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INFLUENCIA DEL ALUM!NIO SOBREEL CRECIMIENTO
DELARAIZEN COLIFLOR
(Brassicaoleraceal. var. Botrytis Hib. ‘NevadaF1’)

INFLUENCE OF ALUMINUM ON ROOT
GROWTHIN CAULIFLOWER
(Brassica oleraceal. var. Botrytis Hib. ‘NevadaF1’)

RESUMEN

Entre 40 y 50% de la superficie cultivable en el mundo
corresponde a suelos acidos con problemas de toxici-
dad por aluminio, lo cual es uno de los factores que
mas limitan la produccién vegetal en suelos acidos.
Hortalizas, como el coliflor, se desarrollan en Colombia,
con frecuencia en suelos acidos. En Tunja, Colombia,
se realizd6 un ensayo de invernadero para determinar el
efecto de la relaciéon (Ca+Mg+K)/Al sobre el desarrollo
de la raiz. El objetivo principal de este trabajo fue el es-
tudio del crecimiento de las raices y de la acidez titulable
medida en la solucién nutritiva donde crecian plantulas
de coliflor (Brassica oleracea L., var. Botrytis) expuestas
a altas concentraciones de aluminio. Las plantulas, se
desarrollaron en vasos plasticos con capacidad para 150
ml de solucién nutritiva. Los tratamientos se basaron
en una relacién (Ca+Mg+K)/Al equivalente a 1, 0,7 y
0,5 en la solucién nutritiva. A la solucién de las plantas
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control no se adicioné aluminio. Luego de 34 dias del
transplante, se determin la longitud total de la raiz, el pH
y la acidez titulable de la solucién nutritiva. La longitud
radical, se redujo considerablemente con el aluminio. El
pH y la acidez titulable, de igual manera, dependieron
de la concentracién del metal. Mientras que la acidez
titulable se incrementé con el contenido de aluminio,
el pH de la solucién se redujo. Los resultados muestran
que las raices de las plantas de coliflor son muy sensibles
a la toxicidad por aluminio.

Palabras clave: Toxicidad, estrés por Al, relacién
Ca+Mg+K/AL

SUMMARY

Approximately 40-50% of the world’s potentially arable
soils are acidic and aluminum (Al) toxicity has been re-
cognized as one of the most important limiting factors
of plant productivity on acidic soils. Vegetables, as cau-
liflower (Brassica oleracea L., var. Botrytis) are grown in
Colombia frequently on acidic soils. A greenhouse expe-
riment was conducted at Tunja, Colombia to determine
the relationship between the (Ca+Mg+K)/Al ratio and
root development. The main goal of this work was to
study the root growth and the titrable acidity measured
in the nutrient solution, where cauliflower seedlings grow,
exposed to high aluminum concentrations. Plantlets were
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grown in 150 mL plastic containers with nutrient solu-
tion. Treatments were (Ca+Mg+K)/Al ratio equivalent
to 1, 0.7, and 0.5 in the nutrient solution. To the growth
solution of the control plantlets was Al was added. After
34 days of transplanting, total root length, pH and titrable
acidity of the nutrient solution were measured. The root
length was strongly reduced by Al. pH and the titrable
acidity measured in the nutrient solution depended on
Al concentration. While the titrable acidity increased as
Al concentration was higher, pH of the nutrient solution
decreased. Results showed that roots of cauliflower
plantlets are sensitive to Al toxicity.

Key words: Toxicity, Al stress, relationship Ca+Mg+K/
Al

INTRODUCCION

El aluminio es el elemento metélico mas abundante
en la corteza terrestre y constituye cerca de 8% de su
peso. Este elemento es demasiado reactivo para ser
encontrado en forma libre, ademas, en condiciones li-
geramente acidas o neutras (pH>6), se encuentra unido
a los silicatos y a los 6xidos minerales y, por tanto, no
representa mayores riesgos de toxicidad para los seres
vivos; sin embargo, en condiciones fuertemente éacidas,
el aluminio se libera a partir de formas insolubles, con
lo cual se incrementa su disponibilidad en el suelo y las
posibilidades de causar toxicidad a los seres vivos. La
quimica particular, dependiente del pH que presenta el
aluminio, puede ser una de las razones por las cuales, a
pesar de su abundancia en los sustratos, este elemento
no parece ser utilizado con algan propésito biolégico
conocido y, generalmente, se le reconoce como un
elemento no esencial para los seres vivos (Johnson &
Bennet, 1991; Bulanova et al. 2004).

El aluminio tiene la capacidad de alterar el metabolismo
celular dependiente del Ca?*, dado que permite la acu-
mulacién de niveles de Ca?* en el citoplasma por encima
de los valores normales o impide que se mantenga el
Ca?* en formas transitorias en el citoplasma y, de esta
manera, se alteran algunos procesos metabdlicos de
vital importancia para el vegetal, como la divisién y la
elongacién celular (Rengel, 1992). Matsumoto & Mori-
mura (1980) y Horst et al. (1983) reportaron la inhibicién
de la multiplicacién celular mediante la interaccién del
aluminio con la cromatina. Por su parte, Horst & Klotz
(1990) encontraron que el aluminio afecta, en primera

medida, la elongaciéon celular en lugar de la mitosis en
raices de Glycine max.

Los mecanismos responsables de la reducciéon de la
multiplicacién celular en raices de plantas que han sido
expuestas a aluminio son aun tema de investigacion. Se
ha propuesto que este efecto puede estar relacionado
con ciertas alteraciones que el aluminio causa al ADN
o a otro tipo de material genético. Parece ser que la
acumulacién del aluminio en el interior de las células
de los apices de las raices empieza a los 30 minutos de
exposicion al metal (Delhaize et al. 1993; Vazquez et al.
1999) y ademas, se ha demostrado que este elemento
se une al nacleo y al ADN de las células (Matsumoto,
1991).

Una cantidad relativamente grande del carbono asimi-
lado mediante el proceso de fotosintesis, se exuda a
través de las raices de los vegetales. Este carbono esta
representado en una fraccion significativa de acidos
organicos de bajo peso molecular, como el oxalico,
tartérico, succinico, maélico, citrico y algunos aminoé-
cidos (Marschner, 1995). La concentraciéon de acidos
organicos en la solucién de suelo es generalmente baja
(1x1073- 4x10*mol-L!); sin embargo, se han encontrado
grandes cantidades de acidos orgéanicos en la rizésfera
de plantas cultivadas. El &rea de contacto de las raices
con el suelo es una zona de una gran actividad biolégica,
donde se desarrollan muchos tipos de microorganismos,
los cuales son maés activos en ese sitio que en el resto del
volumen de suelo, y sintetizan muchos acidos orgéanicos
alifaticos y fenoles (Vance et al. 1996). La secrecién de
acidos organicos en plantas expuestas a APP*, se consi-
dera un mecanismo de vital importancia para desarrollar
tolerancia a este metal (Ma, 2000). Los canales trans-
portadores de aniones, un tipo de proteina presente en
la membrana, regula la secrecién de acidos mediante
la activacién de los canales por interaccién directa del
aluminio ya sea con el canal proteico o con un receptor
especifico en la membrana (Delhaize & Ryan, 1995; Ma
et al. 2001; Pineros & Kochian, 2001).

Los exudados de las raices comprenden sustancias de
alto y bajo peso molecular. Las sustancias més impor-
tantes de alto peso molecular son el mucilago, los poli-
sacéridos y las ectoenzimas, mientras que los principales
constituyentes de los exudados radicales de bajo peso
molecular son los carbohidratos, los acidos orgénicos,
los aminoécidos, los péptidos y los fenoles. Mientras
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la toxicidad por aluminio induce la exudacién de acido
citrico en raices, la deficiencia de fésforo promueve la
secrecion de acido oxalico, pero en ambos casos puede
suceder la exudacién de acido malico en Glycine max
(Liao et al. 2006). La naturaleza de los acidos orgénicos
presentes en la rizésfera difiere con el tipo de planta ex-
puesta a aluminio; en Phleum pratense normalmente se
encuentra acido oxalico, féormico acético y lactico, pero
no se ha detectado &cido mélico ni citrico, muy comunes
de encontrar en la rizésfera de otras plantas (Heim et al.
2001). Los acidos tartérico y oxalico estan representados
ampliamente en la rizésfera de los suelos y se pueden
originar a partir de los procesos de lisis de las células
microbiales o provienen de los exudados de las raices en
cereales, leguminosas y solanaceas (Fox & Comerford,
1990; Ma, 2000; Casierra-Posada, 2001, 2002; Yang et
al. 2006). El acido citrico exudado por la planta o pro-
ducido por bacterias en la rizésfera e identificado en los
exudados radicales es uno de los &cidos organicos més
abundantes en la rizésfera (Huang & Violante, 1986;
Violante & Gianfreda, 1995; Vance et al. 1996). Tanto el
citrato como el malato tienen un papel muy importante
en la tolerancia al aluminio, por tanto, la activaciéon de
genes que decodifican el transporte de estos acidos es
vital en la exudacién inducida por aluminio (Hoekenga
et al. 2006; Yang et al. 2006).

La interaccién entre los compuestos bioquimicos y los
minerales del suelo, que tiene lugar en la rizosfera, induce
la precipitacion de los 6xidos de hierro y aluminio (Huang
& Violante, 1986; Vance et al. 1996). Todos los acidos
organicos de bajo peso molecular tienen la posibilidad
de interactuar con los productos hidroliticos de hierro
y de aluminio formando precipitados organominerales.
La cantidad de precipitados no cristalinos de hierro y
de aluminio extraidos es més abundante en la rizosfera
que en otras zonas del suelo fuera de ella; ademas, la
cantidad de hierro y de aluminio extraida tiene una co-
rrelacion positiva con el contenido de carbono, lo que
sugiere una asociacién quimica entre esos compuestos
orgéanicos e inorgénicos (Sarkar et al. 1979). Los preci-
pitados orgénicos de AI’* en el suelo tienen la capacidad
de fijar grandes cantidades de fosfatos (Bloom, 1981;
Haynes & Swift, 1989). Ademaés, la naturaleza y la canti-
dad de compuestos orgénicos coprecipitados en 6xidos
de AP*, asi como el érea superficial y la cristalinidad de
los minerales, juegan un papel muy importante en la
adsorcion de fosfatos (Violante & Huang, 1989). Los

coprecipitados alumino-orgénicos (como los complejos
formados entre aluminio y acido oxalico), los cuales se
pueden formar en la rizésfera y en los suelos acidos
pueden tener una gran influencia sobre la adsorcién de
fosfatos en ausencia o en presencia de acidos organicos
de bajo peso molecular (De Cristofaro et al. 2000).

El objetivo de este trabajo fue la determinacién del efecto
de la concentracion de aluminio, sobre el crecimiento de
las raices y sobre la acidez titulable en la solucién nutritiva
de plantas de coliflor (Brassica oleracea) cultivadas en
solucién aireada, bajo condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo tuvo lugar en el invernadero de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Pedagégica y
Tecnolégica de Colombia en Tunja - Colombia, ubica-
da a 2690msnm. Como material vegetal, se utilizaron
plantulas de coliflor del hibrido ‘Nevada F1’, distribuido
en Colombia por la empresa Impulsemillas. Las semillas
germinaron en arena previamente lavada con HCl 1Ny
enjuagada con abundante agua destilada. Cuando las
plantulas desarrollaron entre dos y tres hojas, se tras-
ladaron a vasos plésticos con capacidad para 150mL.
En cada contenedor se colaron 100mL de una solucién
nutritiva, con la siguiente composicion (los valores men-
cionados se adicionaron en gL'): N: 0.4, P,O,: 0,03,
K,O: 0,05, CaO: 0,0005, MgO: 0,0013, S: 0,00137,
B: 0,0002, Cu: 0,00014, Fe: 0,00012, Mn: 0,0013, Mo:
0,00005 y Zn: 0,0002. De acuerdo con la cantidad de
calcio, de magnesio y de potasio contenidos en la solu-
cién, se adiciono la cantidad de aluminio, de tal manera
que se lograra una relaciéon (Ca+Mg+K)/Al equivalente
a1;0,75y0,5. Esta relacién es uno de los criterios para
definir como tdxica, una concentracion determinada de
aluminio en la solucién del suelo (Instituto Colombiano
Agropecuario, 1992). Como control, se utilizé la solucién
nutritiva sin la adicién de aluminio. Como fuente de alu-
minio, se empled AL(SO,), 18H,0 (Riedel-de Haén ®,
Alemania). En todos los tratamientos, incluso el control,
el pH de la solucién se ajusté a 5,5, mediante la adicién
de NaOH o HCl 0,1 N. Los contenedores, se cubrieron
con papel de aluminio con el propésito de limitar el
crecimiento de algas en la solucién. Diariamente, se
aire6 la solucién durante cinco minutos, con la ayuda
de motores para acuario, para evitar condiciones de
hipoxia en la solucién.
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La acidez en la solucién nutritiva, se determiné por
titulacién con NaOH, hasta pH 7,2, determinado con
potenciémetro. La longitud total de las raices se mi-
di6 seccionando cada una de las raices de la planta y
colocéndolas en forma lineal sobre una placa de vidrio
con papel milimetrado por debajo. Para visualizar mejor
las raices sobre la placa de vidrio, éstas se tifieron con
solucién de safranina durante diez minutos y luego se
enjuagaron con etanol al 70%. El peso seco de las raices,
se determiné con la ayuda de una estufa calibrada a 70°C
durante 24 horas, hasta peso constante.

Se empled un diseno estadistico completamente al azar
con diez replicaciones por tratamiento. Los resultados
obtenidos, se analizaron mediante una tabla ANOVA
para determinar la significancia. La diferencia entre pro-
medios, se calcul6 con la prueba Tukey (P<0,05). Los

analisis estadisticos, se realizaron con la versiéon 11.5 de
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences - SPSS,
Inc., Chicago, lllinois).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas que se expusieron a la soluciéon nutritiva
con aluminio no mostraron una sintomatologia clara
en las hojas como consecuencia de la toxicidad por el
elemento; sin embargo, en las raices, los sintomas del
efecto negativo del Al fueron bastante claros. Es asi
como mientras las plantas control presentaban raices
filamentosas, largas y delgadas, en las plantas expuestas
al metal, las raices se hacian méas gruesas y cortas en
la medida que la relacién (Ca+Mg+K)/Al tenia un valor
mas reducido (Figura 1).

Figura 1. Apariencia externa de las raices de plantas de coliflor (B. oleracea var. Botrytis) expuestas a diferentes concentraciones

de aluminio en la solucion nutritiva.

Se encontré que la longitud total de las raices se redujo
en proporciones de 25,7, 29,7 y 53,5 % para los trata-
mientos con relaciéon bases / Al equivalentes a 1, 0,75y
0,5, respectivamente, en relacién con las plantas control
(Figura 2). En este caso, se encontraron diferencias alta-
mente significativas (P<0,01) entre los tratamientos.

La variable peso seco de las raices no mostré diferencias
significativas, a pesar de lo cual, se not6é un incremento
entre 25 y 28% del peso seco encontrado en las raices
de las plantas expuestas a Al, en comparacién con las
plantas control.
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Figura 2. Longitud total de las raices en plantas de coliflor (B. oleracea var. Botrytis) expuestas a diferentes concentraciones de

aluminio.

El efecto de las altas concentraciones de aluminio sobre
el crecimiento y el desarrollo radicales deberia estar aso-
ciado a alteraciones en los mecanismos que determinan
la divisién celular, por tanto, si se tiene en cuenta que los
ciclos celulares en los meristemos de las raices duran
aproximadamente entre 18 y 24 horas (Gunning & Steer,
1996) es poco probable que la reduccién de la division
celular sea la responsable de la inhibicién tan rapida del
crecimiento radical, efecto que se expresa a partir de la
primera hora de exposicion de las raices a aluminio. Sin
embargo, una inhibicién sustancial en el crecimiento de
las raices, que se extiende a lo largo de horas, e incluso
dias, tendria que estar asociada con la reduccion de la
multiplicacién celular (Lazof & Holland, 1999).

Es muy posible que una de las causas de la reduccién
en la mitosis de meristemos radicales sea una conse-
cuencia de alteraciones inducidas por el aluminio en las
moléculas del material genético (Matsumoto, 1991) y,
en general, en el nicleo de las células meristematicas
de raices, pues se ha encontrado que en genotipos sen-
sibles a aluminio, éste se acumula en mayor cuantia y
con mas rapidez que en materiales tolerantes (Silva et
al. 2000). Por tanto, los desérdenes causados tanto en
el nlcleo de las células como en el material genético
tendrian como consecuencia alteraciones en la mitosis,
pues es indiscutible el papel protagénico que el ADN y
el nacleo tienen en la mitosis.

En relacién con la apariencia externa anormal exhibida
por las raices de coliflor que se expusieron a aluminio,
se ha encontrado que algunos compuestos que inhiben
el funcionamiento normal del citoesqueleto, inhiben

también el crecimiento y ademaés dan una apariencia
anormal al &pice radical, similar a la inducida en las raices
por la fitotoxicidad por aluminio. En general, muchos
factores que contribuyen a la alteracién del crecimiento
de raices ocasionan una reorientacién en los microtu-
bulos del citoesqueleto. Por lo tanto, la inhibicién del
crecimiento y el incremento anormal del didmetro radical
que se presenta en las raices expuestas a aluminio, hacen
pensar en el citoesqueleto como un objetivo celular en
casos de fitotoxicidad por aluminio (Baskin et al. 1994;
Baluska et al. 1996; Baskin & Wilson, 1997; Casierra-
Posada, 2002). Es asi que la presencia de raices cortas
y gruesas en las plantas estudiadas, como consecuencia
del aluminio, seria un sintoma de fitotoxicidad por el
metal, méxime, cuando las especies de Brasicas mani-
fiestan una alta sensibilidad a la acidez y a la presencia
de aluminio en el sustrato (Clune & Copeland, 1999;
Anoop et al. 2003).

Otro efecto negativo de la modificacién en la apariencia
externa de las raices de las plantas expuestas a aluminio
es que al hacerse éstas mas gruesas se reduce conside-
rablemente el érea de contacto de la epidermis con la
solucién del suelo, limitando asi la toma de agua y de
nutrientes, con lo cual, la expresién del potencial produc-
tivo de las plantas se veria seriamente comprometido.

Los valores de pH medidos en la solucién, antes de la
titulacién, se modificaron como consecuencia de la con-
centracion de Al en la solucién, de manera que el valor
de esta variable se redujo en cantidades de 6,42%, 25,7%
y 27,34% en comparacioén con el valor encontrado en la
solucién de las plantas control, para los tratamientos con
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Figura 3. Valor del pH previo a la titulacién en la solucidn nutritiva de plantas de coliflor (B. oleracea var. Botrytis) expuestas a

diferentes concentraciones de aluminio en la solucion nutritiva.

una relacién bases/Al de 1, 0,75y 0,5 (Figura 3). Se en-
contraron diferencias altamente significativas (P<0,01)
entre los tratamientos.

La acidez titulable expresada en porcentaje de acido
malico presente en la solucién nutritiva donde crecieron
las plantas, se incrementd en proporcién inversa al valor
de la relacion bases/Al (Figura 4). Esta variable mostré
diferencias altamente significativas (P<0,01) entre las
diferentes concentraciones de Al en la solucién.

Los resultados muestran claramente que luego de ajustar
el pH a un valor de 5,5, se encontré una reducciéon en
el valor del pH, inversamente proporcional a la cantidad
de AlL(SO,),18H,0, adicionado a la solucion nutritiva,
lo cual se pudo deber a la liberaciéon de protones luego
de reaccionar el sulfato de aluminio con los compuestos

0,025 -
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0,015 -
0,01 -
0,005 - a

Acido malico (%)

de la solucién nutritiva y el agua. El aluminio en condi-
ciones acidas aparece principalmente como Al(OH,)>*
(denominado comunmente APP*) (Scheffer & Schachts-
chabel, 1992; Marschner, 1995); sin embargo, seria
dificil entender la naturaleza de la reaccién del sulfato de
aluminio con los componentes de la solucién nutritiva.
En cualquier caso, la reduccién del pH de la solucién
permitié la liberacién de formas téxicas de aluminio que
causaron alteraciones en el desarrollo de raices. Las
reacciones del aluminio con los componentes del sus-
trato son muy complejas y se han desarrollado algunos
modelos para comprenderlos, como el modelo gibsita y
el modelo de complejos con humus (Simonsson, 2000),
no obstante, parece ser que la relacién de intercambio
H*/AP*, es decir, el nimero de protones consumidos
por la fase sélida en el proceso de liberaciéon de AP+ es
determinante, cuando se trata de un sustrato sélido; sin
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Figura 4. Acidez titulable expresada como porcentaje de &cido malico, determinada en la solucion nutritiva de plantas de coliflor
(B. oleracea var. Botrytis) expuestas a diferentes concentraciones de aluminio.
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embargo, dado que en el presente ensayo, se utilizé una
solucion aireada es muy dificil determinar el origen de
los protones que motivaron el descenso del pH.

Como consecuencia de la reduccién del pH en la so-
lucién, el aluminio se hace activo y se convierte en un
elemento altamente téxico para las células vegetales, a
lo cual, las plantas responden liberando acidos orgéanicos
que contribuyen a reducir los efectos téxicos del aluminio
sobre las células, como sucede en Brassica napus con
la exudacion de acido citrico en respuesta al contenido
de aluminio en el sustrato (Anoop et al. 2003). Se ha
encontrado que la exudaciéon de acidos orgénicos en
plantas, como reaccién a la presencia de aluminio, se
considera un mecanismo determinante para desarrollar
tolerancia a este metal téxico (Ma, 2000). En este pro-
ceso intervienen canales transportadores de aniones,
un tipo de proteina presente en la membrana que re-
gulan la secrecion de acidos mediante la activacién de
los canales por interaccién directa del aluminio ya sea
con el canal proteico o con un receptor especifico en
la membrana (Delhaize & Ryan, 1995; Ma et al. 2001;
Pineros & Kochian, 2001).

La acidez titulable de la solucion en la que crecieron las
plantas estuvo en relacién directamente proporcional
con la cantidad de Al(SO,), 18H,0, adicionado a la so-
lucién. Lo cual permite la posibilidad de que las plantas
reaccionaran exudando una mayor cantidad de acidos
organicos en respuesta al contenido de aluminio en la
solucién, a medida que el valor de pH se hacia mas
bajo.

Como consecuencia de la reduccién del pH en las
soluciones que contenian aluminio, el crecimiento y el
desarrollo de las raices, se vieron seriamente afectados,
mostrando una alta sensibilidad de las plantulas de coli-
flor a la presencia de aluminio en el sustrato.
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