio en la muestra
S5 ( 25 dfas de edad), edad que en el resto de plantas correspondfa en las -
fases vegetativas finales e inicio de la prefloracién. A partir de entonces
entran en franca regresién, seguido de senescencia y muerte (Fotogr. My -
15). En el resto de lotes puede observarse el sentido ascendente del creci-
miento longitudinal hasta la fase de fructificacién, a excepcidn de las —
plantas suministradas con 500 ppm de manganseso que se estabilizaron en su -
crecimiento en la muestra 7 (34 dfas de edad) que corresponde fisiolégica—

mente con la fase de inicio de la floracién,

En todas las series de experiencias los efectos tdxicos del man-
ganeso sobre el crecimients longitudinal de las raices (Tablas 12, 13 y 14)
se presentaron sobre todo a partir de las concentraciones de 30 ppm de man-
ganeso en la solucidn nutitiva con efectos inhibitorios gque se incrementa—

ban al aumentar la concentracién del manganeso.
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TABLA 9

Crecimiento longitudinal, expresadeo en cm, de la parte aérea de plantas de

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencie I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 8'a 9*a 11'6 17
2 19'a 226 222 21'S
3 317 3419 337 293
q 346 382 361 310
5 4a1'9 451 a3*'7? a1'3
&6 475 45°'3 aarq a2 1
7 a7'9 a5'9 a4°'s a2+2
8 4a8's5 a5'7 4q2's 41'3
9 as'2 a4a's an's 2
10 4312 412 40°*1 36°'S

Valor glabal 36917 374'8 3633 3361
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TABLA 10

Crecimiento longitudinel, expresado en cm, de la parts sédrea de plantas de

Phaseolus wlgaris cultivadas con diversas concentreciores de Mn,

{Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 19's 17'a 14'q 12'8
2 24'1 192 1727 a's
3 37'6 352 31'9 31's5
aq 419 395 371 35'8
5 asta 4549 a4+ 43'5
6 a1 47'4 a5'4 462
7 513 48°'9 as' 1 4a7'8
8 56*1 50'0 4g'2 48'6

Valor global 3243 303'9 289°'1 23808
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TABLA 12

87

Crecimiento lomgitudinal, expresado en cm, de raices ds plantas de

Phasesolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn,

{Experiencie I)

———

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 12*7 14+7 12'6 112

2 17'0 191 14'0 12'6

3 18'0 2°'0 150 14'0

a 193 20'S5 17'6 17°'s

5 202 217 20'1 20'0

6 19'a 183 177 1772

? 19's 18'S 17'9 17'S

a8 222 1972 202 189

9 187 17's 171 16'9

10 192 23'9 191 15'0
Valor global 1862 1899 171'3 160'8
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TABLA 13

Crecimienta longitudinal, expresado en cm, de las reices de plentas de

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones ds Mn.

o

(€xperiencia II)

Muestre Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 15'5 157 13*1 12'4
2 16'6 16°S 128 1312
3 177 17'3 17'0 14°'3
a 179 17'8 17'8 15'0
5 18'0 18*1 18'3 16'6
6 188 183 18's 1712
7 19'S 18'9 197 18'2
8 19°'8 213 24'6 20'1

Valor global 14318 143'9 141'8 127°0
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4.1.3. Peso fresco y peso Seco

ta curva de crecimienta expresado en peso, fresco o seco, sigue
un curso muy parecido en todas las series de experiencias realizadas. No —
obstante, al comperar entre si las distintas variantes se aprecian diferen-
cias atribuibles a las interacciones del manganeso con el hierrg e, incluso,

con los nitratos.

Si se consideran los valores de peso fresco de las partes aéreas,
en la Experiencia I pueden observarse valores muy parecidos, ® incluso algo
inferiores, de las plantas control frente a las suministradas con 10 ppm de
manganeso. Estos resultados inclinan a pensar en un efecto al principio be-
neficioso del mayor aporte de manganeso, mientras que después, por efecto —
de su acumulacién en las plantas, determina ya acciones téxicas y efectos -
de reduccidén sobre el crecimiento. En general, las plantas de la serie de —
experiencias I suministradas con 40 y 30 ppm de manganeso muestran pesgs —

frescos menores que las control.

En la segunda mitad del ciclo vegetativo de las plantas se pre—
sentan efectos inhibitorios del crecimienta, tanto mds marcados cuanto ma—

yor sea la concentracién del exceso de manganeso en la solucidn nutritiva,

El descenso de hierro y la mayor absorcidn de manganeso (Expe—
riencia II) (Fig. 7 y Tabla 16) va unido a valores siempre superiores en el
peso fresco de la parte aérea de las plantas control respecto al resto de -
los lotes suministrados con diferentes concentraciones de manganeso. Este -
hecho es fdcilmente explicable por la mayor facilidad de absorcidn del man-

ganeso y un mantenimiento mds elevado del mismo desde el inicio en las

plantas,
verdenn
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En la serie de experiencias III (Figs. Sa y 3b y Tabla 17), al -
igual que ocurre con el crecimiento longitudinal {Seccién 4.1.2), 1la presen
cia de nitratos en el medio, a igualdad de concentracién de manganeso, pre-—
senta unas diferencias menos marcadas entre las plantas control y las sumi-
nistradas con distintas concentraciones de manganesoc., S6lo al final del ci-
clo de desarrollo de las plantas se acumula suficiente manganeso para ejer-
cer fuertes acciones de reducciédn del crecimiento (muestras 3 y 9 de la ——
Fig. Ba). Para concentraciones mayores a 40 ppm de manganeso répidamente, -
desde el inicio, se presentan claras reducciones del crecimiento en peso —
fresco (Fig. 8b) que, para las concentraciones mayores, al fipal del ciclo
alcanzan reducciones superiores al S0 % y muerte anterior, como ya hemos —

indicado, de las plantas cultivadas con 1000 ppm de manganeso.

S1 se consideran los valores de peso fresco de las raices en las
diferentes series de experiencias (Tablas 13, 19 y 20) se puede ver que si-

gue la tdnica:

cy 10 ppm:> 40 me:) 30 ppm;> 160 ppmj) 300 ppm > 500 ppm > 1000 pom

Las diferencias més pronunciadas se manifiestan en la experien—
cia III, en 1la que a2l ampliarse mds el mdrgen de concentraciones se ha lle-
gado, a partir de 160 ppm de manganeso, a reducciones de peso por encima —

del S0 % de los de las plantas control.

Resultados muy parecidos a los del peso fresco se pueden obser-—
var si se consideren los valores de pesa seca, En la parte aérea de las —
plantas de la serie de experiencias I (Fig. 9 y Tabla 21) el peso seco de ~
las fases finales del crecimiento ve mds afectado su contenidc en agua, ——

quizd por el efecto acunulativo del manganeso en las hojas, con la tipica -

sintomatologfa general (necrosis, senescencia de las hojas, etc.), ya

ceedees
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descrita en la seccifn 4.1.1.

En la serie de experiencias II (Fig. 10 y Tabla 22) los valores
de peso seco de las plantas control y las suministradas con 10 ppm se igug
lan y Gnicamente reducen los valores del orden del 10, reduccién conside—
rada como determinacién del nivel crftico superior por diversos investiga-

dores (133), las plantas cultivadas en 40 y 30 ppm de manganesa.

En la serie de experiencias IIT (Figs, 11a y 11b y Tabla 23) —

los valores significativos de reduccién del crecimiento por efecto del

exceso de manganeso se notan a partir de la concentracién de 40 ppm de man-
ganeso, siendo cada vez mds creciente conforme aumenta la concentrecién de

manganeso en el medio de cultivo. €s decir, sigue el orden:
c > ppm> ag ppm> 80 ppm > 160 ppm > 300 ppm > 500 ppm> 1000 ppm

en el que se alcanzan reducciones iguales o superiores al S0 % del creci—
miento en peso seco, respecto de las plantas contro, para las plantas sumi-

nistradas con 300, 500 y 1000 ppm de manganeso.

E1l manganeso también ha ejercido un efecto inhibitorio del cre—
cimiento en peso seco de las raices de plantas con exceso de manganeso, las
cuales, aunque en menor proporcidén, siguen un esguema muy parecidc al comen
tado anteriormente para la parte aédrea (Tablas 24, 25 y 26). Las reducclones
criticas del crecimiento por encima del 10 % se alcanzan en las plantas con
tratamientos con manganeso a partir de concentraciones iguales o superiores
a 40 ppm y, de un modo muy oétansible, a 380, 500 y 1000 ppm, cuyas raices
llegan a alcanzar el 50 % o més de reduccién del crecimiento, respecto a —

las plantas control.
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TABLA 15

Peso fresco, expresado en gr, de parte adrea de plantas de Phaseolus e————

vulgaris cultivadas con diversas concentreciones de Mn,

(Experiencia I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
0 04330
1 1'6162 16079 1155485 114787
2 2'1536 2'8535 2806 217020
3 34441 3'5714 342280 3'0751
a 3'3600 38876 37940 37800
5 412355 4'2200 3'9790 3'8630
6 511522 48600 4°'304s5 a4°'5478
7 46537 3'6518 33573 3'1290
8 3*8291 3'5493 33306 27586
9 3'4949 3'a488 3'3410 2'9013
10 544717 4* 1313 3'9742 3'7327

Valor global  37'3740 35'7916 341718 3149732
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TABLA 16

Peso fresco, expresado en gr, de la parte adrea de plantas de Phaseolus ——

wulgaris cultivedas con diversas concentraciones de Mn.

{Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm

0 0'sosa

1 2Y2675 2'0335 116224 15743
2 29189 2'5541 2'2749 21419
3 3*6025 35067 32064 3* 1001
a 4% 17297 a'0242 315258 311433
5 5'9115 578035 513357 4'6690
(<] 5'6101 5'2642 419720 5'0224
? 592472 52195 47266 4'5196
8 3'9304 3'8392 379687 3'8251

Valor global 33'6658 32'2949 2916325 279957
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TABLA 18

Peso fresco, expresado en gr, de reices de plantas de Phaseplus wulgaris

cultivadas con diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia I)

104

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 0'6104 05507 0°5087 03690

2 0°'70S3 0'5633 0*S144 0°5138

3 07261 Q'S680 0°'5177 05200

a 0'7817 0'7468 05633 0°5338

S 0'3043 07553 0'6386 0'6737

6 0'9200 0'3a365 0'7250 06873

? 0'90aa g'a’28 0'76009 0' 7589

8 0'9369 0°'3070 0*7640 0°'3156
9! ! 0'9324 09125 0°9907 043252

10 1*'67243 11055 10769 1'0027
Valor global 8'9498 78189 6'9602 6'6980
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TABLA 19

Peso fresco, expresado en gr, de reices de plantas de Phaseolus wvulgaris cul

tivadas con diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia IT)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm ag ppm
1 07803 05383 04551 p'as1a
2 0'7859 07547 06853 0'5999
3 08470 08037 '0'6995 0'6102
a 0'8515 08301 07040 06800
5 09787 073390 0'7326 0'7305
6 0'8878 0'8437 07800 0'7500
2 08974 a*s670 0'7815 0'7568
8 0'9104 0'8703 0'7841 0'7925

Valor glabal 6'3390 6'3768 5'6221 5'3713
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TABLA 21

Peso seco, expresado en gr, de la parte adrea de plantas de Phaseglus ——

vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm S0 ppm
0 0'4220
1 02721 ‘ 0*2983 02594 0'2368
2 0'2850 0'004 0'2923 0'2855
3 0'2935 03189 0'2786 0270
a4 0'3483 0*3549 03523 0'3137
5 0'4301 0'4233 0'3a881 0°'3303
6 0°'6696 0'6133 0'5863 0'5250
? 07048 0'6499 0'6003 0'5423
8 0'6774 0*5365 0'S304 04200
9 07639 0'6229 0'S950 0'4368
10 0'9904 0'2345 0'6430 0°5730

Valor global 54331 43570 415262 3'9337
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TABLA 22

Peso seco, expresado en gr, de la parte aérea de plantas de Phaseplus ———

vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia IT)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
la] 0'4a067
1 02127 0* 1907 0'1903 01664
2 0'2736 0'2321 0'2310 0'2265
3 0'2860 0'2961 0'2623 0'2476
a 0'3661 03525 0'2734 02529
5 0'7030 Q*720%7 Q6320 05239
6 0'7021 0'5647 0'4434 0'4479
7 0'6377 0'6343 0'6169 0'5354
3 0's5451 0'5115 0'5140 0'a@@21

Valor global 377263 375336 3'1638 2'9477
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TABLA 24

Peso seco, expresado en gr, de reaices de plantas de Phaseoclus vulgaris cul-

tivadas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia I}

Muestra Cantrol 10 ppm 40 ppm 30 ppm
1 0'0324 0'03s3 0°'0336 0'0229
2 0'0534 0'0437 0'0379 0'0379
3 00610 o*0470 0'0428 0'0426
a Q'0657 00552 g'os28 010437
) a'0676 0'0635 0'0593 0r'oss2
6 Q0347 a'0838 Q'0614 0'0593
? 0*1144 D0'0890 Q*0702 0'0660
8 0*'1041 0°'0833 0'0683 00603
9 0' 1092 0'1;14 0'0908 0'0817

10 0°1657 0*1351 0' 1055 0'0997

Valor global 0'asaz2 07173 0'6231 05697
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TABLA 25

Peso seco, expresado en gr. de reices de plantas de Phaseplus vulgaris cul-

tivadas con diversas concentraciones de Mn,

{Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 0'0522 a'03456 0'0325 00280
2 0'os26 0'0S04 0'0490 0'0372
3 0'ag739 0'0551 0'0501 0'0419
4 0'0ss4a 00746 0'0516 0'04s2
5 0*1083 0'1034 0°'0903 0'0706
6 0' 1054 0'1040 0'0962 0'0732
? 0* 1106 0° 1040 0*'Q977 0'0844
8 0'1138 0'1070 0*Qg98e4 0'0864

Valor global g'7092 0°'6331 0'5658 0'4699

o

A
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4.2, CONTENIDO DE MANGANESO E HIERAO EN LAS PLANTAS

A lo largo del ciclo de desarrollo de las plantas, el curso del
contenido de manganesoc en las partes aéreas es ascendente, tanto sn la se-
rie de experiencias I (Fig. 12 y Tabla 27) como en la II (Fig. 13 y Tabla

23). Puede observarse, con cardcter regular, la relacién:

c >1O ppm> 400pm>80ppm MR

can diferencias gue se incrementan hasta las fases finales del ciclo biolg

gico de las plantas.

Los contenidos de manganeso y las diferencias en los distintos
tratamientos con exceso de manganesc son mucho mayores en la Experiencia -
II respecto a la I, Estos resultados parecen sugerir la idea de que un in-
cremento en el aporte de hierro (Experiencia I) antagoniza la absorcidn —
del manganeso, sSobre todo para aguellas plantas que han vivido en mds ex—

ceso de manganeso (40 y 80 ppm).

Como era de esperar, en cambio, los valores de hierro en planta
(Experiencia IT) (Fig. 14 y Tabla 29} son muy parecides en todas las varian
tes nutritivas consideradas, con a lo sumo valores algo inferiores, sSobre
todo en fases avanzadas del desarrollo de las plantas, para las creclidas -

en solucidn nutitiva con 80 ppm de manganeso.

De acuerdo con las observaciones anteriores resultan significa-
tives las relaciones Mn/Fe (Fig. 15 y Tabla 30) en la parte adrea de las -
plantas, Mientras las plantas control oscilan de valores iniclales de 0'3

hasta finales de 1'4, las plantas gue viven en exceso de manganesc van Su—

.ll/‘l‘
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cesivamente incrementando las relaciones hasta alcanzar progresivamente -
méximos de 6, 17'5 y 35'4 en las plantas cultivadas en 10, 40 y 30 ppm de
manganeso, respectivamente. La aparicién de los sfntomas de toxicidad y de
los efectos generales de reduccién del crecimiento empiezan a observarse
ya en las relaciones Mn/fe superiores a 10 gque corresponden aproximadamen—
te a valores superiores a S00 ppm de manganeso en planta, En este sentido
en la literatura cientffica se han reportadsc valores parecidos para diver-

sas especies ( 8 y 183).

En las fases finales del crecimiento, coincidiendo con las mani
festaciones de toxicidad mis acusadas, hemos estudiado, por separado y con
cardcter comparativo, los niveles de hierro y manganeso en tallo (Fig. 16
y 31}, hojas inferiores (Fig. 17 y Taebla 32) y hojas superiores (Fig. 18 y
Tebla 33). En efecto, puede observarse como a lo largo de las muestras 6,
7 v 8 de la Experiencia IT (estadu de floracién y fructificacién de las —
plantas) el descenso del hierro y el ligero incremento de mangansso en las
hojas inferiores (Fig. 17) se traduce en valores relativamente altos (1000
2000 ppm) de manganeso en las hojas jfvenes superiores y valores descen—
dientes para el hierro. En este sentido se observa una tfpica inflexién en
el contenido de hierro que coincide con el momento de la floracién plena e
inicio de la fructificacién. Consecuentemente los valores de la relacién -

Mn/Fe siguen el ordent
Hojas j6venes > ho jas viajas> tallo

Estps resultados indican el carfcter acumulativo del manganeso
para la planta y la funcién de transporta gque juega el tallo, con una mo—
vilizacin lenta pero ascendente desde las hojas viejas inferiores a las -

j8venes superiores. Estos resultados internos de los contenidos de mangane

so son paralelos a los cambios en los sfntomas generales externcs, en

eerl o
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donde primero se localizan las puntuaciones parduzcas en leos tallos, hojas
y pecioclos de la base, para luego ir sucesivemente ascendiendo, via pecio-
los y tallo, hacia las partes jévenes superiores (Fotogr, 4, 5 y 6) en don
de los incrementos de manganeso determinan sobre todo una tfpica clorosis

intervenal, el oscurecimiento suwcesivo de los tallos, peciolos y nervia—-
ciones y la presencia de necrosis, arrugamiento caracterfstico del haz fo-

liar e incluso malformaciones del crecimientos (Fotogr. 7).

Los valores de manganeso en reices (Fig. 19 y 20 y Tablas 34 y —
35) alcanzan valores muy superiores a los obtenidos en la parte aérea, de
forma gue en las muestras finales (estado de fructificacién) es de un or—
den superior a 5000 ppm de manganeso intermo en las plantas cultivada en -
30 ppm, El1 curso de los niveles de manganeso es progresivo a lo largo del
ciclo vegetativo de las distintas series de experiencias (I y II) y para -

las diferentes variantes muestra el orden regular:

80 ppm> a0 ppm> L) me> c

De la abservacién de los datos de la Fig. 19 y 20 se deduce el fuerte va—
lor acumulativo del manganeso, muy superior al de la parte adrea, indicio

gue esfa de acuerdo con la interpretacién de la escasa movilidad del manga
neso. No obstante, los sfntomas del exceso de manganeso no son tan ostensi
bles sobre la rafz como en la parte adrea, aunque si va acompariado de la -
reduccién del crecimiento y un tipico ennegrecimiento progresivo de las —
raices (seccidn 4,1.1,.). Igualmente como en el caso de las partes afreas,

también las plantas que, a igualdad de manganeso, han recibido mayor apor-
te de hierro muestran niveles inferiores de manganeso por un posible efec-

to de antagonismo en la absorcisn (Fig. 19).

Las plantas crecidas en 10 ppm muestran siempre los valores mis -

eaddes
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elevados de contenido de hierro en las raices, seguldo en general de las de

40 ppm, control y 80 ppm, ya claramente reducidas en su contenido.

£stos valores se traducen en relaciones Mn/Fe {Fig. 22 y Tabla —

37) que siguen el orden regulars:

80 ppm> a0 ppm> 10 ppm>C

pero que, a diferencia de la misma relacién en parte afrea, muestre valores
mucho m&s inferiores, debido Fmdameni:almente a los niveles comparativamen-
te2 mucho mayores del contenido de hierro en las raices respecto a la parte
aérea, En este sentldo, cabrfa correlacionarlo con la interpratacién suge-—
rida muchas veces por diversos investigadores (33, 123 y 160) de que muchas
acciones del excaso de manganeso en realidad podrfan,ser debidas a un efec-

to de carencia de hierro.

€n el caso concreto de nuestros resultados mds bien hablan en fa—
vor de una accién directa del mangansso m8s qua una modificaicén de los ni-
veles de hierro, Pues &stos mientras oscilan poco entre los de las plantas
control y las sometidas a las diferentes concentraciongs de manganeso en =
exceso [Fig. 14 y 21), por el contrario los niveles de manganeso en planta
muestran cada vez m&s diferencias entre las plantas control y las sometidas

a cantidades crecientes de manganeso (Fig. 13 y 20)}.

En general, puede establecerse para Phaseplus vulgaris que los ni-

veles crfticos de exceso de manganeso ques determinan claramente sfntomas de
toxicidad son del orden de 1000 ppm para la parte adrea y de unas 3000 ppm
en la rafz. La elevacién del suministro en hierro favorece una mejor tole—
rancia al exceso de mangan=so, probablemente actuando ya a nivel de la ab—

sorcién, aungue con pocas diferencias (Tablas 34 y 35) y m4s a un nivel ——

ton/'-l
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posterior, con diferencias m&s marcadas en los contenidos de manganeso de —

las partes aéreas de las experiencias I y II (Tablas 27 y 23).
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Fig_16  CONTENIDO Y RELACION Mn/Fe EN

Mn EL TALLO (EXPERIENCIA TI)
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Fig 17  CONTENIDO Y RELACION Mn/Fe EN
HOJAS INFERIORES (EXPERIENCIA II)
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Fig_18  CONTENIDO Y RELACION Mn/Fe EN ppm
EN HOJAS SUPERIORES (EXPERIENCIA TI)
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TABLA 27

Contenido de Mn en ppm en parte aérea de plentas ds Phaseolus vulgaris cul-

tivadas con diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia 1)

Muestra Control 10 pom 40 ppm 80 ppm
1 13 14 23 81
2 14 25 87 204
3 prac] 40 164 208
4 a3 a8 208 204
5 57 63 237 382
6 58 71 242 az2a
? 60 144 255 ésa
] 64 189 313 764
9 70 247 332 792
10 79 . 330 362 954

Valor global 487 1171 2223 a647
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TABLA 23

Contenido de Mn en ppm en parts aédrea de plantas de Phaseolus vulgaris cul-

tivadas con diversas concentraciones de Mn,

{Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 19 28 44 80
2 28 63 70 138
3 43 67 91 526
q 31 155 381 675
5 34 162 aas 820
6 a5 245 725 1058
7 57 254 814 1295
8 64 255 830 1602

Valor global 322 1230 3400 6194
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TABLA 29

Contenido de Fe en ppm en parte adree de plantas de Phaseolus wulgaris cul-

tivadas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia IT)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 61 62 69 67
2 90 95 91 93
3 72 75 76 65
4 54 53 56 52
5 as a7 az? aa
6 64 62 63 62
7 40 a2 a5 36
8 9 57 a7 57

Valor global 488 493 495 476
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TABLA 30

Relacidn Mn / Fe en parte aérea de plantas de Phaseolus vulgaris cultivadas

con diversas concentraciones de Mn,

{Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 0'32 0'4s5 0'63 1*19
2 0'32 0'6s5 0*77 148
3 0'67? 0's0 127 6'88
4q Q's? 2'90 5'00 1295
5 0'70 3'43 952 15'01
6 | 0*a3 396 11'So 161986
7 142 6'00 1725? a35'44
8 1m® 443 1330 20'25

Valor global 591 2273 59150 118'16
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TABLA 31
Contenido y relacidn Mn/Fe en tallo de plantas de Phaseolus vulgaris cul——

tivadas con diversas concentraciones de Mn

Mn en ppm en talles

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
6 27 111 268 asa
13 104 138 698
a8 43 180 438 956

Fe en ppm en tallos

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
78 21 538 as
45 39 33 31
a8 68 48 q7 43

Relacién Mn/Fe en tallos

Muesatra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
0'35 157 area 10'71
0'20 2'e9 4'23 22'64

0'63 3'72 9'23 22'46
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TABLA 32
Contenido y relacidn Mn/Fe en hojas inferiores des plantas de Phaseolus vul-

c_:aris cultivadas con diversaes concentreciones des Mn,

{Experiencia II)
Mn en hojas inferiores en ppm

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
6 72 449 1257 1993
118 697 1356 2021

Fe en hojes inferiores en ppm

Musstra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
&6 103 107 98 95
97 85 a3 79
Relacidn Mn/Fe en hoJjas inferiores en ppm
Muestre Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
&6 Q'70 a*'19 1275 20'96

121 8'18 1633 25'S7
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TABLA 33
Contermido en relacién Mn/Fe en hojas superiores de plantas de Phaseolus vul

garis cultivadas con diversas concentraciones de Mn,

Mn en hojas superiores en ppm

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm

66 384 1051 1316
68 405 1207 1588
8 183 706 1723 1916

Fe en hojas supericres en ppm

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
6 71 75 72 59
65 a3 a3 a5
8 55 39 32 31

-~ m -

Aelacidn Mn/Fe en hojas superiores

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 30 ppm
0'93 512 1451 2221
1102 947 2488 35'29

3'30 18'a3 53'25 62'25
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TABLA 34

Contenddo de Mn en ppm en raices de plantas de Phaseolus wulgaris cultivadas

con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia I)

Muastra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 62 a5 1a8 1278
2 91 215 723 1314
3 119 545 - 740 1407
q 126 1254 1272 2243
5 156 1307 1922 3486
5] 166 1417 2746 4327
7 241 1524 3608 4575
8 248 2025 a038 5230
9 341 2426 aosa 5780
10 o8 2676 5210 8268

Valor global 1945 13474 24531 37956
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TABLA 35

Contenido de Mn en ppm en raices de plantas de Phaseolus vulgaris cultiva—

das con diversas concentraciomnes de Mn.

{Experiencia II)

Muestre Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 84 438 620 1288
2 113 686 364 1377
3 204 1649 1992 2676
a 218 1704 3513 3650
S 380 1737 3688 3798
6 a73 2550 3903 a757
? 482 301 4780 7731
a8 620 3575 6443 8730

Valor global 2574 15420 25803 34047
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TABLA 36

Contenido de Fe en ppm en raices de plantas de Pheseolus wulgaris cultivadas

con divarsas concentracianes de Mn,

(Experiencia 1I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 918 | 96 829 953
" 2 912 1461 1450 151
3 1303 1686 1268 864
a 1367 1621 1547 934
] 1420 2163 2094 74
6 160? 2470 2314 991
? 1333 2a71 1637 1578
8 2330 2500 : 1634 1679

Valor global - 11190 15268 12873 3@
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TABLA 37

Relacidn Mn/Fe en raices de plantas ds Phaseolus wulgaris cultivadas con —

diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 30 ppm
1 0'09 0'as 0'75 0'82
2 0*12 0'4? 0'58 0'91
3 0'15 0'98 1'57 35
a 0'16 1705 227 3'95
5 0'2? 0's0 1176 a'78
6 0'29 103 1'69 a*so
vi 0'36 1125 2192 a'sg
8 0'26 1910 3'80 5'24

Valor global 0'91 717 1534 2899
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4.3, CONTENIDO DE PACTEINAS EN LAS PLANTAS

El contenido en proteinas de la parte aérea de las plantas (Ta—
blas 38, 39, 40 y 41) sigue un curso regular ascendente en todas las va—
riantes experimentales consideradas hasta la mitad del ciclo vegetativo —
{prefloraciédn), A partir de entonces, con la floracifin e inicio de la Spe
nescencia de las hojas, de nuevo descienden progresivemente todos oS va——

lores . En general, sigue el orden:

c > 10 ppm> ag ppm> 80 ppm Mn

sobre todo a medida que se va acumulando 2l exceso de manganeso en plan-——
tas y con concentraciones inversamente proporcionales a las del manganeso

en planta, Paradfjicamente a lo ocurridoc con otros parfmetros, las plan——
tas con maygr eporte de hierro {Experiencia I) muestren diferencias més -
marcadas gue las de suministro mé&s moderado de hierro (Experiencia II) ——

(Tablas 38 y 40),

Aesultados muy parecidos se han obtenido en los valores de pro—
tefna en rafz (Tablas 42, 43, 44 y 45), Su curso es también ascendente has
ta la prefloracién y de nueva entra en regresifn en la floracifn y senes—
cencia. Los resultados comparativos entre las experiencias I y II translu-
cen los mismos hechos constatados en la parte aérea, influyendo el incre—
mento en hierro en una diferencia mds marcada en los descensos de conteni-

do proteico en las plantas con exceso de manganeso.

Un hecho a destacar es que el efecto de la toxicidad sobre los ni
veles de manganeso no se debe exclusivamente a la reduccién del crecimien-
to provocado por este exceso (4.1,2), sino que, como muestran lps datos —
de protefna referidos a peso seca (Fig. 23 y 24 y Tablas 39, 41, 43 y 45),

N



tanto en raices como en parte adrea hay un claro descenso de estos porcen-
tajes, lo que es indicativo de una accién directa sobre las proteinas, Es-
tos efectos son mucho m&s marcados sobre las raices (Tablas 43 y 45) que -
en las partes aéreass, Una posible explicacién, ficilmente correlacionable

con los efectaos de detrimento de la nodulacién en las raices por el exceso
de manganeso, es la incidencia, por otra parte bastante ambigua en la lite
ratura (S0, 70 y 88), del excesc de manganeso sobre la fijacién simbidtica
del N2 en la asociacién leguminosa-Rhizobium., En efecto, el menor desarro-
1lo de la nodulacidn se acomparia de niveles inferiores de proteira en plan
ta y de porcentajes disminuides de la misma respecto al crecimiento. Con -
la misma interprstacidn estarfa de acuerdo los efectos mds pronunciados —
sobre la proteogénesis en las raices respecto a la parte adrea, Por Glti——
no, un hecho a destacar, pero cuya explicacién se nos hace diffcil es la -
narcada diferencia que, a igualdad de concentracidn de manganeso, provoca

¢l incremento en el suninistro de hierro (Experiencia I), de forma que pa-
ra las plantas crecidas en 80 ppm de manganeso la reduccién del porcentaje
de proteinas respecto a las control alcanza el 50 % (Fig. 23), mientras ——
que en la experiencia II, més moderada en hierro, nunca alcanza estas ele-

vadas reducciores (Fig. 24),
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TABLA 38

Conterddo de proteinas, expresado en mg, en parte aédrea de plantas de —

Phaseglus vulgaris cultivedas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm

0} 1002510

1 66666 8'5457 8'as24 811696
2 2414245 2617056 23'1312 210699
3 2612976 210597 2318203 21'45618
a 3918245 343543 29'8750 193239
5 54*3646 48'7909 3416573 21'6346
6 64'7503 495877 © 33'0888 22'5750
7 4a6'0234 25'2811 1812491 149132
8 38'4763 151293 . 1419042 102500
9 44°'0006 25'0370 225508 12710
LY 44'0728 2112270 171681 12'8352

Valor global 388'8901 233'7183 22617269 164'9841
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TABLA 39

Porcenta je de proteinas, referido a peso seco en parte sdrea de plantas de -

Phaseolus vulgaris cultivedas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia T)

Muastra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
0 237
1 2145 2'86 7 3145
2 8's7 8'89 790 738
3 8'9s 917 8'55 7194
4 11'S0 9'63 aras 6'16
5 1264 11'51 8193 655
6 9'67 8r'02 5*78 4'30
? 6'S3 3'a9 3'0a 2'75
8 5'68 282 2'g1 2'45
9 5'76 a*g2 a*79 2'91
10 a‘'4s5 2'a9 267 2'24

Valor global 7621 63'75 85*22 a5'13




TABLA 40

Contenido de proteinas, expresade en mg, en parte aérea de plantas de

146

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones da Mn,

(Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 30 ppm

o 100'0432

1271711 13'0118 10'5346 10'4640

2 270002 38'9907 2618939 24'9345

3 3813953 3716896 302399 268685

4 48's993 42'2831 2612230 20'5979

5 6113592 541284 4415573 30' 1369

6 5611434 40'6635 30'0971 234798

2 40'4295 4019530 34'7746 23'6120

3 280797 2'm814 2010923 1917730

valor global 3121 1827 28918065 22314227 18419716
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TABLA 41

Porcenta je de proteinas referido a peso seco, en parte aédrea de plantas de

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia II)

Muestra k Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
a] 246

572 6'82 6'33 6'29

2 987 1382 11164 11+03

3 13*43 12072 11451 10°'as

aq 1327 11'99 9'59 8'14

5 323 7721 7105 571

6 799 7'20 679 524

? 634 5'90 5t64 4'89

8 5t15 4'32 3'91 4'02

Valor glaobal 70'S0 6448 62'45 5517




TJABLA 42

Contenido de proteinas, expresado en mg, en raices de plantas de Phaseolus
vulgaris cultivaedas con diversas concentraciones da Mn.

(Experiencia I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 3'3566 1'9344 1'6901 0'9183
2 65896 512178 4'2107 3'4889
3 917234 72521 49235 45412
a 140269 1114154 913192 59388
5 12' 1004 11' 1887 8'8923 5'6414
6 136960 100485 8'6320 714272
7 186472 12'0584 6'0302 5'5176
8 9°'0046 613724 4°'8561 3*6481
9 9'1510 797064 6'1018 42157

10 120464 8t 1455 5'3910 33384

valor global  103°'3421 81'4096 899970 451758
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TABLA 43

Porcenta je de proteinas, referido a peso seco, en reices de plantas de ———

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn.

(eExperiencia I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 10'36 5'48 5'03 4'01
2 12'34 11'94 1111 923
3 15'94 15'43 M2z 10'60
a 21'35 20'68 1765 13*59
5 17'90 17'62 1487 1022
6 16* 17 15°75 1414 1242
7 16430 13's5 8'59 8'36
8 865 765 711 6'05
9 8'338 7'60 672 5'16

10 727 6'03 5'11 3'as

Valor glabal 13465 121'74 10160 33'55
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TABLA 44

Contenido de proteinas, expresado en my, en raices de plantas de Phaseolus
wulgaris cultivades con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm

1 65615 3'5673 2'9835 2'1364
2 10°3463 8's4a02 6'6689 42705
3 169970 109098 73747 5'5056
a4 18'6118 140059 67338 5'8659
5 12+1513 9'9264 67544 494391
&6 11*1588 9'3912 7'1188 5'0142
? 73770 56264 45333 317389
a 5'0755 47080 3'9882 218253

Valor global 88'2792 6819792 a6' 1526 343059




TABLA 45

Porcenta je de proteinas, referido a peso seco, en rmices de plantas de

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn,

(experiencia IT)

Muestra Control 10 ppm a0 ppm 80 ppm
1 1257 103 9'18 7'63
2 19167 1754 1361 11*48
3 23100 19180 1472 13114
q 21*19 18'78 13'05 1217
5 11922 9'60 7'43 7'01
6 10'20 9'03 740 6'85
7 6'67 541 q'64 4'43
8 a4'4a5 440 4'0s5 3%27

Valor global 10898 94a+8? 74%13 65'98
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4.4, CONTENIDO Of CLOROFTLA TOTAL, CLOPROFILA a y CLOROFILA b EN LAS PLANTAS

Se ha podido observar diferencias en el contenido de clorofila a-
en las distintas variantes experimentales consideradas. En gerneral, el cur-
so es ascendente hasta la #poca de la prefloraciénm, pero luego la moviliza-
cién y la senescencia determina una cafda de valores (F‘ig. 26, 27, 23, 29,-

30a, 30b, 3%a y 31b y Tablas 45, 47, 43, 49, 50 y 51},

Las respuestas de la planta en los contenidos de clorofila a son ~
variables a igualdad de exceso de manganeso, seg@in sea la dosis de hierro -
suministrada a las plantas. Un buen aporte de &ste Oltimo (Experiencia 1) -
(Fig. 26) muestra, en la primera mitad del ciclo vegetativo de las plantas,
contenidos mayores de clorofila a para las plantas crecidas en 10 ppm de ——
menganeso e, incluso en las primeras musstras para las de 40 y 30 ppm res—
pecto a las control, Con la progresiva acumulacifin del manganeso en planta

aparece ya una inversién de valores en el sentido:

C>10ppm>40ppm> 80 ppm

Por el contrario, en la serie de experiencias II (suministro m4s -
moderado de hierra) a lo largo de todo el ciclo vegetativo cualquier eleva-
cifn del incremento de manganeso se traduce en un efecto detrimente snobre -

la clorofila @ de las plantas (Fig. 28), de forma que se cumle siempre:

C > 10ppm > 40 ppm > 80 ppm Mn

Las plantas que habfan recibidec como fuente de N nitratos muestran
un comportamienta parecido a las de la Experiencia IT siempre con valores -
mis altos de clorofila a en las plantas control y decreciendo proporcional-

mente conforme se suministré mayor concentracién de manganesc a las plantas:

.0'/0'.
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c>10 ppm>d0 ppm_> 80 ppm > 160 ppm D300 ppm >500 ppm> 1000 ppm

Los efectos mds dram&ticos son a partir de las plantas gque reci—
bieron 160 ppm de manganeso o concentraciones superiores, En estos casos ré
pidamente, ya en las primeras fases del cicleo de desarrcllioc, los valores se
redu jeron por debajo del S0 % del de las plantas control. Un casc sumamente
extremo con valores que no alcanzan ni el 10 % del de las plantas control -
lo represent$ el de las plantas cultivadas en 1000 ppm de manganeso (Fig. -
30b).

Si los contenidos de clorofila a en plantas se refiere a porcenta-
je de peso seco los resultados obtenidos indican un efecto negativo del ex—
ceso de manganeso en planta (Fig. 27, 29, 31a y 31b y Tablas 47, 49 y 51 )
que supera a la accién del manganeso sobre el propio crecimiento de las —
plantas (4.1.2). Estos efectos se pronuncian al final del ciclo de desarro-
11lo por el efecto acumulativo del manganesa, con diferencias claramente —
significativas sobre todo para las plantas que recibieron mayor suministro

de manganeso en la solucién nutritiva,

Resultados muy parecidos se han obtenido para la clorofila b

(Figs. 32, 33, 34, 35, 36a, 37b y Tablas S2, 53, 54, 55, 56, 57 y 58).

Asf es superior el efecto detrimente ejercico por el exceso de manganesa sg
tre los niveles de clorofila b que los indirectos debidos a la reduccifn -
del crecimiento. También un mayor aports de hierro a la planta disminuye es
te efecto negativo del manganeso (Experiencia I) (Figs. 32, 33, 34 y 35), =
En este filtimo caso se comprueba a&emés un cierto estfmulo inicial del exce
so de manganesc en la sfntesis o niveles de clorofila b, al igual que ocu——
rre con la clorofila a. En la serie d= experiencias III, con aporte de ni—

tratos, el curso comparativo es siempre:

veeloes
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C>1U ppm>40 ppm >80 pom > 160 ppm > 300 ppm> 500 ppm.> 100 ppm

alcanzando valores crfticos de reduccidn del S0 % del contenido de clorofi-
la b respecto a las plantas control a partir del suministro de 160 ppm de

manganeso en exceso,

Debido a estos efectos parecidos sobre ambos tipos de clorofilas -
& y b, 1a relacidn clorofila a / clorofila b (Tablas 58, 59 y 60) es escasa
mente significativa en sus diferenciass para las distintas variantes experi-
mentales, sobre todo en la Experiencia I (alto contenido en hierro) (Tabla
58}. En las plantas de las experiencias II y III ya se marcan ciertas dife-
rencias respecto a esta relacién entre las plantas control y las crecidas -
on excesc de manganeso, con valores algo mis altos para estas Oltimas, ex—
cepto para las muestras finales de 1;5 plantas m&s afectadas (500 y 1000 —

ppm de manganeso) de la experiencia III.

Légicamente los valores de clorofila total en planta paralelizan -
los resultados ya comentados para las clorofilas a y b (Tablas 61, 62, A3,
54, 65 y 66)., En las Tablas 65 y 66 puede observarse sobre todo los resulta
dos m&s extremos obtenidos para las plantas crecidas en 500 y 1000 ppm de -

manganesa.,

De estos resultados se deduce que el manganeso a partir de ciertas
concentraciones en exceso ejerce un efecto negativo, probablemente por impe
dimentos en la biosfntesis normal de las clorofilas, conforme ha sido sefa~
"lado por ciertos investigadores (51) y que puede muy bien comprobarse por —
el descenso de sus niveles intamﬁs y porcentuales respecto al crecimiento
y que, incluso, puede reconocerse externamente por una serie de sfntomas -
que ya hemos descrito (clorosis intervenal o del borde, necrosis, etc) (ver

seccidn 4.1.1.).
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TABLA 46

Contenido de clorwfila a, expresado en mg, en parte aérea de plantas de —

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentreciones de Mn.

(experiencia I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 0'6635 0%7638 0'9351 07716
2 13209 2'0361 2'1831 2'0196
3 292693 279786 2' 1647 18061
L. 23588 27718 2' 1156 176702
5 2'2863 2320 1'9403 1'6185
(] 2'4429 15849 1*7606 1117202
7 24620 2'1336 117734 111346
a 1'8244 112829 110259 a'760?7
9 16561 0'6235 0ta72s 0v'2821

10 0'6160 0'3507 0'3495 03605

Valor global  17'8802 168757 1415507 115921
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TABLA 47

Porcenta je de clorofila a, referido a peso seco, en parte aérea de plantes

de Phasenolus wlgaris cultivadas con diversas concentreciones de Mn.

(Experiencia 1)

Muestrea Control 10 ppm 40 ppm 30 ppm
1 o'24 0'25 0'32 0'32
2 0'46 0'63 0*7a 0'721
3 0'7? 0'a1 0'78 0'67
a 0’68 a*78 0'60 0's3
5 0's3 0'ss 0'50 0'49
6 0'36 032 0'30 o'22
? 0'35 0'33 0'29 0'21
8 o'27 0'24 Q'19 0'18
9 0'22 0°'10 0'09 0'07
10 0'07? 0'06 006 0'06

Valor global 3'95 ar*12 3'97 3'46
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TABLA 48

Contenido de clorofila a, expresado en mg, en parte adrea de plantas de —

Phaseglus vulgaris cultivadas con diversas concaentraciones de Mn.

{Experiencia II)

Muestre Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 0'6353 05269 0'3488 0*2520
2 112492 1* 1560 0'8616 06032
3 2'4636 2'0881 18532 116015
4 28347 2's5010 1'5846 111697
] 3'4883 33604 2'9230 214350
8 3'/04 24649 143999 1*3807
7 2'9462 149777 115293 103423
8 1217 0'8169 0*7941 0'6358

Valor global 182254 148913 117945 99602
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TABLA 49

Porcentaja de clorofila a, referido & peso seca, en parte aérea de plantas -

de Phageolus wulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm a0 ppm 90 ppm

1 0°'30 0'23 0'18 0'1?
2 0*4as o*a1 0'37 0'27
3 0'86 0'70 0'6s 0'62
4 o'7? a*71 0'sa 0'a2
5 0'so 0'438 Q'a6 0'46
6 0'as 0'a4 0'43 0'a2
7 0'as 0*'31 0'25 0'23
8 0'22 0'16 Q*15 0'13

Valor global 4'04 3'49 3'07 2'72
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TABLA S§2

Contenido de clorofila b, expresado en mg, en parte afrea de plantas de —

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 30 ppm
1 0*3537 0*7895 09337 0'8065
2 1*1608 2'3065 23134 212377
3 115689 2'3044 15690 112167
4q 1*6059 2'2970 1*1020 0'9413
5 14712 112335 1'0668 09057
6 1¢7458 15810 112857 0*s594
? 2'3154 211258 15705 0°'9227
8 1' 1855 0'7109 05193 03663
9 1'1176 0*ao 11 0'a3s82 0'2529

10 07586 05105 0'3832 Q'3312

valor global 13*2824 a2y 11'1023 37404
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TABLA 53

Porcentaje de clorofila b, referido a peso saco, en parte edrea de plantas

de Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 or13 0'26 0'36 0'34
2 0*'41 Q'77 0*79 a'78
3 0*53 0*'73 0'56 g'as
a4 0'a56 0'65 0'32 0'30
5 o' o'2s o'27 (0 )-04
6 0'26 0'26 o2 0°'16
7 Q*33 0'33 0'26 0'15
8 0'1? 0*13 0*'10 o'
9 0'14 0'as 0'06 o0*o6

10 g'o8s 0'07 006 0'06

Valor global 2'85 3'S5 3'00 2'65
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TABLA 54

Contenido de clorofile b, expresado en mg, en parte aérea de plantas de —

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentreciones de Mn.

(Experiencia II)

Muestre Cantrol 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 0'S555 0'4958 0'3616 0*2825
2 0'8208 0*7617 0'6468 04530
3 23166 1'5397 1* 1826 110399
a 1*8671 1* 1985 0'7929 0*5564
5 2'1090 1'8946 15800 1'0578
6 1*6148 1*1294 06651 a*5823
? 12116 0'6977 016786 0'5854
8 09267 0'7161 g*s654 0'2953

Valor global 1114621 8'4335 6'4730 43529
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TABLA 55

 Porcentaje de clorofila b, referido a peso seco, en parte adrea de plantas

de Pheseolus vulgaris cultivadas con diversas concentreciones de Mn.

(Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 30 ppm
1 0*28 0'26 o'19 o'\
2 0'0 027 0'28 0'20
3 0'81 0'52 0'4s5 0'a2
a 0*s51 0*'34 0*'29 g2
5 0'20 0'2? 0'25 0'20
6 0*23 0'20 0*'15 0'13
? o*'19 0*'1 o'11 0'10
) 0r1? 0'14 0*'11 0'06

Valor global 279 211 1'a3 1'50
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TABLA 58

Aelacién clorofila a / clorofila b en parte aérea de plantas de

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia I)

o Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 1'88 0's6 gras 0'gs
2 113 0°88 0'94 0'90
3 144 112 1137 1143
q 147 120 1'92 178
5 155 1'89 1'31 173
6 o'21 1124 1137 1136
7 106 100 113 1'38
8 1'63 1'30 1'96 2'05
9 1149 155 1130 112

o 0'581 076 0'92 1'09

Valor global 1317 12'40 1361 13'a9
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TABLA 59

Relacidn clorofila a, / clorofila b, en parte adrea de plantas d&@ ————

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia II)

Muestre Cantrol 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 1'0744 1'0705 0'9651 1'0365
2 1'S118 114912 1°3278 13222
3 1'0674 113665 15691 1*5579
4 1*5029 2'0369 2°0099 2'1110
5 13476 116655 17885 2'3043
6 2' 14z 2'1419 2'8993 312077
7 24589 247586 212829 2¢2953
8 1*2802 1*1207 1*3203 2'0576

Valor global 123573 13'6519 14' 1634 15'8926
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TABLA 61

Contenido de clorofila total, expresado en mg, en parte adrea de plantas de

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia I)

Musstre Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 100172 15533 1*7688 1'5781
2 2'4917 43426 4*4365 4°'2573
3 39382 4°'8830 37337 30228
4 35647 5t0638 3t2176 2'6115
5 37575 3'S535 3'0071 215242
6 a'1387 3'S759 3'0463 2'0296
7 a'7774 4'2594 3'3439 1'9573
a 3'0099 119337 15457 171270
9 217737 1'0246 08307 0'5350
10 1'3745 0'9012 07327 0'e81?

Valor global 31'1836 311560 257230 20'3345
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TABLA 62

Porcentaje de clorofilas totales referido & peso seco, en parte adrea de —

plantas de Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentreciones de Mn

(Expertiencia I)

Musstra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 037 0's2 0'63 a'66
2 0'97 144 153 1'49
3 1031 154 1*34 112
a 114 1'4a3 0'91 0°'33
5 0'a? 0'34 0'77 076
6 0'63 0°*78 0'52 0°'39
7 a'e3 0'65 0'ss 0°'36
8 g'aa 0'37 9'29 027
g 0°'36 0*16 0'14 o'12

10 0'14 0*'12 011 0'12

Valar global 6391 7'35 6'84 6'12
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TABLA &3

Contenido de clorofila total, expresado en mg, en partes aérea de plantas de

Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn.

{(Experiencia IT)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 12308 1'g227 0*2104 0'5749

2 20700 19177 1'5034 10620

3 47802 3'6273 310358 216414

q 4'7018 3'6995 23775 197261

5 5'5973 502550 4's030 3rag2s
- 5'0052 35943 25650 2'4830
7 4'1578 216748 22079 19277

a 21444 175330 113595 0v93114

Valor global 29'6375 23'3248 182675 14'8190
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TABLA 64

Porcentaje de clorofila total, referido a peso seco, en parte adrea de plan

tas de Phaseolus wulgaris cultivedas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia II)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 o0'57 0's3 0'37 0'34
2 0°'76 0'68 0'65 0'4a?
3 1°67 122 115 1106
4 129 106 0*a? 0'63
5 o' 0*'76 o'72 a'65
6 a*21 0'64 0's57 0'ss
7 Q*ss 0'42 0386 0'33
8 0'40 0'30 027 o'19

Valor global 677 5'61 4'96 428
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4.5, CONTENIDO DE CAROTENOIDES EN LAS PLANTAS

La fraccién global de los carotenoides muestra un cursa més difi—
cil ds interpretar que la variacién, comentada anteriormente, de las cloro-
filas. En el grupo de experiencias en que la fusnte nitrogenada es la fi ja-
cifn simbiftica del N2 (Experiencias I y II}, las diferencias no parecen —
ser muy marcadas, incluso para las dos variantss de alto contenido en hie—

rro (Tabla 67 y 68) o la de bajo contenido del mismo (Tabla & y 70).

En cambio, se han obtenido diferencias mds claras en las plantas -
crecidas con nitrato como Gnica Fuénte de nitrégeno {Tablas 71 y 72) que,
paradc/)jicamante, muestran valores incrementados de carotencides, tanto en ~
conterido total en planta como referido & peso seco de la misma, en 1a@s ——
plantas crecidas en exceso de mangansso respecto a las control, S8lo en los
casos extremos, como en las dltimas muestras de las plantas suministradas -
con 1000 ppm de manganeso, que ya se hallaban en franca regresién, los va—
lores descienden, Para la experiencia III, la respuesta en los niveles de -
carotenoides en planta frente al exceso de manganeso representa un mecanis—

mo diferencial frente a la respuesta negativa de las clorofilas,



193

TABLA 67

Contenido de caraotenoides expresado en mg, en partz aérea de plantas de -

Phaseolus wvulgaris cultivadas con diversas concentraciones de Mn.

(Experiencia I)

Mues tre Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 0'4081 0'5148 0'4433 013365
2 0'6270 0'6603 -0*'6169 0'6031
3 09392 1'0141 0'8637 0'7155
a 0'9038 1'0334a 0'7398 0'6588
5 0'8602 0'7206 0'6206 0'4588
6 1'0714 09274 08343 0'5785
7 1*1453 0'8721 Q'7204 0'4526
] 073345 05365 0'5304 0'3360
9 0'6867 0'3114 0'2374 0* 1799

10 0'4a77 0'2933 02572 0*1719

Valor global 7'9205 6'8844 5'868 4'43966
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TABLA 68

Porcentaje de carotenoidss, referido @ paso secn, en parte adrea de plantas

de Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentreciones de Mn,

(Experiencia I)

Muestra Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 Q' 15 0'17 Q*1?7 0*14
2 g'22 0'22 0*21 ato
3 0'32 0'32 0'31 o*21
4 0'26 0'2 0*21 o'21
S 0'20 0'1? 0*16 0*14
6 0'16 0*15 0*'14 o*1
7 a* 16 0'13 0r12 a'os
8 g*12 o'10 0'10 or'o8
9 009 0'0S 004 0'od

10 0'04 0'o4a 0'o4a 0'aa

Valor global 1472 1'64 1150 12
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TABLA 65

Contenido de carotenoides, expresado en mg, en parte adrea de plantas de —

Phaseolus vulgaris cultiwedas con diversas concentraciones de Mn,

(Experiencia II)

Muestrea Control 10 ppm 40 ppm 80 ppm
1 0'a689 0'3465 0' 1923 0'1871
2 - 0'4333 03753 0'3419 0'3092
3 017269 07772 Q9243 0'6002
q 05732 0*7118 03001 0'4308
5 1'30438 1'2461 111593 0'9735
6 1'2635 0'9197 0'3561 07329
? 11134 0'7613 07081 046533
8 09231 0°'7420 0'6152 0'6296

Valor global 6*3051 513799 5'a333 4*5185
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TABLA 70

Porcenta je de carotenoldes, referido a peso ssco, en parte adrea de plantas

de Phaseolus vulgaris cultivadas con diversas concentreciones de Mn.

(Experiencia II)

Muss tre Control 10 ppm a0 ppm’ 80 ppm
1 0r22 0'18 0'10 o*11
2 0*16 0'13 0'1s 0'13
3 0'2s o'2s5 0'31 o024
a 0*16 0'a 0*22 0*1?
S 0*18 0'18 -0*18 0'18
6 0*18 ' 0°'16 0'19 0*'14
? 0*17 0*12 0'11 0*11
8 ar1? o*11 0'12 012

Valor global 1'49 1'34 1*45 1120
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4,.6. DISCUSION GENERAL

De nuestros resultados aparecen una serie de hechos que son corre-
lacionables entre si, El excesp de manganeso en la planta resulta téxico a
partir ds cierto nivel crftico superior que se hace ostensible claramente y
de una forma cada vez mds acumulativa en la planta, Esta sintomatsclogfa in-
cluye fundamentalmente la presencia de manchas o puntos parduzcos de tinte
rojizo en hojas, tallos y peciolos inferiores inicialmente que va sucesiva-—
mente progresando hasta alcanzar las hojas j8venes més superiores., En éstas
aparece una tfpica clorosis intervenal tanto mls intenmsa cuants mayor sea -

el aporte de manganeso a la planta.

Los niveles de manganeso e hierro en planta dan a entender la posi
ble presencia de un fendmeno de antagonismo de ambos iones, incluso ya a —
nivel de la absorcién o, también, del transporte, como se deduce de los va-
lores diferenciales del contenido de ambos slementos en ralz y parte aérea.
Nuestros resultados indican n&s bien una escasa movilidad del mangameso y -~
hacen dificil interpretar @nicamente los sfntomas de toxicidad como si fue-
ran debldos a una deficiencia de hierro, pués, aungue con mayor retraspo, —
tambiédn se presentan en las plantas crecidas con alto suministro de hierrn,
No' obstante, el incremento de manganeso en planta disminuye los niveles de

hierro en las distintas alturas de la planta.

La accién téxica del manganeso en las proteinas de la planta pue—
de relacionarse con Su éfecto detrimente sobre la nodulacidén, ya que este -
afecto especffico sobre las proteinas es muy superior en la rafz que en la
parte adrea y resulta ser proporcional al incrmento de la concentracién de

manganeso en la planta y a la reduccifin de la nodulacién,

veidaen
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Las acciones ejercidas sobre el crecimiento por dosis tfxicas.de -
manganeso podrfan muy bien actuar, en gran parte, por su efectn perniciose
sobre los pigmentos fotosintédticos y, por ende, sobre el rendimiento del —
aparato fotosinté8tico y la productividad de la planta. Este hecho es esen—
cialments ostensible en las clorofilas, tanto para la clorofila & como pa-
ra la b y, en cambio, es menos claro, o al menos aparentemente mds ambiguo,
sobre los carotenoides., En todo caso es de destacar el hechg diferencial —
del incremento en los carotenoides por efecto del exceso de manganesa en ——
las plantas creclidas en un medio cuyo aporte nitrogenédo son los mitratos,
en lugar de la fijacién simbiStica del N2 atmosférico. £ste hecho se NoS ——
muestra por el momento dificilmente explicable,

La accién diferencial, en la primera mitad del ciclo vegetativo de
algunas concentracliones en ligerv excesa de manganeso en plaﬁta en el conte
nido de clorofilas, mayor que para las plantas control en altos valores de
hierro frente a las crecldas en bajos valores, podrfa atribuirse, ademds de
al posible mecanismo de antagonismo en la absorcidn o en el transporte, en
la participacifin del hisrro como cofactor de la bigsfntesis de las clorofi-
las en la planta, logrdndose asf un mejor balance relativo entre cadena de

biosfntesis,

Un hecho destacable es que el incremento de bhierro, a pesar de su
posible accién beneficiosa sobre la nitrogenmasa y de su efecto antagénico -
para el manganeso, no sélc no mejora los niveles de protefma en planta, ——
sino que incluso los perjudica ostensiblemente, sobre todo en la segunda =

mitad del ciclo de desarrollo de las plantas (estado de Floraciﬁn).
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C ONCUL UGS TI ONTES

€1 aporte suplementario de manganeso se traduce en un incremento acumu
lativo del mismo en las plantas., Estos incrementos intermos del menga-
neso van unidos a un descenso de valores para el hierro en la planta,-
de forma que cada vez se alcanzan valores superiores en la relacién —

mn/Fe.

Para un suministro dade de manganesoc a la planta, los valores internos
de manganeso difieren en los distintos érganos de ella, Las raices pre
sentan valores muy superiores a la parte aédrea y en ésta los niveles -
ascienden progresivementa desde las hojas viejas basales a las hojas -

jévernes superiores,

€1l nivel nutriente critico para la aparicién en las plantas de Phaseo-
lus vulgaris de sfntomas externos visibles de toxicidad por exceso de

manganeso es aproximadamente de 3000 ppm en rafz y de 1000 ppm en la -
parte aérea, Independientemente de la concentracién de manganeso sumi-
nistrado por la solucién nutritive, todas las plantas muestran sfnto—
mas extermos claros de toxicidad cuando, por efecto acumulativo, se —

llega a estos valores.

Los sfntomas extermos de toxicidad por manganeso que se han manifesta-

do en nuestras experiencias con Phaseoglus vulgaris son: puntos pardo—

-negruzcos de tinte rojizo en tallos, peciolos y hojas viejas inferio-
res, Puede seguirse la progresién del mengameso hacia arriba sucesiva-

mente por los tallos, peciolos y nerviaciones de las hojas que se os-——

Y
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curecen de una manere muy caracterf{stica por la presencia de estas pun
tuaciones, Otros sfntomas engloban ya necrosis y en las hojas jévenes,
en una fase posterior, clorosis intervenal gue puede llegar a ser muy

intensa en las concentreciones mayores y un tipico arrugamiento del —

taz foliar,

El estudio de los niveles sucesivos en planta del manganeso y en los -
distintos pisos de la parte asrea (hojas viejas-tallo-hojas jévenes) -
indica una escasa movilidad en planta para sl manganeso, lo que retre-
sa la aparicidn de los sfntomas de toxicidad, sobre todo para las con-

centraciones no muy elevadas de manganeso.

Las distintas concentraciones en exceso de manganeso en la solucién —
nutritiva no han alteredo la capacidad germinativa de las semillas, —
pero si pronto se establecen diferencias en el crecimiento de las plan
tas cultivades a mayores concentraciones de menganeso. Esta reduccién

del crecimiento en muchos casos es superior a8l 50 % y en las plantas -
cultivadas en 1000 ppm de manganeso resulta totalmente letal, de forma
que cuando las plantas control alcanzan la floracién aquellas mueren -

en su totalidad,

A excepcidn de las plantas cultivadas en 1000 ppm, que murieron, el -~
resto de variantes de 10, 40, 160, 300 y 500 ppm de manganeso en el —
medio nutritivo no modificd el tiempo de inicio de la floracién, pero

si su intensidad que fué decreciendo cada vez mds hasta apenas no ocu—

rrir para 500 ppm.

Igualmente significativas fueron las diferencias en la intensidad y —
tamafio de frutos, con vaelores muy parecidos para las plantas control y

las cultivadas en 10 y 40 ppm de manganeso y diferencias muy sefaladas

veod e
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cada vez mayores sobre todo a partir de 160 ppm de manganeso.

El exceso de manganeso en planta reduce los niveles de protefma, tanto
mds cuanto mayor sea el suministro de manganesc. Las raices se ven mas
afectadas que la parte aédrea, Igualmente se reduce la nodulacidn de 1la

simbiosis Phaseolus vulgaris-Ahizobium phaseolii. Lé&gicamente ambos —

hechos est&n intimamente relacionados.

El manganeso en exceso en planta muestra toxicidad en los niveles de -
pigmentos fotosintdticos, muy clara para las clorofilas a y b, tanto -
en valores en planta como en los porcentajes referidos a peso seco., No
se trata, pués, de un efecto indirecto gue el afectar al crecimiento -
disminuya correspondientemente a lgs niveles de clorofilas en planta,-

sino que incluso cabe pensar que el descenso de clorofilas afecte la -

. productividad fotosintética y, por ende, al crecimiento de la plaenta.

11)

12)

13}

La fraccién global de los carotenoides no muestra resultados tan signi
ficativos. No obstante, las plantas crecidas con suministro de nitra—
tos como fuente nitrogemada no s8lo no presentan reduccién en les nivg
les de carotenoides, sino incluso muestran un ligero incremento de los

mismos respecto a las plantas control.

Los efectos de la toxicidad del exceso de manganeso en Phaseglus vulga

ris son mé&s tolerados, en generel, si las plantas reciben un suninis—
tro m&s elevado de hierro. Cabe pensar mds bien en una interrelacién -
Mn-Fe a nivel de la absarcién o del transporte, tal como sugieren los

niveles en planta de algumas fracciones analizadas, mds que en und —

sustitucidn de funciones entre ambos elementos.
El suministro de nitratos como fuente de nitrégeno para las plantas, -

Y
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comparado con la nutricién por fijacién simbiStica del N2 atmosférico,
en general, disminuye la aparicidn de sfntomas de toxicidad del manga-

neso y de reduccidn del crecimiento en las plantas de Phasecglus vulga-

ris., No obstante, otras fracciores, como los carotenoides, se ven in—

crementadas.
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