ESTUDIO DEL EFLUJO NETO DE H* POR RAICES AEROPONICAS
ESTERILES DE PLANTULAS DE GIRASOL (HELIANTHUS ANNUUS L.)
BAJO CONDICIONES DE TOXICIDAD DE B

F. Espinosa y M. C. Alvarez-Tinaut

U. E. Fisiologia Vegetal. Dpto. Biologia y Produccion Vegetales.
Facultad de Ciencias. Universidad de Extremadura. 06071 Badajoz

RESUMEN

Se han realizado experimentos de corta (adicionando borato al medio de medida) y
larga (adiciondndolo al medio de cultivo) exposicién a 50 y 100 mg L~ ! (toxicidad)
de Boro, midiéndose el efecto sobre la capacidad tampén (B) y el eflujo neto de H* de
las raices. El exceso de B reduce § de las raices, y ademds, tanto 50 como 100 mg L~!
de B inhiben el eflujo neto de H*, en una respuesta que depende del tiempo de exposi-
cién a la toxicidad:; es mds acusada en los experimentos de larga que de corta exposi-
cién, atenudndose ademds las diferencias entre ambas concentraciones (con el tiempo
se observa un efecto de saturacion). El pH final alcanzado es siempre menos 4cido con
100 que con 50 mg L1, sin que influya el tiempo de exposicion a la toxicidad. Se pro-
pone que la causa de la reduccion del eflujo neto de H* podria ser una menor eficiencia
de los sistemas de extrusién de H* junto con un aumento del influjo, siendo este Gltimo
efecto especialmente acusado con 100 mg L~ de B, a pH < 6.0 y en los experimentos
de larga exposicién a la toxicidad.
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SUMMARY

NET H* EFFLUX BY AEROPONICALLY CULTURED STERILE
SEEDLING ROOTS OF SUNFLOWER (HELIANTHUS ANNUUS L.)
UNDER BORON TOXICITY

Two kinds of B toxicity experiments were performed;: short term (borate added to
measure media) and long term (borate added to plant culture media) exposure to 50
and 100 mg L~! of B, measuring the effect on buffering power () and net H* efflux
by the roots. B toxicity reduced roots § and both 50 and 100 mg L~! B inhibited net
H* efflux rate by roots, this response depending on the exposition time to B toxicity:
short exposition was less inhibitory than long exposition, the difference between the
responses to both B concentrations beeing lesser in this last case (saturation was reached
with time). Final pH was allways less acidic with 100 than with 50 mg L~ B, the time
of exposition to B toxicity beeing not involved in this effect. Net H* efflux inhibition
is proposed to be due to a lesser eficiency of H* extrussion systems, toghether with an
increase in H* influx, this beeing specially pronunced with 100 mg L=! B, pH < 6.0
and with long term exposition to B toxicity.

Key words: H* efflux. Roots. Sunflower. Boron toxicity .
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INTRODUCCION

Entre los efectos que se atribuyen
al B en las plantas, uno de los més
ampliamente aceptados es el de su
actuacién a nivel de las membranas
y/o paredes celulares, mediante la
formacién de complejos entre los
grupos —OH de diferentes compo-
nentes de las mismas (polisacdridos
de la pared y glucolipidos y gluco-
proteinas de la membrana) y los
iones borato (Augsten y Eichhorn,
1976).

Se ha propuesto que la base de la
acci6én primaria del B estaria a nivel
de las membranas, de las que podria
ser un componente esencial (Parr y
Loughman, 1983; Pilbeam y Kirkby,
1983; Pollard et al., 1972; Smith y
Dugger, 1980), ya que las plantas so-
metidas a deficiencia de este elemen-
to presentan alteraciones en la ab-
sorcién y transporte de otros nu-
trientes (Pollard et al., 1977; Robert-
son y Loughman, 1974; Smith y
Dugger, 1980), yaque desaparecen al
anadir B al medio. Estas alteraciones
han sido atribuidas a un efecto de
la deficiencia de B sobre los siste-
mas de transporte activo de H*, di-
rectamente (Pollard et al., 1977) o
indirectamente (Parr y Loughman,
1983). En este campo destacan los
resultados de Rolddn et al. (1988),
que detectan un efecto igualmente
depresor de la deficiencia y toxicidad
de B sobre la extrusién de H* por
vesiculas microsomales de plintulas
de girasol, demostrando, ademas, que
la aplicacién “in vitro” de B a dichas
vesiculas no tiene efecto alguno so-
bre su actividad ATPésica.

En cuanto a la causa molecular
base de estas respuestas, se han pro-
puesto diferentes hipdtesis. Asi,

Belver et al. (1988) han comprobado
que la aplicaciéon de B en exceso pro-
voca cambios . estructurales de las
membranas, asi como de los compo-
nentes lipidicos de microsomas de
raices de girasol, semejantes a los que
se observan en tejidos senescentes.
En esta misma linea, Parr y Lough-
man (1983) sugieren la posibilidad
de que complejos entre componentes
lipido-protéicos de las membranas y
el B fueran la base de la funcionali-
dad de las mismas. Los resultados del
equipo de Bonilla en cianofitas (Gar-
cia-Gonzéalez et al., 1988; Garcia-
Gonzilez et al., 1990; Mateo et al.,
1986) les han llevado a proponer que
la esencialidad del B para las plantas
superiores estaria mas bien relaciona-
da con la parte glucidicade los gluco-
lipidos y glucoproteinas de las mem-
branas, que serian la conexién entre
estas membranas (por su cara exter-
na) y la pared celular, y con quienes
el borato formaria complejos capaces
de mantener la integridad y funcio-
nalidad de las biomembranas, la car-
ga de su superficie y la regulacion de
su capacidad de transporte.

Por otra parte, Bonilla (1991) y
Blaser-Grill et al. (1989) han pro-
puesto que la toxicidad de B altera el
pH intracelular y sus mecanismos de
regulacién, provocando un cortocir-
cuito metabdlico, ya que la entrada
del 4cido bdrico (comportandose
como un acido permeante —Marré
et al., 1983; Reid et al., 1985)— y su
unién a grupos —OH del citosol for-
maria aniones borato o ésteres bora-
to cargados negativamente, lo que
provocaria la acidificacién del cito-
plasma, que asi se comportaria como
un sumidero para los acidos débiles
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por su pH ligeramente alcalino. Fi-
nalmente, Marschner (1991) mantie-
ne la hip6tesis de que la accion del
B estaria a nivel del apoplasto, pared
celular y plasmalema por su cara ex-
terna, donde formaria complejos
B—Ca—OH. Segtin esta hipodtesis, el B
se encontraria fuera de la membrana,
protegiéndola y actuando como regu-
lador de los canales de Ca. :
En este contexto de opiniones di-
ferentes, el presente trabajo se plan-
te6 para tratar de estudiar los efectos
de la toxicidad de B sobre un proce-
so tan ligado a la actuacién de las
membranas celulares como la extru-
sibn de H*, poniendo especial aten-
cion en la evaluacién de los cam-
bios en las propiedades tampo-
nadoras del medio y de las paredes
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celulares, que pueden enmascarar
los cambios en el eflujo de H*. Asi-
mismo, realizando experimentos de
corta y larga exposicign a la toxici-
dad, tratdbamos de diferenciar los
efectos inmediatos del exceso de B
sobre los sistemas de extrusion de
H* normalmente desarrollados en
cultivo sin B, de aquellos provocados
por el desarrollo de las plantulas en
exceso de B desde su germinacién.

Todos los experimentos se reali-
zaron usando raices enteras aero-
pdnicas, cultivadas en condiciones
estériles, que constituyen un sistema
muy apropiado donde poder evaluar
simultdneamente los efectos sobre
paredes y membranas (Espinosa,
1991).

MATERIAL Y METODOS

Cultivo

Se han utilizado semillas de girasol
(Helianthus annuus L.), variedad hi-
brido enano (Koipe, S. A., Sevilla),
esterilizadas con etanol 96° (4 min.)
e hipoclorito sédico (4.8 g L™, 20
min.), lavadas 3 veces con agua desti-
lada estéril e imbibidas en solucién
estéril de CaCl, 1 mM (salvo las cul-
tivadas con exceso de B, a las que
ademas se adicioné la concentracion
correspondiente) durante 6 h., con
agitacién y aireacion a través de to-
runda de algodon estéril. A continua-
cidon se sembraron en cajas herméti-
cas de pldstico con suficiente atmés-
fera interna, esterilizadas con hipo-
clorito sédico (40 g L) y exposi-
cion a radiacién UV, sobre doble

capa de papel de celulosa humedeci-
do con solucién fresca idéntica a la
de imbibicién, incubdndose a 27 °C,
en completa oscuridad durante 36 h.
Al final de este periodo, que equivale
a 48 h. desde el inicio de la esteriliza-
cién de las semillas, se seleccionaron
plantulas de tamafio homogéneo, sec-
cionandose la porcién apical (0.5-0.7
cm) de sus raices (peso fresco medio
0.0125 g raiz!), que se utilizaron
para las medidas. Las raices asi obte-
nidas correspondian al tipo de raices
“aeropOnicas’ descritas por Zsoldos
et al. (1987). Todas las manipulacio-
nes se llevaron a cabo en cimara de
flujo laminar, los materiales fueron
esterilizados en autoclave y los me-
dios filtrados a través de filtro Mi-
llipore GV 22 um.
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Medidas del eflujo neto de H' por
las raices

Aproximadamente 40 raices (aprox.
50 de las cultivadas con exceso de B)
con un peso exactamente medido de
alrededor de 0.5 g, fueron preincu-
badas durante 60 min. a 4 °C con
agitacién y aireacién. La medida se
realiz6 en una cdmara termostati-
zada a 30 °C, con 10 mL de medio
que contenfa tampén Hepes 1 mM,
CaCl, 1 mM y KCI 2 mM, al que se
adicionaba o no H3BOj, llevindose
a pH final 6.5, con agitacion y airea-
cién a través de filtro de bacterias,
registrandose los cambios de pH con
un electrodo combinado y un pHme-
tro .Radiometer pHMS84, con regis-
trador y potenciémetro amplifica-
dor de escala.

Medida de la capacidad tampdn del
medio sin y con raices

Se realiz6 mediante la titulacion
con 100 nmoles de H* en adiciones
sucesivas a los 10 mL de medio de
medida, sin y con 0.5 g de raices
metabdlicamente inactivadas por
preincubaciéon en NaCN 5 mM du-
rante 180 min. (seguida de abundan-
tes lavados con agua estéril), a lo
largo de todo el intervalo de pH de
medida (6.5 a 4.9). El cociente entre

SUELO Y PLANTA

los nmoles de H" anadidos y la varia-
cién de pH observada indica el valor
de la capacidad tamp6én —f— para
cada pH. Los datos correspondientes
a 3 experimentos independientes
cuando menos, en cada caso, se ajus-
taron a una pardbola mediante orde-
nador Macintosh SE FD HD, obte-
niéndose la ecuacién matematica,
que era utilizada en un programa
propio para calcular la velocidad de
eflujo neto y el eflujo total de H".

Medida del efecto de la toxicidad de
Boro sobre el eflujo neto de H*

Se desarrollaron dos tipos diferen-
tes de experimentos: en el primero
(experimentos de ‘‘corta exposicion”
a la toxicidad) se midi6 el eflujo neto
de H* por raices normales (cultivadas
sin B en el medio) en presencia de
2 concentraciones téxicas de B: Bg
y Bigo (50 y 100 mg L™! de B, res-
pectivamente) adicionadas al medio
de medida; en el segundo tipo (expe-
rimentos de “larga exposicion” a la
toxicidad) se adicionaban las mismas
concentraciones de B al medio de
germinacién y cultivo de las pldntu-
las, midiéndose el eflujo neto de H*
por las raices asi obtenidas en ausen-
cia de B en el medio de medida.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para establecer las condiciones de
normalidad en cuanto a nufricion de
B de las plintulas, hemos tomado
como referencia los experimentos de
Belver (1986) con pldntulas de gira-
sol de idéntica procedencia que las
nuestras, donde se puso de manifies-
to que el cultivo hasta 10 dfas sin

aporte de B no provocaba sintomas
de deficiencia aparente; estas obser-
vaciones y las de otros autores como
Bohnsack y Albert (1977), Hirsch y
Torrey (1980) y Kouchi y Kumaza-
wa (1976), se explican porque las
semillas contienen B en cantidad su-
ficiente para estos primeros dfas de
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cultivo (Belver, 1986; Belver et al.,
1988). En nuestro caso, el contenido
de B en las semillas era de 52 £ 0.5
mg B kg™! peso seco, mis que sufi-
ciente para que consideremos como
plantas normales las cultivadas sin B
en el medio, como demuestran el
6ptimo desarrollo de las raices y la
ausencia de sintomas de deficiencia.
Por el contrario, la morfologia de las
raices de las plantulas cultivadas con
exceso de B (experimentos de “larga
exposicion”) se caracterizaba por
una menor longitud, aumento del
grosor y escaso desarrollo del siste-
ma de pelos absorbentes. Estas alte-
raciones eran mucho mas patentes
en las raices de las plantulas cultiva-

Bo oy

B&)U.V

o =
4000 Y0

48883 - 17826x + 1.639.9)(2

63376 - 23205x +

689

das con B,y,, que ademas estaban
muy curvadas y presentaban pardea-
miento en el dpice. El peso fresco de
estas raices era menor que el de las
normales, mientras el de las crecidas
con Bs, era igual, al compensarse
una menor longitud con un mayor
grosor. Ademds, el exceso de B redu-
jo el porcentaje de germinaciéon de
las semillas (92 % para las germinadas
sin B frente al 72 % para las germina-
das con B,,,). Todas estas observa-
ciones son similares a las descritas
para el desarrollo radicular en condi-
ciones de toxicidad de B (Belver,
1986; Kouchi y Kumazawa, 1975;
Kouchi y Kumazawa, 1976).

r=0,9%
47448 - 17449x + 1614,4x2 r=0,99
2133,lx2 r=0,95

< 2000

FIG. | —Comparacién de la capacidad tampén (8 = nmoles de H* \pH™!) del medio de

medida sin y con 50 y 100 mg I.”! de B. (Datos de 3 experimentos independientes
para cada nivel de B).
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FIG. 2.—Comparacion de la capacidad tampdn (B = nmoles de HY ApH™1) del medio

con 40 raices normales (cultivadas sin B) y preincubadas en 5 mM de NaCN durante 3 h,

medida en ausencia de B, y en presencia de 50 y 100 mg L1 de B (“Corta exposicion”
a la toxicidad). (Datos de 4 experimentos independientes para cada nivel de B).

Analogias y diferencias entre las res-
puestas de las raices a la toxicidad
de B, en experimentos de corta y
larga exposicion
La toxicidad de B, tanto si se apli-

ca en experimentos de corta como de
larga exposicion, produce efectos
esencialmente semejantes, aunque
con algunas diferencias, sobre el eflu-
jo neto de H* de las raices:

a) Puesto que la capacidad tampé6n
del medio (B) no se modifica signifi-
cativamente por el exceso de B (Fig.
1), siendo necesaria la presencia de
raices metabdlicamente inactivas

para que se observe una modificacion
(Figs. 2 a 4), hemos de concluir que
la disminucién de § se debe, presumi-
blemente, a la combinacion del bora-
to con los componentes de las pare-
des celulares de las mismas, al menos
en los experimentos de corta exposi-
cion (Fig. 2). En los experimentos de
larga exposicion a la toxicidad de B
(Fig. 3), los cambios podrian afectar,
ademas, la composicién y/o estructu-
ra de dichas paredes, ya que la dismi-
nucién de B es mas acusada. Puesto
que 8 es siempre menor, sea cual sea
la causa, siempre actia en el sentido
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de disminuir el nimero de cargas ne-
gativas susceptibles de retener los H*
en la fase de Donnan de las paredes
celulares. Las diferencias entre Bs,
y Bjgo s6lo son apreciables en los
experimentos de corta exposicién
(Fig. 2), en las que presumiblemen-
te 50 mg L™! de B, actuando du-
rante tan poco tiempo, no permi-
ten completarse en las paredes los
cambios responsables de la disminu-
cién de la capacidad tampén de las
mismas; en los experimentos de
larga exposicién dichos cambios s
se completan con 50 mg L' no
aprecidndose diferencias entre las

o
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respuestas a Bso y Bgo (Fig. 3), ni
siquiera. cuando, ademds, se adicio-
nan las mismas concentraciones
téxicas de B al medio de medida
(Figs. 4A-4B).

b) Como puede deducirse de los
“blancos” con By, del medio con
y sin raices metabdlicamente inac-
tivadas por preincubacién con NaCN,
mantenidos en idénticas condiciones
y por el mismo tiempo que dura la
cinética de las raices metab6licamen-
te activas, en ambos tipos de expe-
riencias sblo las raices metabdlica-
mente activas son capaces de acidi-

r=0,95
53864 - 19254x + 1744.8x2 r=0,95
66920 - 23592x + 2124.5x2 r=0,94

= 2000

6 l

FIG. 3.—Capacidad tampon (B =nmoles de H* N\pH 1) del medio con 40 raices normales
(cultivadas sin B) en comparacion con igual peso fresco de raices cultivadas con 50 y 100
mg L~! de B (“Larga exposicion’ a la toxicidad), metabdlicamente inactivadas por pre-
incubacion en 5 mM NaCN durante 3 h, y medidas en condiciones standard (sin B en el
medio de medida). (Datosde 4 experimentos independientes para cada nivelde B).
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FIG. 4 —Capacidad tampén del medio (B =nmoles de H* ApH ') con raices metabdlica-
mente inactivadas por preincubacién en 5 mM NaCN durante 3 h, provinientes de pldntu-
las cultivadas con 50 mg L~! de B y medidas en ausencia y presencia de 50 mg L Y1deB
(A, y de plantulas cultivadas con 100 mg L~ de B y medidas en ausencia y presencia de
100 mg L' de B (B).(Datosde,al menos, 3 experimentos independientes
para cada nivel de B).
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ficar el medio (Figs. 5 y 6). Este
resultado es particularmente intere-
sante, ya que se ha propuesto que
los efectos del H3BO; sobre el pH
del medio pudieran deberse a una
simple reaccién quimica del dcido
boérico con los componentes extra-
celulares, con la consiguiente libe-
racién de H'. Tal hecho no ocurre
en nuestro caso, como demuestran
los referidos blancos, realizados con
raices con paredes intactas, que sélo
se diferencian de las utilizadas en
nuestros experimentos de extrusion
de H* por su nula actividad meta-
bélica.

c) La toxicidad de B, en ambos
tipos de experimentos, hace dismi-
nuir tanto la velocidad de eflujo
(Figs. 5 y 6), como el eflujo neto
total de H* (Fig. 7). Este altimo re-
fleja los cambios en la capacidad
tampdén, ya que estd calculado a
partir de ésta y el pH inicial y final
alcanzado. Por ello, como en el caso
de f, las diferencias entre B5, y B,q
s6lo son apreciables en los experi-
mentos de corta exposicion a la toxi-
cidad. Sin embargo, en el cilculo
de la velocidad de eflujo neto de H*
estdn corregidas las diferencias de §,
asi que los cambios detectados han
de atribuirse a una disminucién di-
recta de la velocidad de eflujo de
H*, a un aumento de la de influjo 0 a
ambas causas. Aqui también se ob-
serva que las diferencias entre B, y
B oo son mas acusadas en los experi-
mentos de corta exposicion (Figs.
5A-5B). Las diferencias son apre-
ciables desde practicamente los 100
min. —pH 6.2—, donde se d4 la me-
seta de velocidades méximas, y en
consecuencia éstas son apreciable-
mente menores para B,,, que para
Bsy. En los experimentos de larga
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exposicién (Figs. 6A-6B) las diferen-
cias entre Bsy y B,o, sélo aparecen
a partir de los 150 min. —pH 6.0—,
de manera que la velocidad méaxima
es igual con ambas concentraciones.
A partir de ese momento y pH, la
velocidad para By, es significativa-
mente menor que para Bs, .

d) El pH final es siempre signifi-
cativamente menos dcido para B
que para Bs,, tanto en los experi-
mentos de cotta (Fig. OBY como de
larga exposicion (fig. 6B). Este efec-
to tampoco puede deberse a la dife-
rente capacidad tampon: en primer
lugar porque en los experimentos de
corta exposicién 3 es menor para
B,oo que para Bs,, y por tanto el pH
final deberia ser més acido para B,
que para Bs,, y no al revés; en se-
gundo lugar, porque en los experi-
mentos de larga exposicion, en que
B es priacticamente idéntica para
ambas concentraciones, se mantienen
las diferencias de pH final. Goldbach
(1985, 1986, 1989, 1990) ha pro-
puesto que el afecto del B podria ser
aumentar el influjo de H*, mis que
disminuir su eflujo. Nuestros resul-
tados serfan congruentes con esta
hipétesis, al menos para B, , ya que
ello llevarfa a un pH final (de equili-
brio entre eflujo e influjo) superior
al esperado segin la capacidad tam-
pon de las raices.

Los resultados incluidos en los
puntos ¢ y'd, nos permiten concluir
que aparentemente los cambios del
sistema que dirige el eflujo neto de
H* dependen del tiempo de exposi-
ci6bn a la toxicidad de B, siendo
progresivamente mas acusados, y
atenudndose las diferencias entre
B, v B,y cuando éste aumenta.
Estos cambios podrian consistir en
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FIG. 5.—Cinética de velocidad de eflujo neto de H* (Vi =nmoles H mg~! peso fresco

h~1) (A) y velocidad de eflujo neto de H* frente al pH del medio externo (B) por raices

normales (cultivadas sin B), medida en presencia de 0, 50 y 100 mg L ~1 de B (experimen-

tos de “corta exposicion’’ a la toxicidad). Se incluyen los “blancos” del medio sin (m)y

con raices preincubadas en NaCN (m +r), mantenidas en idénticas condiciones y durante

el tiempo que dura la cinética de las raices metabdlicamente activas. Medias de 5 experi-
mentos independientes, con SD.
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FIG. 6.—Cinética de eflujo neto de H* (Vi+ = nmoles H* mg~! peso fresco h=!) (A) y

velocidad de eflujo neto de H* frente al pH del medio externo (B) por raices cultivadas

sin, con 50 y 100 mg L~! de B, y medida sin B en el medio (experimentos de “larga expo-

sicion’’a la toxicidad). Se incluyen los ‘“blancos’ del medio sin (m) y con raices preincu-

badas en NaCN (m + r), mantenidas en idénticas condiciones y durante el tiempo que

dura la cinética de las raices metabdlicamente activas. Medias de 5 experimentos inde-
pendientes, con SD.
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FIG. 7.—Eflujo neto total de H* (nmoles de H' extruidos al final de la conética) por
raices normales (cultivadas sin B), medido en presencia de 0, 50 y 100 mg L' de B
(barras vacias, experimentos de ‘‘corta exposicion’ a la toxicidad), y raices cultivadas con
0, 50y 100 mg L' de B y medido sin B en el medio (barras rayadas, experimentos de
“larga exposicion”’ a la toxicidad). Medias de 5 experiemtos independientes, con SD.

una disminucién de la eficiencia de
los sistemas de extrusién de H*, tan-
to con By, como con By, y tanto
en los experimentos de corta como
de larga exposicién, y simultdnea-
mente en un aumento del influjo,
que légicamente sera especialmente
acusado para B,,, y a pH éacidos.
Asi, los efectos mas acusados se
observarian con By, , en los experi-
mentos de larga duracion y a
pH < 6.0, tal como hemos descrito
que sucede en nuestro caso.

Se han propuesto dos hipdtesis
para explicar a nivel celular la dismi-
nucién del eflujo neto de H* bajo
condiciones de nutricién anormal de
B: 1.%) que el efecto del B seaaumen-
tar o disminuir las disponibilidades

de sustrato enddégeno de las bombas
de extrusién de H* (el pH —H" li-
bres— del citoplasma), lo que haria
cambiar el flujo sin afectar a los
transportadores; y 2.%) que el efecto

. del B sea modificar directamente el

6ptimo funcionamiento de los siste-
mas de transporte de H* (de eflujo
y/o influjo), bien porque el B afecte
directamente a la molécula del trans-
portador, bien porque provoque
cambios en la bicapa o en el exterior
de la membrana (paredes celulares
incluidas) que afecten el funciona-
miento de dichos transportadores.

Nuestros resultados con concen-
traciones tOxicas de B resultan ser
semejantes a los de Blaser-Grill et al.
(1989) con células de Daucus carota
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L. deficientes en B, donde observan
un menor eflujo neto de H* y un pH
final menos acido, que se recuperan
a valores normales por la adicién de
B al medio. Estos autores proponen
que el efecto del B podria basarse en
los cambios del pH citoplasmatico
que provocarian la entrada o salida
del acido bérico, que se comporta-
ria de manera semejante a los acidos
organicos débiles facilmente per-
meantes, como el acético o el lactico.
En nuestro caso, laadicién de H; BO,
al medio de medida (experimentos
de ‘‘corta exposicién’’) provoca la
inhibicién del eflujo neto de HY,
como hemos descrito, lo cual coinci-
de con los resultados obtenidos por
el equipo de Del Valle con acido acé-
tico (Paredes, 1989; Salguero, 1989).
Sin embargo, a diferencia de lo que
ocurre con el acido acético, la adi-
cién de acido bdrico no produce un
aumento de la tamponacién del me-
dio con raices, sino una clara dismi-
nucién de la misma, por lo que el
menor eflujo neto no puede ser atri-
buido a un aumento de 3, como en
su caso, sino a un efecto sobre los
sistemas responsables de dicho eflu-
jo. Por otra parte, nuestras expe-
riencias de ‘larga exposicion” (en
que el acido bdrico esta presente
én el medio de cultivo durante las
48 horas que dura éste, se lavan las
raices durante al menos 1 hora en
medio exento de B, y se mide el
eflujo neto de H* en medio fresco
igualmente exento de B) se parecen
mas bien a los experimentos ‘‘de la-
vado’’ de Paredes (1989), aunque a
tiempo mas largo. Sin embargo, los
resultados son similares a los obte-
nidos tras la adicion de las mismas
concentraciones de B directamente
al medio de medida. Obviamente, la
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disminucién del eflujo neto de H*
bajo ambas condiciones experimen-
tales es dificilmente atribuible a
cambios del pH citoplasmatico que,
si los hay, deberian ser opuestos en
los dos tipos de experimentos, y que,
sin embargo, producen efectos seme-
jantes sobre el eflujo neto de H*.

Finalmente, es indudable que, si
el efecto del B sobre el eflujo neto de
H* se debiera exclusivamente a la
modificacién del pH citoplasmatico,
la deficiencia y la toxicidad deberian
producir efectos opuestos sobre di-
cho eflujo, cosa que no ocurre, como
reflejan los resultados de Roldan
(1988) y Rolddn et al. (1988), Blas-
ser-Grill et al. (1989) y los presenta-
dos en este trabajo. Por todo ello,
tenemos serias dudas de que el B
actie sobre el eflujo neto de H*, al
menos exclusivamente, a través de
posibles modificaciones del pH cito-
plasmatico.

Asi, nos decantamos por la segun-
da hipdtesis, segin la cual la base del
efecto del B serfa modificar directa-
mente el 6ptimo funcionamiento de
los transportadores de H* de la mem-
brana. En este contexto, no resulta
sorprendente que el exceso de B
provoque efectos semejantes a los de
la deficiencia. La explicaciéon sugeri-
da en otros casos (Gémez Rodriguez,
1984), es que los complejos del B
con los componentes celulares, cua-
lesquiera que éstos sean, s6lo son
6ptimos y funcionales cuando pre-
sentan un determinado indice de
coordinacion (el que se establece en
presencia de las concentraciones Op-
timas de B), siendo igualmente dis-
funcionales los de indice de coordi-
nacion inferior y superior. Si admi-
timos la hipdtesis de que el B afec-
ta directamente el funcionamiento
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de los transportadores de H' en las
membranas, sea por efecto directo
(interaccionando con la molécula
del transportador) o indirecto (afec-
tando la bicapa lipidica o los glici-
dos del exterior de la membrana y
paredes celulares), existen varias po-
sibilidades no excluyentes, que po-
drian explicar la disminucién del
eflujo neto de H" en condiciones de
toxicidad de B:

a) Que el exceso de B inhiba el
funcionamiento de los transporta-
dores activos (H*-ATPasa y/o los sis-
temas redox). En el caso de la H*-
ATPasa, existen pruebas de que el
efecto no seria directo, ya que la adi-
cién de un exceso de B ““in vitro” a
vesiculas microsomales de raices de
girasol desarrolladas en medios nor-
males de boro (Roldan, 1988) o al
enzima purificado (Goldbach, 1985)
no provoca modificacién de la activi-
dad ATP-asica. En otros trabajos de
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nuestro laboratorio (Espinosa,1991),
usando inhibidores especificos, he-
mos comprobado que, en efecto, el
mayor efecto deletéreo de la toxici-
dad de B parece centrarse sobre la
actividad de la cadena redox, y no
sobre la ATPasa.

b) También puede ocurrir que el
exceso de B aumente el influjo de
H*. Usando DCCD para provocar una
anulacién rapida del eflujo, hemos
hecho estimaciones del influjo de H*
cuyos resultados son congruentes
con esta hipbtesis (Espinosa, 1991).
Puesto que no son excluyentes,
ambos efectos —inhibicién del eflu-
jo y estimulacién del influjo de H*—
pueden estar ocurriendo simultdnea-
mente. De todas formas, no podemos
rechazar la posibilidad de que, aun-
que no exclusivamente, cambios en
el pH citoplasmitico puedan tam-
bién estar implicados en las res-
puestas. -

CONCLUSIONES

El exceso de B (50 y 100 mg L),
tanto adicionado al medio de medida
como al medio de cultivo de las
plantas, hace disminuir la capacidad
tampdn (§) de las raices, aunque en
este segundo caso el efecto es mads
acusado y ademads se satura con 50
mg L7!; puesto que {8 del medio no
varfa por la presencia de B, hemos
de concluir que el efecto se debe a
la combinacién del borato con los
componentes de las paredes celulares
y el exterior de las membranas pre-
sumiblemente por reduccién del nu-
mero de cargas negativas fijas sucep-
tibles de fijar H" en la fase de Don-

nan de dichas estructuras; durante
el cultivo con exceso de B podrian
haber ocurrido, ademas, alteracio-
nes de la composicién y/o estructura
de dichas paredes celulares que re-
forzarian el mismo efecto.

Ni los efectos del borato sobre la
capacidad tampoén (f) de las paredes
celulares, ni ningln otro efecto pura-
mente quimico del borato con los
componentes del medio de medida
son responsables de los cambios de
pH del medio que ocurren cuando
estdn presentes raices metabdlica-
mente activas, y que s6lo pueden ser
atribuidos a la actividad de los siste-
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mas de transporte de H* de dichas
rafces.

Tanto Bg;y; como B,,, hacen dis-
minuir la velocidad de eflujo neto
de H* por las raices, en una respues-
ta que depende del tiempo de expo-
sicidon a la toxicidad: es mas acusada

en los experimentos de larga que de

corta exposicidon, atenuandose ade-
mads las diferencias entre ambas con-
centraciones de B (es decir, con el
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tras la actuacion de las raices, es
siempre menos acido con By, que
con By, sin que influya el tiempo de
exposicion a la toxicidad.

Se propone que la causa de la re-
duccién del eflujo neto de H* podria
ser una menor eficiencia de los siste-
mas de extrusién de H* junto con un
aumento del influjo, siendo este alti-
mo efecto especialmente acusado
para By, @ pH <'6.0 y en los expe-

rimentos de larga exposicién a la
toxicidad.

tiempo se produce un efecto de
saturacion).
El pH final del medio, alcanzado
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