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Effect of aluminium on dry matter production and nitrate reductase
activity of two wheat genotypes, growing in nutritive solutions
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ABSTRACT

Two native wheat genotypes (Pitufo and Perquenco) with different Al tolerance were
grown in nutrient solution under a growth chamber with and without the addition of Al and
adjusted to pH 4.8. As control a nutrient solution adjusted to pH 6.0 without Al addition
was considered. After 20 days, nitrate reductase activity of shoots was determined. Root
lenght and dry matter of roots at high concentration of Al were also measured. Acidity
decreased root lenght of both genotypes. Pitufo genotype was more tolerant to Al and low
pH than Perquenco one. However, nitrate reductase activity of Perquenco genotype was
significatively decreased by both Al and pH.

Palabras claves: Toxicidad de aluminio (Al), trigo, nitrato reductasa, solucion nutritiva.
RESUMEN

Los cultivares de trigo Pitufo y Perquenco se cultivaron en solucion nutritiva, en cama-
ra de crecimiento, tanto en presencia como en ausencia de aluminio, con pH ajustado a 4,8.
Se considerd como control la solucion nutritiva con pH 6,0, en ausencia de Al. Después de
20 dias se determino, en las plantas, la actividad nitrato reductasa. Se midio la longitud
radical y la materia seca, tanto de la raiz como de la parte aérea y en altas concentraciones
de Al. Se observo que el sistema radical de ambos cultivares fue afectado cuando se redujo
de 6,0 a4,8 el pH de la solucion nutritiva, siendo el cultivar Perquenco el mas sensible frente
alapresencia de Al. El cultivar Pitufo resultd ser mas tolerante frente al Aly a la disminucion
del pH. Sin embargo, la actividad nitrato reductasa en el cultivar Perquenco experimentd
una disminucion mayor que en el cultivar Pitufo, tanto por la presencia de Al como por la
disminucion de pH.
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INTRODUCCION

La toxicidad de aluminio es el principal
factor limitante del crecimiento de las plan-
tas en los suelos acidos (Dong et al.,2002;
Mora et al., 2000; Rout et al., 2001). La IX
Region de Chile posee una superficie aproxi-
mada de 1.530.000 ha de uso potencial
agropecuario, de los cuales 870.000 ha co-
rresponden a praderas y las restantes a cul-
tivos anuales. Del total de la superficie sem-
brada en el pais, la temporada 2004/2005, el
trigo representa un 62,1 %, la avena un 14,3
%, la cebada un 4,4 %, el lupinoun 9,1 %y
el raps un 2,8% (ODEPA, 2005).

Actualmente se observa una disminu-
cion de la productividad de algunos suelos
derivados de cenizas volcanicas en la X y
X Regiones de nuestro pais. Ello podria ser
una consecuencia de la acidez, toxicidad de
aluminio y/o bajo contenido de Cay Mg en
el suelo. Por otra parte, el uso indiscrimina-
do y/o inadecuado de fertilizantes
amoniacales ha agudizado el problema de la
acidificacion de los suelos de esas regiones
(Rodriguez, 1993; Suarez, 1994).

Los sintomas de fitotoxicidad de Al no
siempre se correlacionan con una concen-
tracion critica de Al en el medio de creci-
miento (Cameronetal., 1986) Asi, aunque
la presencia de Al es claramente importante
en la expresion de la respuesta al dafio por
parte de este elemento, otros factores del
medio tales como, pH, formacion de precipi-
tados insolubles, efectos protectores de
iones, fuerza ionica de la solucidn, presen-
cia de ligantes quelantes, genotipo de la
planta y especies vegetales, pueden tam-
bién actuar en la modificacion de la respuesta
de la planta al aluminio (Gallardo et al., 1999).
Algunos de estos factores quimicos se pue-
den comprender, en mejor forma, si se con-
sideran los efectos que tiene la especiacion
de Al, la que varia segtin el pH (Kinraide,
1991), ya que las especies toxicas de Al son
funcion del pH y afectan en distinto grado a
especies vegetales y variedades dentro de
una misma especie, siendo Al” la especie
mas toxica, la cual es conocida como Al 1abil.

El principal efecto de la toxicidad de Al
es larestriccion del desarrollo radical, por lo
cual la planta reduce el volumen de suelo
que puede explorar, disminuyendo de este
modo la absorcion de nutrientes, de agua y
reduciendo la produccion de materia seca
total.

El metabolismo nitrogenado es afecta-
do por la presencia de Al, reduciendo prin-
cipalmente la actividad de la nitrato
reductasa (Sharma and Dubey, 2005), enzi-
ma que participa en la conversion de nitrato
a nitrito en plantas en presencia de un
cofactor que actiia como donador fisiologi-
co de electrones para la realizacion de esta
reduccion en eucariontes (Hoff et al., 1992).

Dos tipos de nitrato reductasa (NR) han
sido reconocidas en organismos
eucaridticos. La mayoria de las NR son es-
pecificas para el cofactor nicotinamida
adenindinucleétido reducido (NADH), y
s6lo unas pocas son dependientes de
nicotinamida adenindinucleétido fosfato
reducido (NADPH) (Hoff et al., 1992).

La NR contiene varios grupos
prostéticos, incluyendo  Flavina
adenindinucledtido (FAD), citocromo y
molibdeno. En cuanto a la localizacion de la
reduccion de nitrato dentro de la planta, ésta
puede ser especifica, dependiendo de la
especie vegetal (Smirnoffand Stewart, 1985).
En la mayoria de las especies la reduccion
de nitrato se observa a nivel de las raices y
de los brotes. La proporcion de reduccion
en cada localizacion depende de varios fac-
tores, entre otros, del nivel de nitrato sumi-
nistrado, la especie y la edad de la planta.

La mayoria de las enzimas nitrato
reductasa de plantas superiores son nitrato
inducibles. Esto implica que la actividad de
la NR, las proteinas de NR y el acido
ribonucleico mensajero (RNA mensajero) de
laNR, se incrementan en respuesta al nitra-
to. Las NR estan en bajos niveles en plan-
tas que no han recibido nitrato (Timpo and
Neira, 1983), pero ellas pueden ser induci-
das en pocas horas por la adicion de nitrato
(Zhu et al., 2005).
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La absorcion preferencial de NH,"/NO -
esta involucrada en el comportamiento di-
ferencial de genotipos con relacion a la to-
lerancia a Al. Que ocurra una disminucion
en laabsorcion de NO, por efecto de la pre-
sencia de Al es evidencia de la inhibicion
inducida por el Al en la absorcion de aniones
(Foy, 1988; Galvezetal., 1991).

Por taltimo, resulta interesante mencio-
nar que la luz visible por largo tiempo ha
sido reconocida por tener un efecto
estimulatorio sobre la actividad de la NR en
plantas verdes. Tanto la intensidad como la
duracion de la luz afectan el nivel de la enzi-
ma (Keltjens and Nijénstein, 1987;
Munzarova et al., 2006).

El objetivo de este estudio fue comparar
el efecto de diferentes niveles de Al en la
produccion de materia seca y en la longitud
radicular de dos variedades de trigo y en la
actividad nitrato reductasa presente en las
hojas del vegetal, en soluciones nutritivas.

MATERIALES Y METODOS

Dos cultivares de trigo (Z7iticum
Aestivum L.) fueron utilizados en este expe-
rimento, Pitufo (Baer) y Perquenco (INIA).
Semillas de ambos cultivares fueron esteri-
lizadas utilizando HgCl, y germinadas en
bandejas con arena lavada. Después de 5
dias se seleccionaron 6 plantulas de similar
crecimiento y se colocaron en macetas de 1
litro de capacidad, conteniendo solucion
nutritiva con los siguientes iones: 0,75 K;
1,27 Ca; 0,27 Mg; 0,12 S-SO,; 0,10 P-HPO,;
3,75N-NO;; 0,31 N-NH, enmM y 58,5 Cl;
53,9 Na; 17,9 Fe; 6,6 B, 2,4 Mn; 0,6 Zn, 0,2
Cuy 0,1 Mo en UM (Taylor and Foy, 1985).

Se adicion6 Al en la forma de
KAI(SO,),x12H,0 considerando como tra-
tamiento 0, 100, 150y 200, uM. El pH de la
solucion nutritiva se ajusté a 4,8 y 6,0 (0,1
unidades, respectivamente.

El experimento se realizd en una cama-
rade crecimiento con una temperatura de

25 +2°Cy un fotoperiodo de 16 horas,
ajustando el pH cada dos dias y cambiando
la solucién nutritiva cada 7 dias seglin dis-

minucion del macronutriente limitante (P).
Después de 20 dias se puso término al expe-
rimento, se determino la actividad de la en-
zima nitrato reductasa en las hojas de las
plantas. Ademas, las plantas fueron dividi-
das en parte aérea y raiz, determinandose el
largo radical. Luego, las plantas se coloca-
ron en estufa a 65°C por un periodo de 48
horas, determinandose el peso seco tanto
de la raiz como de la parte aérea.

Del extremo terminal de cada hoja de tri-
go se cortaron pequefos trozos para obte-
ner masa del orden de 0,250 g. El material
vegetal se colocd en matraces erlenmeyer
de 25 mL que contenian 5,0 mL de medio de
incubacion consistente en tampon fosfato
de potasio 0,1 M, pH 7,0, n-propanol 5,0 %
y KNO, 50 mM (Jaworsky, 1971).

Cada erlenmeyer se coloco en un dese-
cador de vidrio en el cual se sometid a un
vacio de 50 cm de Hg durante 1 min. Se
interrumpio el vacio por 1 miny se repitio la
operacion de vacio por 1 min adicional
(Harper and Hageman, 1972). Posteriormen-
te, cada matraz se incub6 en un bano
termorregulado a 30 °C, en oscuridad, du-
rante 40 min. La eleccion del tiempo de
incubacion se hizo en base a ensayos pre-
vios (datos no mostrados), en los que se
analizo la liberacion de nitritos al medio en
funcion del tiempo de incubacion, resultan-
do ser maxima a los 40 min. Finalizada la
incubacion, la reaccion fue detenida colo-
cando una alicuota de la soluciéon incubada
en un tubo de ensayo que contenia 1,0 mL
de sulfanilamida al 1,0 % y 1,0 mL de
diclorato de N-1-naftil-etilendiamina al 0,02
%. Lamezcla se completo con agua destila-
da hasta un volumen de 5,0 mL y después
de agitar vigorosamente se dejo desarrollar
color durante 15 min, a temperatura ambien-
te. Finalmente se midi6 la absorbancia a 540
nm en un espectrofotdmetro Shimadzu UV -
150-02. Para la cuantificacion del nitrito for-
mado se utiliz6 una curva patrén preparada
con una solucion estandar de KNO, en tam-
pon fosfato de potasio. La actividad de la
nitrato reductasa se expresd en (moles de
nitrito formado por g ! por hora .
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El disefo experimental correspondio al
arreglo factorial de dos cultivares de trigo,
dos niveles de pH y cuatro niveles de alu-
minio, en un disefo enteramente al azar con
tres repeticiones. Se analizaron los datos
considerando las medias de: longitud radi-
cal, materia seca de parte aérea y raiz y acti-
vidad nitrato reductasa de las planta creci-
da en cada maceta, segun el test de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las dos variedades de trigo cultivadas
en solucion nutritiva a pH 4,8 en ausencia
de Al, presentaron un sistema radical redu-
cido. Los distintos niveles de Al no afecta-
ron significativamente la longitud radical de
el cultivar Pitufo, contrariamente a el cultivar
Perquenco la que redujo significativamente
su sistema radical frente a la mas alta con-
centracion de Al ensayada (Figuras 1y 2).

La respuesta diferencial a Al de una de
las variedades de trigo concuerda con lo
publicado en investigaciones previas (Ga-
llardo et al., 1999; Rout et al., 2001 ).

200

Aluminio (uM)

Figura 1. Longitud Radical de trigo cultivar
Pitufo en funcion de 2 niveles de pH y 4 niveles
de Al, creciendo en soluciones nutritivas (p <
0,05).

Figure 1. Root lenght of Pitufo wheat genotype
in relation to pH and 4 levels of Al, growing in
nutritive solutions (p < 0.05).
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Figura 2. Longitud Radical de trigo cultivar
Perquenco en funcion de 2 niveles de pH y 4
niveles de Al, creciendo en soluciones nutritivas
(p < 0,05).

Figure 2. Root lenght of Perquenco wheat
genotype in relation to pH and 4 levels of Al,
growing in nutritive solutions (p < 0.05).

Es conocido que el efecto fitotdxico se
manifiesta principalmente en el sistema ra-
dical de las plantas, sin embargo; también
puede verse afectada la parte aérea, consi-
derando que la planta sufre una reduccion
en la disponibilidad de nutrientes y por lo
tanto, una reduccion en el desarrollo vege-
tal total.

Existe una marcada reduccion del peso
de materia seca de la parte aérea, principal-
mente de el cultivar Perquenco (Fig. 3), cuan-
do las plantas fueron cultivadas en solu-
cion nutritiva conteniendo 200 UM de Al

Los niveles 100 y 150 uM de Al, también
afectaron el crecimiento de las plantas aun-
que su efecto fue menor.

El cultivar Perquenco mostr6 una reduc-
cion significativa de su sistema radical en

presencia de 200 UM de Al, no presentando
respuestas a niveles inferiores de Al (100
uM de Al), como se aprecia en la Fig. 4.
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Figura 3. Materia Seca de la parte aérea y raiz total en funcion de pH y 4 niveles de Al en la variedad de trigo

Pitufo, creciendo en soluciones nutritivas (p < 0,05).

Figure 3. Shoot and root dry matter of Pitufo wheat genotype as a pH function and 4 levels of Al, growing in

nutritive solutions(p < 0.05).

Existen diferencias en los trabajos pu-
blicados en relacion con la actividad del alu-
minio toxico; de ahi que algunos autores
han obtenido respuesta con niveles de 30 a

50 uM, en cambio otros, (Cameron et al.,
1986) obtienen respuestas con niveles de
3000 uM. Sin duda que esta variacion en los
niveles criticos de Al tiene como uno de los
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Figura 4. Materia Seca de la parte aérea y raiz total en funcion de pH y 4 niveles de Al en la variedad de trigo

Perquenco, creciendo en soluciones nutritivas (p < 0,05).

Figure 4. Shoot and root dry matter of Perquenco wheat genotype as a pH function and 4 levels of Al, growing

in nutritive solutions (p < 0.05).
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factores principales la presencia y concen-
tracion de iones en la solucion nutritiva. De
hecho, bajo las mismas condiciones de cul-
tivo de estas variedades, utilizando niveles
inferiores de Al (0-50 uM), las plantas no
presentaron respuesta a Al (Gallardo et al.,
1999).

En la Fig. 4 se observa que la actividad NR
en el cultivar Pitufo presenta los mayores
valores cuando el medio de cultivo carece
de Aly que la actividad enzimatica tiende a
disminuir a medida que se produce un au-
mento de la concentracion de Al. Por su par-
te, en la misma figura se observa que la acti-
vidad NR en el cultivar Perquenco es afec-
tada significativamente al reducir el pH de
la solucion nutritiva, tanto en ausencia como
en presencia de Al. Estos mismos resulta-
dos se han obtenido anteriormente con otra
variedad sensible de trigo, el cultivar
Antilhue. Estudios realizados por Sharma
and Dubey (2005), evidencian lo anterior-
mente senalado, donde con altos niveles de
A1% (160 uM), decrece la actividad NR y el
estado de activacion de la NR.
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Figura 5.Actividad Nitrato Reductasa en dos varie-
dades de trigo y 4 niveles de Al, apH 4,8 creciendo en
soluciones nutritivas (p<0,05).

Figure 5. Nitrate reductase activity of two wheat
genotypes growing in nutritive solutions (p<0.05) at
4 levels of Al and pH 4.8.

De las figuras también se desprende, que
la actividad enzimatica tendi6 a disminuir a
medida que se produjo un aumento de la
concentracion de Al. Estas observaciones
y/o resultados concuerdan con los reporta-

dos por Foy, (1988), los cuales sefialan que
la actividad NR de dos cultivares de trigo,
descienden al aumentar la concentracion de
Al en la solucion nutritiva. Este descenso
en la actividad NR, frente a dosis crecientes
de Al, también ha sido reportada en otros
cultivares como el sorgo (Keltjens and
Nijénstein, 1987). Por su parte, Rout et al.,
(2001)y, Vouillot et al., (1996), llegaron a la
conclusion que las diferencias en las activi-
dades enzimaticas observadas en los dos
genotipos de trigo sometidos a estudio, es-
tan asociadas con una tolerancia diferen-
cial en relacion al aluminio. De igual modo,
una mayor tolerancia frente a aluminio en
algunos genotipos de trigo esta bien carac-
terizada por la habilidad para usar nitrato en
la presencia de amonio y por incrementar el
pH del medio de cultivo. Estas evidencias
sugieren que el metabolismo del nitrogeno
estaria involucrado en la tolerancia dife-
rencial frente a Al. De esta forma Zhu et
al., (2005), menciona que la reduccién de
nitrato y nitrito en la actividad reductasa
son causantes de la inhibicion de asimila-
cion de nitrégeno, lo cual podria ser una
razén importante de la inhibicion en el creci-
miento de la raiz.

CONCLUSIONES

Los cultivares Pitufo y Perquenco mos-
traron su sistema radical afectado cuando
se redujo el pH de la solucién nutritiva de
6,0 a4,8 y cuando se elevo la concentracion
de aluminio de 0 a2 200 uM.

El cultivar Perquenco fue sensible a los
distintos niveles de Al, no asi el cultivar
Pitufo. La produccion de materia seca de la
parte aérea de ambos cultivares no presen-
to respuesta significativa a la presencia de
Al excepto a altas concentraciones de alu-
minio.

La actividad de la enzima nitrato
reductasa presente en los diferentes
cultivares de trigo sometidos a estudio, pre-
sent6 una disminucion significativa a medi-
da que en el medio de cultivo aumentaron
los niveles de aluminio.
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Elnivel de actividad de la enzima nitrato
reductasa en los diferentes cultivares de tri-
go, permitié discriminar su tolerancia diferencial
frente a la acidez causada por el aluminio.
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