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l.1.- LOS CARBOHIDRATOS EN LAS PLANTAS PERENNES.-

l.1.1.- VARIACIONES ESTACIONALES.-

En las planta§ perennes el exceso de productes fotoasimilados du-
" rante las épocas de menor consumo es almacenado en distintas périeé de la -
planta. La acumulacion de carbohidratos y su disminucion en la planta reflejan
variaciones de la demanda para el crecimiento vegetativo y reproductivo. Los
arboles que crecen mediante brotaciones intermitentes utilizan diversas canti-
dades de carbohidratos en cada una de ellas y a menudo muestran varios mi-
nimcs y maximos en el contenido de las reservas (Kozlowski y Keller, 1966).
Variaciones estacionales del contenido de diversos carbohidratos han sido ca
racterizadas en una amplia variedad de plantas lefiosas, incluyendo especies
forestales, frutales, arboles tropicales y subtropicales, vides y arbustos (re

vision de Kozlowski y Keller, 1966).

En las plantas caduqifolias es obvia la necesidad de la acumula-
cion de reservas durante el otofio, previamente a ia abscisidn de las hojas,
dado que el comienzo del crecimiento en prima\)era debera depender en gran
medida de estas reservas hasta que las hojas recien formadas provean al ar-
bol de nuevos fotoasimilados. En la mayoria de estos arboles las reservas de
carbohidratos son maximas durante la primavera y disminuyen de forma abrup
ta durante el crecimiento quc se da en esta época del afio, alcanzandose los
valores minimos durante el periodo de crecimiento vigoroso de las hojas (fina_
les de primavera, principios de Verano). Posteriormente se produce una recu
peracion de las reservas hasta alcanzarse un nuevo maximo en otofio, previo
a l:; caida de las hojas y, finalmente, aparece un minimo de almidon (pero no
de azicares solubles) durante el invierno (Siminovitch et al., 1953; Sauter,

1966; Kozlowski y Keller, 1966; Worley, 1979).



Muchas plantas perennifolias de las zonas templadas presentan un
modelo de crecimiento similar al de las caducifolias, con una fase principal
de crecimiento en primavera. Durante esta epoca se utilizan grandes cantidg‘
des de carbohidratos y elementos nutritivos, principalmente componentes nitro
genados (Meyer y Splittstoesser, 1971) y aunque estos arboles podrfan no re-
querir reservas de carbohidratos como las plantas caducifolias debido a -qu.e |
poseen la capacidad de realizar la fotosintesis, Kozlowski y Keller sefialan
en su revision de 1966 que diversos autores han descrito una pérdida neta de
CO2 durante el comienzo del periodo de crecimiento, indicando que los carbo

hidratos de reserva también son indispensables en esta fase de! ciclo vital -

de las plantas perennifolias.

La acumulacidn de las reservas comienza en los puntos mas ale-
jados de los rlugares de produccidon -las hojas- para acercarse poco a poco
a éstos. La movilizacidon se produce en sentido inverso al de almacenamiento,
es decir, se inicia en los lugares mas cercanos al punto de utilizacidén y pro
gresa basipetalmente hacia las raices (Kozlowski y Keller, 1966; Zimmermann,
1974), por lo cual las variaciones estacionales del contenido en carbohidratos
de las raices pueden estar ligeramente desplazadas en el tiempo con respec-

to a la parte aérea (Zimmermann, 1974).

En los arboles frutales la utilizacion de las reservas esta muy -
relacionada también con el crecimiento del fruto.- Grochowska (1973) indica que
en el manzano el m‘fnimo contenido en almidon se presenta unas cinco semanas
después de la floracion, y en el albaricoque, Bennett (1924) encuentra los ni
veles minimos en el mes de Mayo, manteniéendose estos valores hasta el mes

de Agosto, durante el que se inicia una recuperacion, alcanzandose la acumu

lacion maxima en el otofio.

La recuperacion del contenido en carbohidratos se produce en la
, rd i
mayoria de los arboles antes de que se agoten las reservas acumuladas, vol-

viendo a iniciarse el ciclo de acumulacion tras el crecimiento del fruto.
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l1.17.2.- CAMBIOS PROVOCADOS POR LA PRESENCIA DE
SUMIDEROS ACTIVOS.-

La presencia de sumideros activos (brotes en crecimiento, frutos
.
en desarrollo) 'pr‘ovoca mo'dificacion‘es de la actividad metabolica de la fuente
-de elementos nutritivos. Asi, el indice fotosintético puede verse modificado -
por la presencia de frutos en la planta, habiéndose descrito un descenso de -

la fotosintesis en diversas especies al eliminar los frutos, como en Citrus ma

durensis y Salanum melongena (Lenz, 1978), manzano (Monselise y Lenz, 1980)

o soja (Mondal et al., 1978). Thorne y Koller (1974) sefalan que en soja, al

aumentar la progorcién de bdrganos que no fotosintetizan, iluminando una sola

hoja de la planta, se produce Un incremento del indice fotosintético. Esta co-
rrelacion entre la fotosintesis y el transporte de asimilados hacia los sumide-
ros puede ser modificada por la degradacion de los carbohidratos acumulados
con anterioridad al aumento de la demanda en la planta (Moorby, 1977), produ
ciéndose en algunos casos mayor transporte de carbohidratos de los que se -

fotosintetizan en esos momentos.

La existencia de sumideros potentes de elementos hidrocarbonados
puede determinar una fuerte competencia entre los mismos. Crane et al.(1972)

seflalan que en Pistacia _vera la presencia de fruto en el arbol cuando se es

tan desarrollando las yemas florales produce la caida de éstas, lo cual se im
pide mediante la eliminacion de los frutos o bien por anillado de las ramas en
tre frutos y yemas. Este mismo equipo de investigadores (Crane et al., 1973)
comprobaron la necesidad de la presencia de las hojas en las ramas para evi_
tar la abscision de las yemas florales alin en el caso de que no se mantengan
los frutos en el arbol. Estos trabajos indican la existencia de una competen-

‘cia por algln compuesto producido por las hojas y transportado via floema, -

presumiblemente fotoasimilados, aunque en un estudio posterior (Crane et al.,

1976) no pudieron demostrar diferencias en el contenido en almidon entre ra-
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mas con y sin fruto. En la interpretacion de este Gltimo resultado hay que te-
ner en cuenta que el grado de autonomia entre las distintas ramas de un arbol

depende de la variedad (Monselise y Goldschmidt, 1982) y que en Pistacia vera

los mismos autores detectaron movimiento de metabolitos entre ramas vecinas

(Crane et al., 1973). Que se establece una competencia por los carbohidratos
ha sido puesto de manifiesto mediante la utilizacion de ]‘4C, observandose que
| las yemas florales de arboles sin fruto acumulan el doble de carbohidratos -

marcados que las de arboles con frutos (Takeda et al., 1980).

De todo- ello parece desprenderse que la competencia por los car
bohidratos es de gran importancia en determinados momentos del ciclo de desa
rrollo y puede llegar a ser la causa de la abscision de estructuras reproduc-

tivas, limitando asi la produccion final de los &arboles.



-12-

1.17.3.- VARIACIONES DURANTE LA SENESCENCIA.-

Durante la senescencia de las hojas se producen una serie de -
cambios metabolicos. Aunque se ha descrito en algin caso (Thomas y Stoddart
1975) que la senescencia foliar puede no estar asociada necesariamente a la
.pérdida de clorofila, la disminucion del contenido de este pigmento, junto ala
pérdida de proteinas y ARN durante el envejecimiento es un hecho ampliamen-
te reconocido y que se utiliza de forma general como un indicador de la senes
cencia (revision de Thomas y Stoddart, 1980). Durante este proceso se produ
ce también la salida de metabolitos de' las hojas senescentes hacia otras regio
nes de la planta. Numerosos autores han descrito !a disminucion de carbohidra
tos al mismo tiempo que desciende la cantidad de clorofila en hojas o discos
de hojas de diversas especies en las que se ha inducido la senescencia arti-

ficialmente separandolas de la planta.

Beevers (1967) trabajando con Tropaeolum majus bajo un régimen

de 12 horas de iluminacion, y Kao (1981) con segmentos de hojas de arroz a
la oscuridad, sefialan que se produce un réapido desc‘enso4 del c.ontenido de azg_
cares solubles en los primeros .dias de permanéncia en el invernadero. Por el
contrario, Stewart (1971) indica que en hojas de judia en la oscuridad la can
tidad de azlicares permanece constante durante las primeras 24 horas, mien-
tras que el almidon disminuye en alrededor de un 70 % sobre el contenido ini
cial. Dwivedi y Mishra (1979) también describen un descenso de almidén en ho
jas de arroz (alrededor de! 40 % en 72 horas), destacando el incremento en
azlcares reductores que se produce en las primeras 24 horas para disminuir
posteriormente por debajo del valor inicial. Este mismo hecho ha sido descrito
por Thimann et al. (1974) y Tetley vy Thimann (1974) en segmentos de hojas -
de avena en la oscuridad, en los que incrementa el contenido en azlicares re-
ductores durante los dos primeros dias, mientras disminuye drasticamente la

cantidad de sacarosa. Spencer y Titus (1973) sefialan que la variacion en clo
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rofila y azlcares en discos de hojas de manzano depende de la edad de las -
mismas y de las condiciones en que se mantienen. Asi, mientras las hojas --
adultas pierden clorofila tanto a la luz como a la oscuridad aunque en mayor
porcentaje en este Ultimo caso (2% y 11 % respectivamente a los 7 dfas), en
las hojas mas jovenes se produce un incremento de un 4% a la luz y Qn des
censo de un 10% a la oscuridad. El contenido en azlicares solublles despi_en_—
‘de. én ‘to.do.s ioé éaéos, siendo maximo en las hojas jovenes a la oscuridad y

no existiendo diferencias entre las dos condiciones externas para las hojas -

adultas.

Arglielles y Guardiola (1977) han estudiado el control de la senes
cencia en hojas de naranjo y, si bien no se han hecho en este trabajo anali-
sis del contenido en carbohidratos, si obtienen un claro aumento de hasta un
100 % en 10 dias de la actividad amilolitica en hojas mantenidas a la luz, ala
vez que el contenido en clorofila disminuye en un 50 % en ese mismo periodo
de t‘iempo, comprobando ademas que los tratamientos con acido giberélico, que
retrasan la senescencia, inhiben tambien el aumento de la actividad amiloliti-

ca.
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l.2.~- CARBOHIDRATOS EN CITRICOS.-

~

Los frutos verdes con clorofila tienen capacidad de realizar la foto-
sintesis, pero la mayor parte de los carbohidratos necesarios para la actividad -
biosintética de los frutos de los citricos ‘proceden de las hojas (McCready, -
1977). .Si bien el indice fotosintético de los citricos es- relativamente bajo  com
parado con otras especies de frutales (12 mg CO2 / dm2 x h, Kriedemann, 1968
1971; Bielorai y Mendel, 1969; Moss et al., 1972; Lenz, 1978, lo que represen
ta entre un tercio y la mitad del indice fotosintético del manzano: Kriedemann,
1978), la produccidon de fotoasimilados durante el reposo vegetativo es superior
a la demanda, produciéndose durante el invierno una acumulacion de reservas
hidrocarbonadas que alcanzan los valores maximos en las hojas justo antes de
la brotacion de primavera (Jones y Steinacker, 1951; Smith et al., 1952; Hil-
geman et al., 1967; Smith, 1976). A partir del momento en que se alcanza el
nivel maximo se produce la degradacién continua de las reservas y los azlica-
res producidos son transportados hacia las zonas en desarrollo (Kriedemann, -
1969a y b; Kubota y Motoyama, 1971; Moss et al., 1972), llegandose a los nive
les minimos durante el verano (Etrickson, 1968). La proporcion de almidon y -
azlicares varia a lo largo del ciclo descrito. El contenido en almidén descien
de durante el invierno mientras que aumenta el nivel de azOcar»es solubles, he
cho que se considera generalmente como una respuesta a las bajas temperatu-
ras (Erickson, 1968; Yelenosky, 1979). Por el contrario, el nivel de almidon
aumenta rapidamente durante la primavera, poco antes de la brotacion, y va -
siendo degradado durante este periodo de crecimiento (Erickson, 1968). Seglin
Jones y Steinacker (1951) también las brotaciones en otras épocas del afio ——

pueden estar precedidas por una acumulacion de almidon en las hojas.

Otros factores, ademas de la temperatura, influyen en la acumula
cion de almidon en las hojas. Diversos autores (Lewis et al., 1964; Jones et

al., 1964, 1970, 1973) indican que el nivel de sustancias hidrocarbonadas es-
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ta influido por el nimero de frutos que soporta el arbol. La cuantia de la co

secha depende no sdlo del nimero de estructuras reproductivas formadas du--
rante la flor‘écién sino tafnbién del porcentaje de absc\:isién de las mismas an-

tes de llegar a su desarroilo completo como frutos. Aunque el nimero de flo-
res producidas por los citricos es muy elevado, sdlo un pequefio porcentaje -
_de. e'lla.s ‘Heg_a a convertirse en frutos maduros ya que numerosas yemas flora-
‘ Iés y flores caen antes del cuajado y ain numerosos frutos pequefios se des—-—
prenden antes de llegar a la madurez. Erickson (1968) indica que para la va-
riedad Washington-Navel el nimero de frutos que llega a formar parte de la co

secha final puede representar un porcentaje del nimero de flores inicialmente

formadas tan bajo como el 0,2 %.

La coincidencia en el tiempo de los maximos porcentajes de caida
de las hojas y de los frutos (Erickson y Brannaman, 1960) sugiere que entre
las razones que pueden explicar la abscision se encuentra la competencia por
elementos nutritivos que se establece durante este periodo entre los distintos
drganos en crecimiento, momento en que los requerimientos son maximos. Asi,
durante la época de floracion tanto las flores como las nuevas hojas en desa-
rrollo dependen criticamente del transporte de aziicares y elementos minerales
del resto de la planta. Las hojas jovenes en desarrollo son al principio una -
zona importante de atraccion de metabolitos (Kriedemann,1969a y b; Moss et al.,
1972), compitiendo eficazmente cbr; las flores de tal modo que, en las primeras
fases del desarrollo de éstas su tamafio es inferior cuando se localizan en in
florescencias con hojas que en aquéllas situadas en inflorescencias sin hojas
(Lenz y Cary, 1969). Pronto, sin embargo, el ritmo de crecimiento cambia, -
coincidiendo con la exportacion de fotoasimilados desde las hojas jovenes vy, fi
nalmente, el porcentaje de flores que se convierten en fruto es notablemente
superior en las inflorescencias con hojas (Sauer, 1951, 1954; Lenz, 1966; —-
Jahn, 1973). E| efecto de las hojas de la inflorescencia en el porcentaje de -

fruto cuajado no parece ser de naturaleza hormonal sino exclusivamente nutri-
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cional (Moss, 1970).

Aunque parte de esta competencia se establece por los elementos
minerales (Guardiola et al., 19’77),‘ la competehcia por los azilcares puede de
s Sempefiar un papei decisivo ya que se produce unaAcal'da importante de fruto -
dur‘énte la primavera (caida de Junio), cuando ya se ha restablecido el nivel
de elementos minerales en las hojas (Guardiola y Gonzalez, 1982). l..a.di'sn;uin‘g_.
cion de la competencia mediante la reduccion de la floracion estimula marcada
mente el crecimiento inicial del fruto y, en determinadas condiciones de com-
petencia extrema, aumenta la produccion final hasta mas de cuatro veces la de

los arboles testigo (Guardiola et al., comunicacion personal).

La relacién entre el contenido en almidén antes de la brotacibn y
el cuajado del fruto ha sido estudiada por diversos autores. Lewis et al..(1964),
trabajando con la variedad "Wilking" indican que un contenido elevado en car-
bohidratos en las hojas dﬁrante la brotacion favorece la produccion, aunque -
afirman que no parece ser un factor limitante. Por otro ladq, Jones et al. -

(1973) y Goldschmidt y Golomb (1982) sefialan que en el Citrus reticulata la

cuantia de la cosecha no esta relacionada één la acumulacion de almidon en las
hojas pero si con el contenido del mismo en las raices. Sin embargo, en la -
variedad '""Valencia" Jones y colaboradores (1970, 1974) si han encontrado una
correlacion positiva entre el .contenido en almidon de las hojas antes de la bro
tacion y la cuantia de la cosecha producida. También se ha encontrado una re
lacion entre la cuantia de la cosecha y la utilizaéién del almidon, de modo que
Jones et al. (1975) y Goldschmidt y Golomb (1982) sefialan que en variedades

particularmente veceras como "Kinnow' o "Murcott", la ausencia de cosecha -
el afio siguiente de una abundante se correlaciona con el agotamiento de las -
reservas hidrocarbonadas. Monselise et al. (1982) han encontrado diferencias

importantes en el contenido de almidon en las hojas de ramas del mismo arbol

(var. "Michal") con y sin fruto, siendo de casi el doble en el segundo caso.
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En vista de la importancia decisiva que en la producciéon de los -
agrios puede tener la movilizacion del almidon y su transporte a los drganos
en desarrollo, resulta sorprendente la limitada cantidad de estudios dedicados
al problema. Las variaciones estacionales en el contenido en almidon en rela-
cion con el estado de desarrollo y la cuantfa de la cosecha han sido estudia-
das por Jones y Steinacker (1951) y Lewis e’t‘ al. (1964) pero su estudio es -
'méra.mén.te.de.sc.:f‘i.pt.ivo, sin afrontar el problema de su regulacion. Del mismo
modo, Kriedemam(1969a) ha sefialado la relativa estabilidad del almidon en las

hojas de limonero pero sin un analisis de sus causas.

La movilizacion del almidon en las hojas adultas de los citricos -
es mas lenta que en las de otras plantas (Erickson, 1968). Asfi, el manteni-=
miento de plantulas de naranjo en la oscuridad durante varias semanas no pro
duce la desaparicion del almidon de las hojas. Segin Sinclair y Bartholomgw
(1937) el cloroplasto aparentemente liga el almidon producido, por lo que es -
degradado muy lentamente por las enzimas de las hojas. La poca actividad én—»
zimatica que se manifiesta "in vivo'' no parece ser debida a la ausencia de —-
proteinas degradativas o su presencia en estado inactivado ya que segin estoé
autores los extractos de hojas producen la ’degr‘adacién del almidon en azlca-
res en muy poco tiempo, lo que indica que las enzimas de las hojas son acti-
vas. Habria que pensar mas bien en una compartimentacion de las enzimas y
el sustrato, que impide que se produzca de forma indiscriminada la moviliza-

cion de las reservas hidrocarbonadas de las células.
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l.3.- VIAS DEGRADATIVAS DEL ALMIDDN. -

l.3.1.- GENERALIDADES.-

Los carbohidratos formados en la fase oscura de la fotosintesis

son r"ép_id'amven'te' p'oli'mer‘ivza_do's _en_r los cloroplastos de las hojas. Estos poli-
sacaridos se encuentran en forma coloidal o en forma no hidrosoluble, per-
mitiendo el almacenamiento de grandes cantidades en las células sin que in-
fluyan en el potencial osmotico de las mismas. EI| polisacarido de reserva
mas importante y mas abundante del mundo vegetal, que se. encuentra desde
las algas inferiores a las plantas superiores, es el almidon, y se acumu-
la en granulos de dizmetro variable entre 2 y mas de 100 micras , cuyo pe

so molecular puede alcanzar varios miles de daltons (McCready, 1977). .

Los gréanulos de almidon varfan tanto en su tamafio como en-su -
forma segln el origen del que provengan. Sin embargo, en todos los casos
esta compuesto por dos tipos de moléculas, la amilosa y la amilopectina, -
siendélva.riable la proporcion de ambas en los granulos de las distintas plan-
tas (10-30 % de amilosa, 70-90 % de amilopectina). La amilosa es una mezcla
de cadenas lineales de glucosa unidas por enlaces alfa-1,4 y de cadenas lige
ramente ramificadas (una ramificacion por cada 1000 residuos de glucosa apro
ximadamente) (Banks y Muir, 1980) por enlaces alfa-1,6. La amilopectina, por
su parte esta formada por cadenas altamente ramificadas con los mismos tipos
de enlaces (una ramificacion por cada 24-30 residuos de glucosa) (McCready,
1977). Los enlaces alfa-1,4 existentes entre los mondmeros de glucosa produ-
cen una torsidn del plano en que se hallan las glucosas, dando como resulta-
do moléculas helicoidales; distintos estudios realizados sobre modelos de di-
fraccion producidos por complejos de amilosa con alcoholes ramificados indican

didmetros de hélice que corresponden a ciclohexoamilosa (Bear, 1944), ciclo-
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heptoamilosa (Zaslow, 1963) y ciclooctoamilosa (Yamashita y Monobe, 1971).

El almidon presente en las p'lantas puede ser de dos tipos:

1.- Almidon de asimilacidén, que se deposita en las hojas verdes curante los
periodos de actividad fotosintética, y
2.- Almidon de reserva, que se encuentra en los amiloplastos de organos de.

almacenamiento como semillas, frutos, tubérculos o rizomas.

El almidon de asimilacion es regularmente metabolizado, es decir,
se produce durante el periodo luminoso y es degradado durante el periodo os~
curo, transportiandose sus productos a otros puntos del vegetal. Por otro la-
do, el almidon de reserva representa la fuente de energia para numerosos --
procesos fisioldgicos que la requieren en gran cantidad como la germinacion ,
braacion, floracidn o fructificacidén, por lo que permanece acumulado hasta -
que estos procesos tienen lugar, momento en que el almidon es movilizado vy

los azlicares resultantes son transportados a los organos en crecimiento. -

La movilizacion del almidon puede llevarse a cabo por dos vias -
bioguimicas distintas, en las que estan implicadas diferentes enzimas. En la

figura 1 puede observarse un esquema detallado de ambas vias.



R-ENZIM A

FOSFORILASA Oli gosacari dos
*( 1-A)n-6)glucano *-(1*A) glucosilo

*-D- Glucosa

HIDROLASA
1-Fosfato
FQSFATASA
ALMIDON D-GLUCOSA
,H-AHILAS A R- ENZIMA
Fragmentos Fragmentos
*(1-A)(1-6 tglucano (1*4) glucano
AHI LASA

Maltosa

Oligosacaridos
a6|1-4)(1-6)glucosilo

OLIQOSACARIO0 i1-6)QLUCOSIDASA

Figura 1.- Vias bioquimicas para
El semicirculo superior,

a la via fosforolitica. EIl inferior, representado con trazo grueso, a

amilolitica. (sacado de "Enzymes

Pazur, 1965).

in synthesis and hydrolisis of starch",
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la conversion de almidén en D-glucosa

dibujado con trazo fino, corresponde
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1.3.1.1.- VIA FOSFOROLITICA.-

La amilofosforilasa (1 ,44aIfa—-D-gIucano:ortofosfato alfa—~glucosiltrans
ferasa, E.C. 2.4.1.1.) forma parte de las alfa (1,4) glucano fosforilasas, que
estan ampliamente distribuidas tanto en animarles y plantas como en células mi-—
crobianas. rLa reaccion que cataliza -separacion de mondmeros de glucosa a ——
partir de un polimero- puede ocurrir también en direccidn de sintesis .dépe.n-l-l
diendo de una serie de factores; las concentraciones elevadas de fosfato inor-
ganico en el medio asi como el pH alto favorecen la degradacion del almidén ,

mientras que los pH bajos y la ausencia de fosfato favorecen la sintesis.

El proceso de degradacidon es conocido como fosforolisis ya que en
el se elimina la glucosa terminal del extremo no reductor de la cadena por ata
que del fosfato. La enzima actiia repetidamente sobre los extremos no reducto- |
res, de forma que puede llegar a degradar totalmente las cadenas lineales de
la amilosa, produciendo mol'ecula; de glucosa-1-fosfato. Sin embargo, no ocu
rre igual con la amilopectina debido a la presencia de sus ramificaciones con
enlaces alfa-1,6 glucosidicos, no susceptibles de ser atacados po}' la fosfori- )
lasa. De este modo, su accion scbre la amilopectina da lugar a la formacion,
por un lado, de moléculas de glucosa-1-fosfato que representan del 35 al 45 %
del total de la molécula (ap Rees, 1974), y por otro, de moléculas de peso mo-
" lecular relativamente alto y muy ramificadas, conocidas como dextrinas |imite
(fragmentos alfa-(1,4)-(1,6) glucano) y cuya degradacion solo podra ser conti-
nuada tras la accion de una enzima desramificadora (R-enzima), que actla Uni
camente sobre los enlaces alfa-1,6, proporcionando a la amilofosforilasa nue-
vos extremos no reductores para proseguir la degradacion. Las moléculas de

glucosa-1-fosfato producidas son finalmente convertidas en glucosa por la ac-

cion de una fosfatasa.
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1.3.1.2.- VIA HIDROLITICA.-

En la via hidrolitica estan implicadas las amilasas, por lo que se
conoce también como degradacidén amilolitica. La denominacion alfa 'y beta dada
a estas enzimas indica la mutarrotacion de los productos formados tras su ac-
_ cjén sobre el almidon, y no la configuracion de los enlaces que atacan, ya -
quebambas enzimas solo pueden hidrolizar las uniones de tipo alfa-1,4 (Gibbs,

1966).

La actuacion de la alfa-amilasa .(1,4-alfa-D-glucano glucan_oh‘lidf‘ola_
sa, E.C. 3.2.1.1.) sobre las poliglucosanas produce un rapido descenso dei_'—
peso molecular de los substratos y, por tanto, de sus pEopiedades (coloracion
caracteristica con iodo, descenso de la viscosidad, etc.).. Sin embargo, estos
cambios solo van acompafiados por un aumento muy pequefio del poder reductor,
lo que indica que la hidrdlisis inicial de las moléculas grandes por esta enzima
se lleva a cabo por rotura al azar de los enlaces. Por otra parte, los oligo-
sacaridos relativamente pequefios son hidrolizadqs mas despacio que los gran-

des polimeros.

De este modo, la actuacién de las alfa-amilasas sobre el almidon
consta de dos fases. Una inicial, el la que se da un rapido descenso del ta-
mafio de la molécula por hidrolisis al azar de los enlaces alfa-1,4 glucosidi-
cos y otra final en la que se produce una degradacion lenta de los productos
formados en la primera fase y en la que tiene mayor importancia la accion no

al azar de la enzima.

La diferente actuacion de esta enzima no es debida a reacciones
diferentes sino a cambios en su afinidad por los sustratos. T. ap Rees (1974)
sefiala que la afinidad y la velocidad de reaccidon son mayores para sustratos

de alto grado de polimerizacion; ademas de ésto, también el grado de ramifi-



=23~

cacion determina la velocidad de reaccion, que disminuye marcadamente cuan_
do las cadenas laterales se encuentran a una distancia menor de diez unidades
de glucosa sobre la cadena principal (Schwimmer, 1950). Ello explica la me-
nor velocidad de actuacion sobre la dextrina beta—iimite que sobre ia amilopec
tina, ya que mientras las cadenas exteriores de ésta tienen una Iongitud_media
de 15 unidédes, las interiores -que son las Unicas presentes en las dextrinas

Ifmites—, tienen una longitud media de siete u ocho unidades.

Los productos finales que se obtienen de su actuacion sobre la ami
losa son maltosa, cuya union no puede atacar, y glucosa. La existencia de enla
ces alfa-1,6 en las ramificaciones de la molécula de amilopectina impide que
ésta sea degradada totalmente por la actividad alfa-amilasica ya que este tipo
de enlaces hace resistentes a la alfa-amilasa a las uniones alfa-1,4 cercanas.
Por tanto, su hidrolisis sigue el misrﬁo esquema que la de la amilosa pero los
productos finales seran, ademas de maltosa y glucosa, una serie de oligosaca
ridos ramificados compuestos por unos cuatro a siete mondmeros (dextrinas al
fa-limite). )

En contraste con la accion al azar de la alfa-amilasa, la beta-ami
lasa (1,4~-alfa-D-glucano maltohidrolasa, E.C. 3.2.1.2.) cataliza la separacion
de forma sucesiva de moléculas de maltosa a partir del extremo no reductor de

una poliglucosana.

Las cadenas lineales de amilosa pueden quedar totalmente degrada
das en maltosa por beta-amilolisis si se trata de una cadena con un nimero -
par de monomeros; en casc contrario apareceria también una molécula de mal
totriosa, correspondiente a las tres moléculas de glucosa terminales del extre
mo reductor. Esta enzima tampoco puede sobrepasar los enlaces alfa-1,6 de
la amilopectina, por lo que va separando moléculas de maltosa a partir del ex

tremo no redictor de cada ramificacion hasta llegar a las dos o tres moléculas
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de glucosa anteriores a esos puntos, dejandolas sin hidrolizar. EIl resultado
de la incubacidon de amilopectina con beta-amilasa es alrededor de un 60.% de
maltosa y el resto dextrinas beta-limites, de alto peso molecular, aunque me-
nores que las obtenidas por la accion de la fosforilasa (Akazawa,1965; T. ap
Rees, 1974). |

La actuacidn de alfa y beta-amilasa tanto sobre la amilopectina co_
mo sobre la amilosa produce una serie de compuestos no utilizables directamen
te por las células. Necesitan una mayor degradacidn hasta convertirse en glu
cosa. Esta degradacion se consigue gracias a la existencia en las células de
enzimas desramificantes y de maltasa. Las dextrinas limite se convierten en
moléculas lineales por accion de las enzimas desramificantes. En la cebada se

han encontrado dos distintas (MacWilliams y Harris, 1959):

-La R-enzima (amilopectina-6-glucano hidrolasa, E.C..3.2.1.69),
que rompe los enlaces alfa-1,6 mas externos de la amilopectina, dextrinas -
fosforilasa-limites y otros glucogenos atipicos, es decir, enlaces entre cade-

nas largas.

-La dextrinasa |limite (dextrina-6-glucano hidrolasa, E.C. 3.2.1.
10.), que cataliza la rotura de los enlaces alfa-1,6 externos entre cadenas -

cortas como las dextrinas alfa y beta Ilimites.

Manners y Rowe (1969) también han identificado estas dos enzimas
en el maiz. Por otra parte, Larner (1960) distingue dcs enzimas que degradan
los enlaces alfa-1,6 entre cadenas largas, la amilo-1,6-glucosidasa, que ac-
tha como una exoglucosidasa y la R-enzima, que lo hace como una endoglucosi

dasa.

Los extremos no reductores libres proporcionados por estas enzimas
son utilizados por las amilasas para acabar de degradar estas cadenas lineales

en maltosa. Esta maltosa, producida por la accion conjunta de todas las enzi-
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mas descritas anteriormente es finalmente convertida en glucosa por medio de
un alfa-glucosidasa (alfa~D-glucdsido glucohidrolasa, E.C. 3.2.1.20.), que-

" dando asi libre y facilmente disponible para el metabolismo celular.
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1.3.2.- IMPORTANCIA DE LAS DOS VIAS.-

1.3.2.1-MOVILIZACION DEL ALMIDON EN SEMILLAS Y FRUTOS.-

La importancia de cada una de estas dos posibles vias metabbdlicas
no estd aln suficientemente clara, puesto que el modelo de degradacion puede
ser distinto segln la especie de que se trate y seglin la localizacion del almi

don en la planta.

Existen una serie de factcres que apoyan la degradacion por una
rd r'd - - r'd - r'd .
u otra via. Asi, si se considera la energia requerida para la sintesis de sa
» - , .
carosa, la ruta energeticamente mas favorable seria la fosforolitica ya que en
ella no se pierde la energia del enlace glucosidico. Sin embargo, es un he-
cho ampliamente reconocido que la alfa-amilasa es la Gnica enzima capaz de
atacar los enlaces alfa-1,4 en granulos de almidon intactos, por lo que la ma
* . - . - - '3

yoria de los autores la conslderan implicada siempre en los estados iniciales
de la degradacion del almidén, pudiendo ser posteriormente degradados los oli

gosacaridos formados por las enzimas de las dos vias..

La movilizacion del almidon en las semillas ha sido ampliamente -
estudiada tanto en cereales como en leguminosas. El método principal de inves
tigacion consiste en la compa_racién de los cambios en las velocidades de degra
dacion del almidon con cambios en las actividades enzimaticas en los extractos
vegetales. Con .este sistema se ha observado una correlacion importante de la
degradacion rapida del almidon en semillas con el aumento de la actividad ami-

lolitica (Juliano y Varher, 1969; Ferndndez Tarrago y Nicolas, 1976).

Numerosos autores indican que la degradacion en las semillas de
cereales se produce por la via hidrolitica, conociéndose bien su regulacion -

por medio de hormonas del tipo giberelinas, producidas por el eje embridnico.
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Los resultados de los analisis quimicos de los componentes hidrocarbonados de
las semillas de arroz en germinacion apoyan esta via y sugieren que la degra

dacion fosforolitica no es muy importante en estas semillas (Nomura et al.,-

1969).

En semillas de leguminosas se han encontrado todas las enzimas -
necesarias para la degradacion del almidon tanto por via hidrolitica -como por
la fosforolitica (Juliano y Varner, 1969; Abbott y Matheson, 1972; Fernandez
Tarrago y Nicolas, 1976), con excepcion de las semillas de soja en las :que::

Adams et al. (1981) no pudieron detectar fosforilasa.

Del mismo modo, se han localizado también amilasas y fosforila-
sas en diversos frutos, tales como la pera (Latchée et al., 1973), el platano

(Young et al., 1974) o la uva (Downton y Hawker, 1973).

1.3.2.2.- MOVILIZACION DEL ALMIDON EN HOJAS.-

Asi como la via hidrolitica parece predominante en las semillas,
existe una considerable controversia respecto a la via de degradacion en ho- ~
Jas y en células no especializadas en el almacenamiento de almidon, puesto —
que existe menor informacion en este campo. Un estudio realizado por Gates
y Simpson en 1968 con hojas de 79 especies de plantas dio como resultado la
existencia de alfa~amilasa en todas ellas; Ull (1977) encontrdo la presencia de
la alfa—amilasa estrechamente relacionada con la existencia de almidon, detec
tandola en todas las especies estudiadas (12) excepto en ajo y en hiedra, q.ue
no acumulan almidon. Ademas, algunos autores han encontrado ritmos diarios
de actividad amilésica en hojas, que son inversos a la variacion en el conte
nido en almidon en las mismas (Pongratz y Beck, 1978). Sin embargo, Vieweg
y de Fekete .(197’7) encuentran una variacion diaria paralela de la activi-

dad enzimatica y de la cantidad de almidon en las hojas de Kalanchoe daigre
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montiana, aunque sefialan que el método utilizado en este trabajo para la deter
" minacion del almidon incluye también los glucanos de longitud de cadena supe-
rior a 12-14 unidades de glucosa, que pueden ser productos de la degradacion

por alfa-amiiasa.

Témbiéq se ha encontrado actividad fosforolitica en hojas de dife~
. rentes especies vegetales, como guisante (Levi'y Preiss, 1978; Steup y Latz-
ko, 1979), tabaco (Abbott y Matheson, 1972), espinaca (Pongratz y Beck, 1978,
Okita et al., 1979; Preiss et al., 1980; Steup y Schichtele, 1981), maiz (de
Fekete y Vieweg,1973), platano (Kumar y Sanwal,1977) o vid (Downton y Haw-
ker, 1973), no-hallandose para esta enzima un ritmo diario como el sefialado
para las amilasas, aunque éstc puede ser debido a que los experimentos se -

realizaron a una concentracidon saturante de fosfato (Pongratz y Beck, 1978).

Es obvia la posibilidad de una regulacion entre la sintesis y la -
degradacion que permita la actuacidon de esta enzima en ambos procesos. Se
ha comprobado la existencia de un aumento de fosforo en los cloroplastos en
hojes a la oscuridad (Thorne y Koller, 1974) y las conéentr‘aciohes elevadas
de‘fosfato inclinan la reaccion catalizada pdr‘ la fosforilasa en el sentido de-
gradativo (Peavey et al., 1977); igualmente, existe una variacion de pH, sien
do mas acido en la oscuridad, lo que también inclinaria la. reaccion hacia la

degradacion.

La regulacion de la degradacion también puede satisfacerse en el
caso de que la movilizacidon se produzca por la via amilolitica ya que se cono
cén varios aspectos reguladores en esta via, como son la conversion de la be
ta-amilasa latente en su forma activa por reduccidon reversible de sus grupos
sulfhidrilos (Rowsell y Goad, 1962; Spradlin y Thoma, 1970), o la inhibicion
de la alfa-amilasa por su producto, la maltosa (Schwimmer,1950; de Fekete y

Vieweg, 1973; Vieweg y de Fekete, 1977). La posible regulacion osmotica de
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la actividad amilolitica indicada por Jones y Armstrong (1971) es cuestionada
sin embargo por Gepstain e Ilan (1974, 1981) ya que estos autores indican -
que no hay evidencias de su existencia tanto en cebada como en judia. Por
otra parte, de Fekete y Vieweg (1973) sefialan que parece improbable la re-
gulacién de estas enzimas por cambios de pH, basindose en que encuentran -
una actividad amilasica optima a un pH también &ptimo para la sintesis del al- -

midon.

. Numerosos autores se inclinan por una via u otr‘a.segﬁn la localj_
zacion subcelular de las enzimas, puesto que parece ldgico que su localiza—-
cion corresponda al lugar de sintesis del almidon, el cloroplasto. De este -
modo, Levi y Preiss (1978) no han encontrado amilasas en los cloroplastos de
guisante y sugieren que la degradacion se produce por la via fds'foﬁbh'tica.. el
punto de vista mas generalizado es, sin embargo, el de una accion concomitan
te de las enzimas de las dos vias en la movilizacién del almidon en células fo
tosintéticas‘(Pongr‘atz y Beck, 1978; Okita et al., 1979; Kombrink y Wdber, -
1980), ya que se han encontrado dichas enzimas tanto dentro como fuera de lcs

cloroplastos (Tabla 1).
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REFERENCIA

Dunaliella marina

Nicotiana tabacum

Fosforilasa
Amilasa

Fosforilasa

" Beta—-amilasa

Fosforilasa

Sacharum officinarum Alfa y beta

Spinacia oleracea

" "

k Stellaria media

Vicia faba

Zea mays

amilasas

Fosforilasas

Amilasas y
Fosforilasas

Amilasas y
Fosforilasas

Amilasas,
Fosforilasa
R-enzima y
D-enzima

Amilasas y
R-enzima

Alfa y beta
amilasas

Beta-amilasa
Alfa-amilasa

Fosforilasa

cloroplasto
cloroplasto
citoplasma’
citoplasma

cloroplasto

‘cloroplasto y

citoplasma

cloroplasto
cloroplasto

cloroplasto y
citoplasma

cloroplasto

cloroplasto y
citoplasma

cloroplasto y
citoplasma

cloroplasto y
citoplasma

cloroplasto
citoplasma
cloroplasto

cloroplasto

Kombrink y Wdber, 1960

Stocking, 1959

Bird et al., 1965
Levvi'y'P'r‘e'iss',>1978 '
Stitt et al., 1978
Levi y Preiss, 1978

Steup y Latzko, 1979
Bourne et al., 1970
Latzko y Gibbs, 1968
Steup y Latzko, 1979

Preiss et al., 1980
Steup et al., 1981

Pongratz y Eeck, 1978

- Peavey et al., 1977

Okita et al., 1979

Okita y Preiss, 1980

Haapala, 1969
Chapman et al., 1972
Davies, 1974

Davies, 1974
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1.3.3.- CARACTERIZACION DE LAS AMILASAS.-

Existen muy pocas referencias previas de la presencia de activi-
dad amilolitica en haojas de naranjo, no abordandose en estos trabajos el pro-
blema de la caracterizacion dg Ias dist_intas enzimas. Sin embargo, existe bi-
bliografia abundante a este respecto sobre amilasas de distintos origenes, Hg_
biéndose descrito "vér‘i'osv rr'lét‘od-os‘ d'isfinfos bafa'sﬁ énélilsi‘s.. -

Los métodos mas utilizados para el analisis de la actividad amilo
Iitica total estan basados en distintas propiedades de los productos formados

o de los sustratos parcialmente degradados, y son:

1.- Determinacion del sustrato residual por precipitacion con -
una mezcla de etanol-agua.

2.—_ Medida del incremento del poder reductor debido a la apari—.
cidon de azliicares reductores como productos de degradacidon de las mezclas -
sincubadas.

3.- Descenso de la coloracion dada por el sustrato con el iodo
a medida que avanza la hidrolisis. |

4.~ Disminucion de la viscosidad del almidon con la degradacion.

Sin embargo, ninguno de estos métodos es especifico para cual-
quiera de las amilasas, por lo que es necesario separarlas previamente para
detectar su presencia. Esta separacion se efectla segin propiedades caracte

risticas de cada una, tales como:

a) el requerimiento de iones calcio que presentan las endoamila-
sas. Las alfa-amilasas son inactivadas por agentes secuestrantes de calcio,
como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

No hay indicaciones de que el calcio participe directamente en la
formacion del complejo enzima-sustrato. Parece mas probable que al formar -

una fuerte estructura intramolecular estabilice la estructura secundaria y ter
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ciaria de la proteina, manteniendola en su estructura bioldgicamente activa -
(Fischer y Stein, 1960).

La estabildad general de estas enzimas estad determinada por el
numero de iones calcio unidos o por la fuerza con que son retenidos; estos
dos factores varfan mucho de una alfa-amilasa a ctra, aunque se ha determi
‘nado que contienen al menos un-atomo-=gramo por mol (Vallee et al., 1959).

Al contrario de lo que sucede con la alfa—amilasa, una dialisis
prolongada o el tratamiento con agentes quelantes no separa ninguna sustan-
cia de bajo peso molecular que sea esencial para la actividad de la beta-ami

lasa.

b) Aunque los iones calcio unidos a la molécula de alfa~amilasa
son suficientes para la actividad maxima de ésta, la presencia de calcio en
exceso la proteje ademas de la inacti\)acién téermica. Este efecto no se pre-
senta, sin embargo, para la beta-amilasa, que es rapidamente inactivada por
el calor (Swain y Dekker, 1966b; Briggs, 1973).

c) La existencia de grupos sulfhidrilo en la estructura de la beta
amilasa de diversos origenes vegetales (French, 1960) la hace sensible a los
reactivos de estos grupos, como los metales pesados. Por el contrario, Uni-
camente se ha encontrado una referencia en la bibliografia de una endoamila~
sa sensible a los reactivos de los grupos sulfhidrilo (Okita et al., 1979).

d) Segin indican Fischer y Stein (1960), Ohlsson (1930) y Blom
et al. (1936, 1937) demostraron que la alfa-amilasa de cebada es inactivada
por tratamientos acidos (pH alrededor de 3) a temperatura baja, sin que se
destruya también la actividad beta-amilolitica. Esta resistencia a pH acidos
se ha comprobado también para beta-amilasa de otros origenes, como la de
trigo (Meyer et al., 1953), boniato (Balls et al., 1948), soja (Fukumoto y --
Tsujisaka, 1955) y tallo de guisante (Swain y Dekker, 1966b).
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Las inactivaciones conseguidas segln estas propiedades no deben
entenderse, sin embargo, en el sentido absolutq sino en el de que la veloci-
dad de inactivacion es mucho menor en el caso de una amilasa que en el de
la otra. Asi, Pech et al..(1971) definen como alfa-amilasa la actividad inhibi
da en mas de un 95 % por; el EDTA y en menos de un 50 % por el cloruro -
merciirico o el calor en presencia de un exceso de inoes calcio, y como be=
ta-amilasa aquélla que se inhibe en menos de un 5% por el EDTA y en mas

de un 80 % por calor o por cloruro merciirico.

La inactivacion de los extractos crudos con inhibidores selectivos
producira sin duda errores en la determinacion cuantitativa de las amilasas
por separado dado que no inactivan totalmente las amilasas de un grupo mien
tras que inhiben parte de la actividad debida al otro tipo de amilasas. De ég
te modo, la deteccidon de la exisfencia de alfa- o beta—amilasa en un extracto
debe realizarse por métodos que impliquen su separacidon previa por cromato-
gr‘afl'a o electroforesis, observando posteriormente su comportamiento frente a

los inhibidores o a los pH acidos..

A‘un asf, existen referencias de endoamilasas que no muestran el
requerimiento por calcio tipico de las alfa-amilasas (Bulpin y ap Rees, 1978;
Okita et al.,1979; Okita y Preiss, 1980), e incluso Okita et al.(1979) descri-
ben una endoamilasa en cloroplastos de espinaca que es inactivada por los —-
" reactivos de los grupos sulfhidrilo, propiedad considerada caracteristica de

las beta-amilasas.

Por tanto, parece necesario en Ultimo término la utilizacion de
sustratos especificos (dextrinas limite) para la caracterizacion de una activi
dad amilolitica como perteneciente a una endo- (alfa) o a una exoamilasa (be
ta), o como indican Swain y Dekker (1966a.) mediante la determinacidbn de las

formas alfa o beta de los productos de la reaccion.
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l.4.- OBJETIVOS DEL TRABAJO.-

De todo lo expuesto anteriormente parece obvia la necesidad
de obtener un mejor conocimiento del metabolismo del aimidon en este gé
nero, asi como de su importancia en la fructificacion puesto que, a pesar
de la relativamente abundante bibliografia sobre estos temas, los estudios

existentes abordan (nicamente aspectos parciales del problema.

Para intentar dar respuesta a algunas cuestiones en relacion

con este tema, en el presente trabajo se estudian los puntos siguientes:

A) Las variaciones que se producen a lo largo del afio en el
contenido en carbohidratos de hojas de distintas brotaciones, en relacion

con el ciclo de crecimiento del fruto.

B) Los cambios que provoca la presencia del fruto sobre la -
pauta de movilizacion de estos carbohidratos. En este sentido, se hace un
estudio comparativo del ritmo de degradacion de las reservas hidrocarbona
das entre hojas' adultas dé ramas con y sin frutos durante el periodo de -
cafda de fruto en primavera, estllldiéndose ademas en las hojas jovenes si
la eliminacion del fruto del brote produce modificaciones en la movilizacion
que la asemeje a la de las hojas de la misma brotacion pero de brotes ve
getativos.

C) Los aspectos metabdlicos de la movilizacion del almidon en
las hojas. Sin descartar la posible importancia de la via fosforolitica, ya
que en este trabajo se ha detectado la presencia de amilofosforilasas, este
estudio se ha centrado en las enzimas de la via amilolitica, y en &l se -
distingue:

- La relacion existente entre la movilizacion del almidon y los
cambios en actividad de las enzimas de la via amilolitica. Se han determi-

nado las variaciones de la actividad amilolitica total durante el ciclo anu-~
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al de acumulacion y degradacion del almidon y en los experimentos de eli-
. .o P . e .
minacion de fruto, asi como durante el proceso de envejecimiento de las -
hojas, inducido mediante la separacion de las hojas del arbol y su incuba-
- .
cion en invernadero.
- La caracterizacion de las amilasas presentes en los extrac-
tos de hojas. Se realiza .la. separacidon cromatografica y electroforética ‘de
las distintas isoenzimas, determinandose su caracter de alfa- o beta-amila

sas por medio de la utilizacion de inhibidores selectivos de su actividad.
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I1.1.- MATERIAL VEGETAL Y DISENO EXPERIMENTAL.-

El estudio se ha realizado en arboles de naranjo dulce (Citrus
sinensis L. Osbeck) cv. Washington-Navel, injertados en naranjo amargo -

(Citrus aurantium L.), de cinco parcelas sitas, cuatro de ellas en la provin-

cia de Castellon (Almenara, Burriana, Vall de Uxd y Villarreal) y una en la.

de Valencia (Sagunto).

Las hojas se separaron del tallo en el punto de insercidon del pe
ciolo y se transportaron al laboratorio en un plazo maximo de dos horas, a
6-10 2C, en bolsas de plastico para evitar la péerdida de humedad. Hasta el

momento de su utilizacion se mantenian en nevera a 4°C.

I1T.1.1.- INDUCCION DE LA SENESCENCIA.-

Alrededor de 500 hojas con peciolo, de edad comprendida entre
3 y 7 meses segun los experimentos, se desinfectaron diez minutos en una -
solucion de hipoclorito calcico al 2 % para mantener la contaminacion fingica

- . - - T4 ‘ -

y bacteriana a niveles bajos. A continuacion se lavaron con agua destilada y
se elimind el agua adherida en superficie, colocandose en un lecho de vermi-
culita hiimeda apoyadas en el envés. La mitad de las hojas se mantuvo bajo -
iluminacion constante (2500 luxes) y el resto en la oscuridad en una camara

himeda con techo de plastico para evitar la pérdida de agua.

Periodicamente se muestrearon al azar 40 hojas de las camaras
con luz y 40 de las camaras oscuras, haciéndose dos grupos de 20 hojas en
cada caso. Los cuatro grupos de hojas fueron tratados del mismo modo: se
hicieron seic discos ccn un sacabocados de 1,8 cm .de diametro (evitando el
nervio central) y se separaron los de la mitad izquierda para analizar el con

tenido en almidon y azlicares tras su desecacion en estufa, y los de la mitad
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derecha para analizar el contenido en clorofila y la actividad amilolitica del

tejido.

I1.1.2.- VARIACION ESTACIONAL DE LA ACT»I\-/IDAD‘ AMI
LOLITICA Y DEL CONTENIDO EN CARBOHIDRATOS

Se realizaron muestreos peridodicos a lo largo del afio de 36 ar-
boles de la parcela de Almenara y de 20 arboles de las de Burriana y Villa-
rreal, tomandose dos muestras de 100 hojas cada una en el caso de Almenara
y 200 en los demas. Para una de las muestras se eligieron hcjas de brotes -
de otofio (figura 2, 0); la otra estaba compuesta por hojas de la brotacion de
primavera de brotes con un fruto en su extremo (figura 2, C). E! muestreo
del primer fipo de hojas se inicid un poco antes del comienzo de la primavera
y se continud, con distinta periodicidad seglin el afio, hasta finales de verano..
Para las hojas del segundo grupo los muestreos se iniciaron a finales de -
Abril, cuando el desarrollo de las hojas lo permitid, continuandose hasta me

diados de otofio.

La toma de muestras sle realizd segln se indica en la seccion 1.
1. Las hojas se lavaron con agua corriente y se secaron superficialmente, -
procediéndose a su desecacion en estufa de aire forzado. Con las hojas mues
treadas en la parcela de Almenara, tras su lavado, se hicieron tres grupos
al azar dentro de cada muestra, dos grupos de 25 hojas y uno de 50. De ca-
da grupo de 25 hojas se hicieron discos de 1,8 cm de diametro, séparéndo—
los para analisis de almidon y azlicares y para la determinacidon de la activi
dad amilolitica como se indica en la seccion anterior. El grupo restante, de
50 hojas, fue despeciolado y se determind a continuacion el peso fresco. Inme-
diatamente se calculd su superficie dibujando- el contorno de las hojas sobre
papel y pesando éste. E| peso seco de las hojas se determindo eliminando to

da el agua mediante liofilizacion de las mismas, determinidndose el porcentaje
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BROTES DE
PRIMAVERA
RAMA
VIEJA

Figura 2.- Material vegetal utilizado. Hojas adultas de la brotacién de oto
o (0) y hojas jovenes de la brotacién de primavera: de brotes

fructiferos (C) y de brotes vegetativos (V).
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de peso secc de cada muestra.

11.1.3.- INFLUENCIA DE LA.FRUC\TIFICACION SOBRE LA
ACTIVIDAD AMILOLITICA Y EL CONTENIDO EN
CARBOHIDRATOS .-

La influencia del fruto sobre la movilizacion de los hidratos de
carbono desde las hojas se estudido con los arboles de la parcela de Almena-
ra, en dos sistemas modelo: desde las hojas de la brotacién de otofio del afa
anterior hacia el fruto que se desarrolla a partir de sus yemas axilares, y
desde las hojas de br‘otés de primavera hacia el fruto situado en el mismo -

brote.

En el primero de los modelos se compardo el ccntenido en azlca=-
res y almidon y la actividad amilolitica en las hojas adultas de ramas intactas
y de ramas en las que se eliminaron manualmente todos los frutos cuando te-
nian aproximadamente 5-6 mm de diadmetro, estando el estilo todavia unido al
ovario (7 de Junio). De cada tratamiento se marcaron dos ramas por arbol,
en un total de 36 arboles y se tomaron muestras de hojas hasta principios -
del mes de Julio, momento en el gque el fruto habfa alcanzado un didmetro de

3 cm y se produce la abscision de gran nimero de ellos (caida de Junio).

En el segundo modelo se marcaron en cada arbol tres brotes ve-
getativos de primavera (Figura 2, V) y seis brotes con un solo fruto terminal
(Figura 2, C) de la misma brotacicn. El 7 de Junio (frutos de 5 a 6 mm de
diametro) se eliminaron manualmente los frutos de la mitad de los brotes del
segundo tipo. La torr;a de muestras se realizd seglin lo descrito para el pri-

mer modelo.

E!l traslado al laboratorio se llevdo a cabo como se indica en %a
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seccion 1l.1. Las hojas se lavaron con agua corriente y se secaron superfi-
cialmente, dividiéendose por la mitad y despreciando el nervio central. Como
en los restantes experimentos,.la mitad derecha se utilizdo para analizar la

actividad amilolitica y la izquierda para analizar el almidén y los azlicares.
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11.2.- ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA. -

I1.2.1.- OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO.-

Una cantidad de tejido foliar, variable segin los experimentos,
se troced con tijeras y se triturd en mortero con ayuda de arena de cuarzo
como abrasivo y en un medio tamponado. El proceso se realizdo entre 0 y 4

2 C y con el material preenfriado.

E| macerado se filtro a través de una doble capa de muselina y
se centrifugdo a 10.000 g durante 10 minutos. Posteriormente se aford el so-
brenadante claro obtenido con el tampon de extraccion y se utilizd como ex- -
tracto enzimatico crudo para los analisis cﬂantitativos: Una parte alicuota -
del extvracto se concentrd mediante la adicion de sulfato amonico hasta el 100
% de saturacion. Tras una nueva centrifugacion de 10 minutos a 10.000 g, se
resuspendio el precipitado con un volumen adecuadc (0,5-1 ml) de tamgdn de
extraccidn. Una centrifugacidn adicional del resuspendido, de las mismas ca-
racterfsticas que las-dos anteriores, produjo u.n sobrenadante limpio que fue

el utilizado en las electroforesis, para lo cual se le afadio sacarosa 2,4 M

en proporcidn 1:5 con objeto de que la muestra no flotara en los pocillos.

El mismo procedimiento fue utilizado para la obtencion de extrac_
tos destinados a cromatografia de exclusion molecular. En este caso no se

afladio sacarosa.
11.2.2.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD.-
11.2.2.1.- DETERMINACION CUANTITATIVA.-

Se ha seguido basicamente el método de Jones y Varner (1867),

modificado por Garcia Luis (1972), consistente en la incubacion del extracto
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enzimatico, convenientemente diluido para cada prueba, en un tubo de ensayo
con 1 mi de solucion de almidon (140 mg de almidon soluble y 29 mg de Cly

Ca.2H20 en 100 ml de agua) y 1 ml de tampon a pH 5,0.

La incubacion se realizd en un bafio termostatizado a 25 °C duran
te un tierhpo variable acorde con la acfividéd‘del extracto. La reaccidon se de
" tuvo afiadiendo 1 ml de solucion de iodo (3 g de iodo resublimado y 30 g de
ioduro potasico en 50 ml de agua, diluide 1:10 en CIH 0,05 N). A los 10 mi-
nutos se afiadieron 10 ml de agua destilada y se midio la densidad optica en
un espectrofotémefro a 620 nm al menos 15 minutos después de haber afadido
el agua, restandose de los blancos, en los que la solucién de iodo se afiadid

antes que la del extracto enzimético. i

El descenso en densidad optica respecto a los blancos, es decir,
la actividad enzimatica se expresa en incremento de la densidad optica a 620
nm por gramo de tejido fresco y por minuto, segin la formula:

AD.O.g9g /g x min. = (4D.0.)m x V , en donde

VI x. t x PF

(AD.O.)m = densidad optica del blanco menos la de la muestra incubada
\Y = volumen aforado (en ml)
V! = volumen de extracto afiadido al médio de incubacion (en ml)
t = tiempo de incubacidon (en minutos)
PF = peso fresco triturado (en g).

11.2.2.2.- CROMATOGRAFIA CE EXCLUSION MOLECULAR.-

.El extractc enzimatico crudo preparado del modo sefialado en la
seccion 11.2.1. se introdujo en una columna de Sephadex G-100 mediante una
bomba peristaltica que proporcionaba un flujo constante y se eluyd con tampon

acetato 0,1 M, pH 5,0 con CIyCa 1 mM, en camara fria a 4 2C. En las cro-
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matografias -destinadas a determinar el pH optimo de las enzimas separadas

se eluyd con agua destilada que contenia CIZCa T mM.

El flujo del eluyente fue variado segin las experiencias asi como
el tamafio de la columna, obteniéndose las mejores separaciones con la colum
na de 65 cm de longitud por 2,5 cm de didmetro y con un flujo de 0,5 ml /

. min.

El eluato se hizo pasar por un detector ultravioleta con registra-
dor, midiéndose la densidad optica del mismo a 280 nm, recogiendose con un
colector de fracciones y utilizandose posteriormente en los analisis como ex-

tracto enzimatico.

i1.2.2.3.- ELECTROFORESIS EN GELES LAMINARES DE PO-
LIACRILAMIDA. -

A.- Preparacion de los geles.-

~ Se siguido el método de ‘Ornstein (1964) ligeramente modificado.

Los geles laminares, de 0,4 mm de espesor, se prepararon formando un sis
tema discontinuo de dos capas, el gel de resolucion y el gel de concentracion
Para ello se utilizaron las siguientes soluciones, que deben mantenerse en
frio:

Solucion A: Acrilamida 30 % (p/v) y bisacrilamida 0,8 % (p/v)

Solucidn B : tampén tris-CIH 0,5 M pH 6,8

Solucion C:: tampon tris-CIH 1,5 M.pH 8,8

Solucidon D : persulfato aménico 10 % (p/v), preparado reciente-

mente.

La mezcla de polimerizacion se obtuvo vertiendo en un kitasato
las cantidades correspondientes (indicadas mds adelante) de las soluciones A,

B (o C), agua y solucion D. Después de agitar la mezcla, se desgasifico me-
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diante la aplicaci¢n de vacio durante 7 minutos, después de lo cual se afiadid
TEMED (N,N,N',N'-tetrametilendiamina). La mezcla final se agitd suavemente
y se introdujo con ayuda de una pipeta pasteur en el molde formado por dos
placas de cristal separadas por un marco constituido por tres cintas de te-

flon de 0,4 mm de grosor.

‘Para obtener una interfase lisa y horizontal entre las dos capas
se depositd cuidadosamente una capa de agua destilada de aproximadamente un
centimetro de altura inmediatamente después de verter la mezcla de polimeriza
cion correspondiente a’ la primera capa (capa de resolucion). Dicha capa de
agua se elimind antes de depositar la mezcla gelificante correspondiente a la

«d
capa de concentracion.

La composicion de las dos capas es la siguiente:

1.- Gel de resolucion (8 % de acrilamida, pH 8,8).

Es una capa de 9,5 cm de altura, de una mezcla com.puesta de
2,625 ml de solucion A; 2,438 ml de solucion C; 4,688 ml de agua; 82,5 mi-

crolitros de solucion D y 4,5 microlitros de TEMED.

En lugar de agua, en esta capa se afadio;una solucion de amilo-
pectina azure (131 mg/25 mil), de almidon (262,5 mg/25 ml) o de glucbgeno -
(05 mg/25 ml) para preparar ‘Ios geles para electroforesis ‘con tincion espe-
cifica para actividad enziméatica, lo que representa un 0,25 %, un 0,50 % y
un 0,20 % respectivamente en el volumen final de la mezcla de polimerizacion.

2.- Gel de concentracion (4 % de acrilamida, pH 6,8).

Esta capa, de 1,2 cm esta corﬁpuesta por 0,498 ml de solucion A;
0,938 ml de solucion B, 2,31 ml de agua; 22,5 microlitros de solucion D y

3,75 microlitros de TEMED.

Antes de afiadir esta Ultima capa se introdujo en el molde un pei

ne de teflon (de dientes de 1 cm de anchura y 3 mm de separacion) hasta la
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altura que indicaba la profundidad de la capa. Esto permitic que una vez po-

limerizada la mezcla se formasen pocillos donde se depositaron las muestras.
B.- Electroforesis.-

Un volumen variable de e;<tractc, entre 25 y 75 microlitros, se
‘ ihthodujo en lbs. pbcfllbs. cbn‘ ayuda. dé Lm. m‘icr'ojerin‘ga’ Hamﬂ.toﬁ.‘ Lé éléct.r'o.fg.
resis se llevo a cabo a 4 2C en una camara fria, a corriente constante (20
mA) y voltaje variable, haciéndose avanzar las proteinas hacia el polo posi-
tivo. El tampon de electroforesis utilizado estaba compuesto por tris-glicina
a pH 8,5 (6 g de tris y 28,8 g de glicina por litro).

C.- Incubacidon de los geles.-

Tras separar el gel del molde de cristal, se sumergid en tampdn

acetato 0,1 M pH 5,0 con Cl,Ca 1 mM y se incubd durante dos horas en una

2
estufa a 31 2C para la visualizacion de la actividad amilolitica. En aquellas
electroforesis en las que no se incorpord amilopectina o almidon al gel, se

afiadio éste al medio de incubacidn.

La actividad amilofosforolitica se detectd incubando el gel en tam
pon citrato 0,1 M a pH acido con glucosa-1-fosfato 0,7 % durante un tiempo
variable entre 5 heras y toda la noche, a 30 2C, para la reaccion de sinte-
sis. Para la reaccion de degradacion se utilizd tampon fosfato a pH neutro

con almidon 0,5 %, incubandose en este caso durante 2 horas, a 30 2C.
D.- Tincion y fijacion de los geles.-

Inmediatamente después de la incubacion, los geles se tifieron

con la solucidn iodo-iodurada descrita en la seccidon 11.2.2.1., manteniéndo
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los inmersos en ella durante unos minutos. A continuacion se trasladaron a
otras bandejas con solucion fijadora compuesta de una solucion acuosa de aci-

do acético 12 % e isopropancl 25 %.
E.- Fotografia.-

Los geles tefiidos y fijados se extendieron sobre un soporte de -
cristal velado sobre una caja ce iluminacion para realizar las fctograffas. Es.
tas se hicieron con una camara Minolta srT 101 provista de objetivo M.C.ma-

cro Rokkor 1:3,5f , 50 mm y con pelicula Agfapan 25.

La operacion de fotografia no debe prolongarse, debido a que el
calor emitido por el foco luminoso produce la aparicidon de burbujas y ondula

ciones que impiden un buen enfoque de todo el gel.

F.-l Secado de los geles.-

Después de fotografiado el gel se sumergido en una solucion acuo
sa de acido acético 12 %,. isopropanol 25 % y glicerina 2,5 % durante la no
che. Utilizando como soporte una placa de vidrio, se envolvido el gel en papel
de celofan previamente mojado en la solucién anterior y se dejo secar a tem-

peratura ambiente durante dos o tres dias.
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11.2.3.- ESTIMACION INDEPENDIENTE DE LAS ACTIVI-
DADES ALFA- Y BETA-AMILOLITICAS.-

La separacicn de las actividades alfa- y beta-amiloliticas en ex-
tractos crudos se real'iza en base a propiedades caracteristicas de cada una
‘dé éll‘as télés cdmb ia ‘te.rrﬁor"rési‘st.encia de la aylfa-a‘mila‘sa‘ eh br‘ésencia de
jones calcio y su inactivacion pcr agentes secuestradores de estos iones, Yy
la termolabilidad de la beta-amilasa, ain en presencia de calcio, su resisten
cia a los secuestradores de calcio y su inactivacion por bajas concentracio-

nes de metales pesados, particularmente por mercurio.

Aunqgue ta mayor parte de los autores se basan en estas propie-
dades indicadas para hacer analisis especificos de las amilasas, existe una
gran diversidad en cuanto a las condiciones en que se efectlian las inactiva-

ciones (Tablas 1, 2 y 3).

Las condiciones de inactivacion utilizadas en este trabajo se des-

criben a continuacidn.
11.2.3.1.- INACTIVACION CON CLORURO MERCURICO.-

Se realizdo afadiendo al extracto crudo Cleg (reactivo de.los
grupos -.SH) en solucion acuosa a concentracion variable entre 0,01 y 1 mM
en proporcidn igual al extracto y utilizando directamente esta solucidn en la
determinacion de la actividad. Para la deteccion de la actividad por métodos
electroforéticos y en los extractos semipurificados por cromatografia, la con
centracion de Cl_Hg utilizada fue siempre de 0,04 mM, dando una concentra-

2
cion final en el extracto de 0,02 mM.
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INACTIVACION DE LA ENZIMA BETA-AMILASA
POR CLORURO MERCURICO.

Referencia Concentracion Material vegetalr Parte de la planta
Gates y Simpson,1968 1 x 10—3 mM ssp - hojas
Shain y Mayer, 1968 5 x 10-2 mM Pisum sativum semilla
Pech et al., 1971 2 x 10_3 mM Isirus communis fruto
F.Tarrago et al.,1976 1 x 10_1 mM Lens esculenta semilla
Hildebrand et al., 1981 2 x 1070 mM Glycine_max semilla

Doehiert y Duke, 1983 1 x 10-2 mM Hordeum vulgare semilla
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11.2.3.2.- INACTIVACION POR ELIMINACION DE IONES CAL-
Clo.-

Los iones calcio unidos en las proteinas del éxtr‘acto, se secues-
traron mediante la adicion de la 'sal disédica del acico etilendiaminotetr‘aacét_i
co (EDTA) a una concentracion final de 100 mM y preincubandolo distintos -
tiempos con el extracto. Este proceso se realizd a una temperatura de 4 ¢C
con el fin de evitar la accion de las proteasas que se encuentran en los ex-

tractos crudos.

Los extractos semipurificados por cromatografia y los destinados
a electroforesis se preincubaron durante 30 minutos o durante toda la noche
en presencia del agente secuestrante, indicindose el procedimiento seguido -

en cada experimento.
11.2.3.3.- INACTIVACION TERMICA.-

Los tubos con el extracto se sumergieron en un bafio termostati-
zado-a 70 2C durante tiempos variables, colocandose inmediatamente en hielo
para evitar que la inactivacidbn continuase después del tiempo fijado. A conti-
nuacion se centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos y se desecho la pro-
tefna precipitada, utilizandose el sobrenadante directamente en la determina-

X4 - #, 0
cion amilolitica.

Se estudido en este apartado el posible efecto protector de distin

tas concentraciones (de 0.a’'45 mM) de Cl_Ca sobre la actividad.

2



-51-

INACTIVACION DE LA ENZIMA ALFA-AMILASA
POR EDTA

Referencia Concent. Tpo preinc. Material vegetal Parte planta
Shain y Mayer, 1968 10 mM 30 min Pisum sativum semilla
Jacobsen et al, 1970 5 mM 20 min Hordeum vulgare semilla
Baun et al., 1970 7 mM 30 min Oryza sativa semilla
Bilderback, 1971 5 mM 30 min Hordeum vulgare semilla

Thorpe y Meier, 1974 25 mM. 45 min Nicotiana tabacum callos

F. Tarrago et al, 1976 5 mM 60 min Lens esculenta semilla
Levi y Preiss, 1978 12,5 mM »* Pisum sativum hoja
Davis, 1979 10 mM * n " semilla
Gepstein e llan, 1979 10 mM " 4 dias Phaseolus vulgaris semilla
Okita et al., 1979 . 10 mM * Spinacia oleracea hoja

* sin especificar
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INACTIVACION TERMICA DE LA ENZIMA BETA-AMILASA.

- Referencia T2 " Tiempo CIZCa Material vegetal Parte planta
Swain y Dekker,1966a 702C 15min 20 mM Pisum sativum semilla
Juliano et al., 1969 702C 15 min * " " semilla
Tanaka et al., 1970 702C 15 min 5 mM Oryza sativa | semilla
Pech et al., 1971 602C 10 min 50 mM"* Pirus communis fruto
F.Tarrago et al,1976 70°C 5 min 1,5mM Lens esculenta  semilla
Levi y Preiss, 1978 70eC 5 min 20 mM Pisum sativum hoja
Okita et al., 1979 702C 10-2nin 10 mM Spinacia oleracea hoja
Adams et al., 1980 702C 20 min 10 mM Glycine max semilla
Adams et al., 1981 702C 15 mh1'20 mM " no semilla
Hildebrand et al, 1981 702C 20 min 10 mM " " semilla
Koshiba et al., 1981 702C 30 min 5 mM Vigna mu'ngo semilla
Doehlert y Duke, 1983 70°C 20 min 3 mM ssp | semillas, ho

jas y raices.

*. sin especificar

%% concentracidon en la extraccion
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11.3.- DETERMINACIONES ANALITICAS.-
I1.3.}.- CLOROFRILA.-

Se ha seguido el método colorimétrico descrito en los "Official
Methods of Analysis'" (1970). Un peso aproximado de 3 gramos de hojas se
fr*écéar“on éoﬁ fijérés; tlon;n'ar.wdc‘Jsé Qné élf&ubté de 0,.3.gr‘*ar‘no‘s. Esta fue tri-
turada en mortero, a 0-4 2C y en penumbra para evitar la alteracion de la

clorofila, con arena de cuarzo como abrasivo y acetona 80 %.

El triturado obtenido se filtrd a través de papel Whatman n2 2
a un kitasato con ayuda de succidon, lavando con acetona (80 %) hasta que
la pulpa retenida sobre el papel fuese incolora o ligeramente amarillenta, -
para lo cual se hicieron reextracciones si fueron necesarias. El filtrado se
aforo a 50 ml con acetona 80 %, 25 de los cuales se pasaron a un embudo
de decantacién» en donde se habfa afiadido previamente 20 ml aproximadamen-
te de éter etilico. Tras afadir el extracto acetdonico al embudo, se vertio
asimismo igual cantidad de agua destilada para favorecer el pasc de los pig
mentos al éter. Cuando se separaron las dos fases se desechd la inferior
-de acetona-agua-. La fase éter se lavd tres veces con agua destilada ha-

ciendo salir el extracto por el extremo del embudo, inmerso en el agua con

tenida en otro embudo de decantacion colocado debajo. .

Después de eliminar el agua del Gltimo lavado, se afordo a 25 mi
con éter etilico y se afadio sulfato sddico anhidro (en proporcion 3 g/10 ml)

para eliminar los Gltimos restos de agua.

Las lecturas espectrofotométricas se realizaron a 662 y 644,5

nm, utilizando éter etilico como blanco.

Los resultados se expresan como miligramos de clorofila por

centimetro cuadrado de tejido, segin las formulas:
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Clorofila total (mg/l) = 7,12 x D'O'662 + 16,8 x D'O'544,5 (1)

y transformando estos valores en:
(1) x Vx V'

s 2
mg/cm = siendo
' V' ix superficie

V = volumen aforado de acetona (ml)

V' = volumen de acetona afiadido al embudo de decantacion (ml)
V' = volumen aforado de éeter etilico (ml)
2

Superficie del tejido triturado, en cm®

11.3.2.- CARBOHIDRATOS.-

El material vegetal desecado en una estufa de aire forzado a
60 2C, durante al menos tres dias, se triturd con un molino de paletas y
se pasd a través de un tamiz de 6Q mallas, guardandose en bolsas de plas

tico herméticamente cerradas hasta el momento de su utilizacion.

[1.3.2.1.- EXTRACCION DE LAS MUESTRAS.-

A.- Azlicares.-

Una muestra de 100 mg se colocd en .un tubo de centrifuga y se
afiadio un volumen aproximado de 15 ml de alcohol etilico 80 % a 75 °C, ca
lentandose a esta temperatura durante 10 minutos con agitacién ocasional.
Después se centrifugd a 10.000 g 10 minutos y se decantd el sobrenadante

a un erlenmeyer. El precipitado se reextrajo tres veces del modo citado.

De los extractos alcohodlicos combinados se elimind el alcohol
por evaporacion a 50 2C con un evaporador rotatorio y el extracto acuoso
resultante se aforo a 50 ml con agua destilada, filtrandose a continuacion

a traves de papel Whatman n2 2.
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Este extracto fue utilizado en los analisis de azlcares totales

y reductores.

B.- Almidon.-

Al residuo sblido precipitado después de la cuarta centrifuga-
cidn’ en'la extraccion de azlcares se le afiadieron 25 ml de acido perclori -
co- al 35 %, se agitd y se dejo durante toda la noche a temperatura ambien
te. Posteriormente la mezcla fue llevada a volumen lavando el tubo de cen

trifuga varias veces con agua destilada.

El contenido del matraz fue filtrado a traves de papel Whatman

n2 2 y el filtrado se utilizd en el analisis de almidon.

11.3.2.2.- ANALISIS DE LOS EXTRACTOS.-—

A.- Azlcares reductores.-

Se siquido el método de Park y Johnson (1949). A 1 mi de ex-—
tracto, convenientemente diluido y colocado en un tubo de ensayo, ‘se afa-

dio 1 ml de sclucidon carbonato-cianuro (5,3 g de CO y 0,65 g de CNK

Nay

por litro) y 1 ml de solucién ferricianuro (0,5 g de Fe(CN)sK por litro),

3
agitandose la mezcla y calentandola durante 15 minutos en un bafio de agua
hirviendo. Los tubos de ensayo se enfriaron, después de este tiempo, en
" un bafio con agua a temperatura ambiente, tras lo cual se afadieron 5 ml
de solucion férrica (1,5 g de (SOA)ZFeNH .12H,.0, 50 ml de SOAH

4 2 2
1 g de dodecil sulfato sddico), y se leyeron las densidades opticas en un

T Ny

espectrofotometro a 690 nm después de 15 minutos.

Al mismo tiempo que se analizaron las muestras, se hizo una
curva patron con 0, 4 y 8 microgramos de glucosa, curva en la que se in

terpolaron los valores obtenidos para las muestras.
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Los resultados se expresan en forma de porcentaje de azlicares

reductores sobre peso seco, segiun la formula:

. Vv - 1
% azGcares = microgramos glucosa x ~—— 10 = x 100 x ————.
A PS
. L]
siendo:
microgramos de glucosa = valor . obtenido en la interpolacion
V = volumen aforado (ml)
V' = volumen analizado (ml)
10 = = conversion de microgramos a miligramos

100 = conversion a porcentaje

PS = peso seco analizado (mg)

B.- Azlicares totales y almidon.~

Los azlicares totales y el almidon se determinaron con el reac-

tivo antrona-sulfirico (McCready et al., 1950).

Se afadieron 5 ml de extracto, convenientemente diluido, a tu-
bos pirex con tapodn de' r‘oséa y se colocaron en una bandeja con hielo has-
ta que alcanzaron 0 2C. En este -momento se afiadieron 10 ml -del reactivo
antrona-sulfirico (0,4 g de antrona en 200 ml de acido sulfirico 95 %, frio)
preenfriado en la nevera y medidos con bureta. Los tubos se agitaron enér-
gicamente y se abrid el tapdon un cuarto de rosca para permitir la salida de
gases, cerrandose de nuevo y calentando los tubos en un bafio de agua hir-
viendo durante siete minutos y medio exactamente. A continuacidon se enfria-—
ron en un bafic con agua a temperatura ambiente y se midid su densidad op-

tica con un espectrofotometro a 630 nm.

Del mismo modo que se hizo en los analisis de azlicares reduc-
tores, se prepard también una curva estandar de glucosa, usindose las con

centraciones 0, 50 y 100 microgramos de glucosa.
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Los valores de densidad optica de las muestras se interpolaron
en la curva patron y los miligramos de glucosa obtenidos se transformaron
en porcentaje sobre peso seco utilizandose la misma formula qL.ne en el caso
de azﬁcares redqctor‘es, excepto para el calculo del porcentaje de almidon
en que se multiplicd el resultado obtenido en la formula por 0,9 para com-
'pe'ns'ar' la béf*dfdé de una 'mblé‘cuvlav dé ‘aglja‘ eh ia 'pélir"ne‘r‘i'zavcién.dé Ié Qldcg

sa.

% almidon = microgramos glucosa x -Y- X 10—3 x 100 X ———— x 0,9
V! ‘ PS
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I1.4.- ANALISIS ESTADISTICOS.-

Los datos obtenidos se sometieron al analisis de la varianza, in
dicAndose el modelo seguido en la seccion cor‘respondieﬁte,- En los casos en
los que los datos representan porcentajes se realizo la transformacion y =
arc sen pr_-. En consepuen;ia, _Ios efectos que han I_Iégado'_a_ e'_sta_bl_ec_er_se‘

lo fueron mediante pruebas F de Snedecor (Sokal y Rohlif, .1969).

La caracterizacion de los grupos de niveles o tratamientos den-
tro de cada efecto, generadores de diferencias significativas, se realizd me ‘
diante la prueba secuencial de Student-Newman-Keuls, al nivel de probabili-
dad del 95 % (Sokal y Rohif, 1969).. Los resultados asi obtenidos se presen
tan de forma simplificada como diagramas en los que "1" representa la exis
tencia de diferencias significativas y ""0" los casos en que no han podido -
demostrarse. Una visualizacion inmediata de los resultados se obtiene de la
parte inferior de los diagramas, donde se representan como barras los ais-

tintos grupos obtenidos del test secuencial.

~

Envlos casos en que los distintos niveles de un efecto, previa-
mente establecido por analisis de la varianza que genera, poseen una natu-
raleza cuantitativa, el analisis estadistico se ha completado mediante anali-
sis de regresion minimo cuadréatica. Se ha explorado el ajuste lineal, el -
cuadratico y el clibico, y la significacion de la informacion asociada a los
distintos ajustes se ha estudiado mediante el analisis de la varianza sobre

la particion generada por la regresion y a un nivel de significacion del 1 %.

En todas las graficas se representa el error estandar de los

puntos mediante barras verticales.



-50-

resultados
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11.1.- CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

I11.1.1.- EXTRACTOS CRUDOS. -

Como paso previo al estudio de las caracteristicas de las en-
zimas hidroliticas del almidon, se realizaron una serie de experimentos en-
caminados a la determinacidn de las condiciones dptimas de estimacion de su
actividad. Este estudio preliminar consistid en la comprobacion de la linea-
lidad de la actividad amilolitica frente al tiempo de incubacion y frente a la
concentracion relativa de enzima en el medio. Se obtuvo asimismo el pH op-
timo de incubacidon que presentan los extractos enzimaticos en diferentes tam
pones y la influencia de los iones calcio sobre la actividad de los extractos

" obtenidos con tampon citrato-fosfato.

El r'esulltado obtenido al incubar distintas concentraciones rela-
tivas de extracto enzimatico se presenta en la figura 3. Hay un cambio de
pendiente para una variacion de densidad optica de 0,125 ud., que se obser
va también para el mismo valor de densidad optica en la grafica que repre-
'senta la actividad amilolitica frente al tiempo de incubacion (figura 4), no
alcanzandose en este caso el limite de significacion debido al menor nime-
ro de puntos en esta grafica. Cuando se compara la actividad en las dos -
condiciones (tiempo'constante, concentracidon constante) se comprueba que -
los puntos se solapan (figura 5), lo que indica que el cambio de pendiente
que se produce no es debido a la presencia de una determinada concentra-
cion de enzima o Aa un tiempo de incubacion de la mezcla, sino a cambios
producidos en la relacion enzima - sustrato, es decir, en la actividad enzi
matica. En todos los experimentos realizados se Han corregido los valores
cie densidad optica superiores a 0,125 ud. para que los porcentajes de ac-
tividad recuperada no se vean afectados por el cambio de la razdn de pro-

porcionalidad que se da a partir de ese punto.
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S
?t f «0,0*2 ¢ 0,338x
r » 0,99»
y * 0.003 * 0,500 x
r « 0,992
0
0 2 ,* .6 3 1.0

CONCENTRACION RELATIVA

Figura 3.- Relacién entre el descenso en densidad o6ptica a 620 nm y la con-
centracion relativa de extracto enzimatico crudo. Tampédén acetato

0,1 Ma pH 5,5, con CI*Ca 1 mM, como medio de incubacién.
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y* 0,03140,026x
0.3 r »0.998

0,2

01

y * 0,0006 * 0,037 x

r. 0,995

TIEMPO ( min.)

Figura 4 .- Relacion entre el descenso en densidad o6ptica a 620 nm y el

tiempo de incubacién. Tampén acetato 0,1 M a pH 5,5, con

Cl"Ca 1 mM, como medio de incubacion.



.63

0®

y* 0,038 *0.343*

f * 0,002 * 0.432 x
p « 0.990

0 A 2 3 5 7
CONCENTRACION RELATIVA

o t 2 3 5 7 10
TIEMPO (min.)

Figura 5.- Variacion de la densidad oOptica a 620 nm a tiempo constante

(*) y a concentracion relativa de enzima constante (o). Incu-
bacién en tampén acetato 0,1 M a pH 5,5, con ClI_Ca 1 mM. (Datos de las —
figuras 3 y 4). La adecuacién de las escalas de las abscisas permite obser-
var que ambas rectas de regresion son comunes para las determinaciones a

tiempo constante y a concentracién relativa constante.
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Los extractos crudos utilizados para la determinacion del pH -
optimo se obtuvieron por fr‘ituracién con agua destilada o con un tampdn de
baja fuerza idnica. Al medio de incubacion se afiadio 1 ml de tampon al pH
deseado en cada caso, utilizandose el tampon &cido acético-acetato sodico
0,>25 M con un>réngo‘de pH' e'ntr"e'3,75 y 5,50, tarhpén tﬁis-maléato 0,25 M
para pH comprendidos entre 6,0 y 8,5 y tampon citrato 0,01 M - .'fo;sfato'
0,02 M para pH entre 3,2y 7,0. Los resultados de actividad enzimatica, ~
representados en las figuras 6, 7 y 8 respectivamente, se expr‘esén como
porcentaje sobre el valor maximo de actividad obtenido en cada determina-
cion.

Con los tres sistemas tampon utilizados se observa un descen-
so acusado de la actividad a los pH extremos, tanto acidos como béasicos, y
una meseta en la zona comprendida entre pH 5,0 y 6,5, Con tampon acetato
la actividad aumenta hasta el valor de pH de 5,5 (figura 6), limite de utili-
zacion de este tampén, existiendo ademas un hombro alrededor de pH 4,5.
Con tampon tris-maleato (figura 7) la actividad maxima se alcanza a pH 6,25
Para el tampbn citrato - fosfato se obtiene el maximo de acti‘vidad entre los.
pH 5,5y 6,5, zona en la que la actividad es igual o superior al 95 % de - |
la maxima. Se observa también un hombro entre pH 4,5 vy 5,0, lo que indi-

ca la existencia de distintas amilasas en los extractos crudos (figura 8).

A pH 5,5 la actividad amilolitica es muy similar con los tres -

tampones utilizados, en presencia de C|_Ca 1 mM, produciéndose una activi

2 i ,
dad maxima con tampdn acetato y siendo 94 + 2 y 89 + 2 los valores relati
vos que se obtienen con tampon citrato-fosfato y tris-maleato, respectivamen

te.

La adicion de iones calcio al medio de incubacion no aumenta -
la actividad amilolitica de los extractos crudos, alin en el caso en que se

obtuvieron con tampon citrato-fosfato (figura 9), condiciones en que se pro
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Figura 6.- Actividad amilolitica relativa (porcentaje sobre el valor maximo)
a los distintos pH, con tampon acetato. La curva es el valor -

medio de cuatro repeticiones distintas.



Figura 7 .- Actividad amilolitica relativa (porcentaje sobre el valor maximo)
a los distintos pH, con tampén tris-maleato. La curva es el va-

lor medio de seis repeticiones distintas.
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100

Figura 8.- Actividad amilolitica relativa (porcentaje sobre el valor maximo)
a los distintos pH, con tampén citrato-fosfato. Para cada valor

de pH superior a 3,75 la curva representada es la media de dos repeticio

nes distintas.
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Figura 9.- Actividad amilolitica (porcentaje sobre el valor méaximo) en presen

cia de diversas concentraciones de Cl-Ca en el medio de incuba-

cion. Tampédn citrato-fosfato, pH 6,25.
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duce una notable activacion en los extractos de cotiledones de guisante -

Swain y Dekker, 1966%).

I1.+.1.1.- ESTIMACION INDEPENDIENTE DE LAS DISTIN-
TAS ACTIVIDADES AMILOLITICAS.-

Los extractos crudos se sometieron a la accion de inhibidores
especificos para separar las distintas actividades amiloliticas presentes.
Los experimentos se realizaron a dos pH, 4,5 y 6,25, para determinar qué
inhibidores actlian preferentemente a cada pH y comprobar asi si estas dos
zonas de pH corresponden a maximos de actividad de distintas amilasas co-

mo sucede en el guisante (Shain y Mayer, 1968).
A.- lnactivaciéon por cloruro merclrico.-

La inhibicion de la actividad beta-amilolitica se realizd utilizan
. -3 =1
do CI2Hg a distintas concentraciones entre 5 x 10 "y 5 x 10 mM. Los

pH a los que se realizaron los experimentos.se obtuvieron con el tampon -

acetato (pH 4,5) y citrato-fosfato y tris maleato (pH 6,25).

Los resultados no se ven influidos por las condiciones de pH
en las que se realiza la determinacion; en todos los casos se obtienen re
sultados similares para las distintas concentraciones de inhibidor. El cloru
ro mercirico produce la inactivacion progresiva de la amilasa del tejido fo
liar de naranjo (tabla 4), siendo muy pequefia a concentraciones bajas ( a
10_2 mM queda mds del 90 % de la actividad inicial) y aumentando con la -
concentracion hasta obtenerse una inactivacion de alrededor del 45 % con

cloruro merciirico 0,1 mM.

Puesto que no se han encontrado diferencias significativas en-
tre la inhibicion obtenida bajo las distintas condiciones de pH, se ha hecho

un ajuste por regresion con todos los datos de los distintos experimentos ,
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TABLA 4

MODELO. -

siendo A = pH y B = concentracion de inhibidor

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.-

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios F
pH 24,23 1 24,23
Concentracion .
de inhibidor 18477,29 7 2639,61 48,26
pH *
concentracién 548,43 7 78,35 1,43 ns
residual 2625,23 48 54,69

** significativo al 1 %
DIAGRAMA DEL TEST.-

0 0,005 0,01 0,02 0,03 0,05 0, 0,5

0,005
0,01
0,02
0,03
0,05
0,1
0,5
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obteniéndose la curva representada en la figura 10.

B.- lnactivacion térmica.-

Los experimentos de inactivacion térmica se llevaron a cabo ca
lentando los extractos crudos a 70 2C, a los dos pH mencionados, con y -
sin la adicién de calcio’ (Clz'Ca) '25 mM (concentracion final).

No se 'obtiene_ proteccion de la actividad por la presencia de -

jones calcio a ninguno de los dos pH ensayados (Tabla 5).

A pH 4,5 (figura 11-A) se produce una inactivacion casi total -
desde el primer minuto de tratamiento, que deja una actividad del 10 % del
testigo y que se mantiene constante alrededor de este valor hasta los 30 -

minutos de calentamiento.

A pH 6,25 el efecto del calor es mds gradual y menos acusado
(figura 11-B). EI descenéo de la actividad es menos importante que a pH’
4,5, en especial durante los primeros minutos de calentamiento, quedando
alrededor de un 50 % de la actividad después del primer minuto y mds de

.un 30 % a los 10 minutos de tratamiento

C.- lnactivacion por secuestro de ifones calcio. -

La inactivacion de la enzima alfa-amilasa se llevo a cabo utili-
zando EDTA a una concentracion final de 100 mM, que se ha demostrado -
mds efectiva en la inactivacion de extractos crudos de guisante (Sanz, 1978)
que las utilizadas por otros autores (Tabla 2) y preincubando la mezcla a
4 2C durante distintos tiempos, de 0 a 60 minutos. Los experimentos se rea

lizaron bajo las mismas condiciones de pH que con los demas inhibidores.

Existen diferencias entre los distintos experimentos en la inac-

tivacion obtenida durante los primeros minutos de preincubacion. Sin embar



72

e
o>
g
L]
60 -
(o]
(o]
y =98,506 521,390 x * 783,0 26 x2
' 1'm Yi--t =~ —r1 [ ]
0 001 00? 003 0,05 0.1 0,5
(Cl2Hgl (mM)
Figura 10.— Inactivacién de extractos crudos por distintas concentraciones de

La actividad se representa como porcentaje sobre el va-

lor del extracto sin inhibidor. La curva es el valor medio de ocho repeticio

nes distintas.
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100 pK 4,5
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pH 6,25

TIEMPO (min.)

Figura 11.- Inactivaciéon térmica a 70 2C de los extractos crudos a pH
4,5 (A) y a pH 6,25 (B). La actividad se presenta como -
porcentaje sobre el valor del extracto sin calentar. Las curvas sen el

valor medio de dos repeticiones distintas.
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LA__BKk_A__i_
MODELO. * _  +a. +B,+C +(a*B).. +(A#C) + (B*C)., + (A*B*C)
ijk =/ i k i ik ik ijk

siendo A = tiempo de calentamiento; B = presencia de calcio y C = pH

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.-

Fuente Sufria de cuadrados grados libertad Cuadrados medios F
Tiempo 12438,91 6 2073,15 291,53**
Calcio 15,93 1 15,93 2,24 ns
pH 1816,73 1 1816,73 255,47**
Tiempo#calcjo 267,03 6 44,50 6,26*
Tiempo*pH 410,57 6 68,43 9,62*.*
Calcjo#pH 13,25 1 13,25 1,86 ns
Residual 42,67 6 7,11

*

significativo al 5 % ; ** significativo al 1 %

DIAGRAMAS DE LOS TESTS SECUENCIALES.-

pH 4,5 pH 6,25
0 1 3 5 10 20 30 0 1 3 5 10 20 30
0 0
1 1
3 3
5 5
10 10
20 20

30 30
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go, las inactivaciones finales son similares en todos los casos, estando en
~
general alrededor del 40 %, independientemente del pH al que se preincuba

la mezcla (figura 12).
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100
60.
Tiempo de preincubacién (min.)
100
pH 6.25
60-
Tiempo de preincubacion (min.)
Figura 12.- Inactivacion de los extractos crudos por EDTA, a pH 4,5

(A) y a pH 6,25 (B). La actividad se presenta como por-
centaje sobre el valor del extracto sin inhibir. Cada una de las repe-

ticiones realizadas se representa por separado.



I11.+4.2.- EXTRACTOS SEMIPURIFICADOS POR CROMA-
TOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR.-

I11.1.2.1.- SEPARACION DE LAS ENZIMAS.-

'La separacion de un extracto crudo de proteinas en una colum-
na de Sephadex G-100 de 31 x 2,5 cm, con un flujo de eluyente de 1,6 mi/
min permitid separar la actividad amilolitica de la fraccion mayor de protei
nas del extracto. Solamente se encontrd actividad enzimatica en las fraccio
nes entre 74 y 133 ml dé volumen de elucién, con un méximo para 92 ml y
un hombro alrededor de 84 ml (correspondiente a los volimenes relativos -
de elucion, Vg/Vo, de 1,62 y 2,00), lo que sugiere una multiplicidad de -

enzimas (figura 13).

Alargando la columna hasta una .longitud de 65 cm y reducieﬁdo
el flujo hasta un valor de 0,5 mi/min se optimizd la resolucion, separando-
se dos picos claramente entre los volimenes: de elucion de 155 a 200 ml o
Ve/Vo=1,66) el primero y de 200 a 270 ml el segundo (Ve/V4=2,05), y que
denominaremos como Fraccidon enzimatica 1 y Fraccidon enzimatica 2 segin
el orden en que son eluidas. Lé proporcion relativa de ambas fracciones -
fue variable para cada cromatografia, aunque de forma general puede decir
se que cada .una representa alrededor del 50 % de la actividad total recupe

rada tras el proceso de purificacion, con el método de estimacion utilizado.

La separécién de las dos fracciones enzimaticas sin embargo -
no fue total, ya queA no existen entre ellas fracciones cromatograficas sin
actividad (figura 14), y no pudo mejorarse variando las condiciones de la -
cromatografia. En los experimentos subsiguientes de caracterizacion de es-
tas fracciones enziméaticas se eligieron por tanto las fracciones cromatogra
ficas extremas de cada una de las zonas para evitar la presencia de los -

dos tipos de enzimas.
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0.0

100 200
VOLUMEN 06 ELUCION (mllI

Figura 13.- Absorbancia a 280 nm (o) y actividad amilolitica (AD.O.620) (*)
que presenta el eluato de la columna de 31 x 2,5 cm. Volumen de
las fracciones, 7,4 mi; flujo, 1,6 ml/min.; eluyente, tampdén acetato 0,1 M a

pH 5,0, con CI*Ca 1 mM.
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A0.0.,

toa 200 300 500
VOLUMEN CE ELUCION (mi)

Figura 14.- Absorbancia a 280 nm (o) y actividad amilolitica (AD.O. ) ()
que presenta el eluato de la columna de 65 x 2,5 cm. Volumen de
las fracciones, 6,9 mi; flujo, 0,575 mlI/min.; eluyente, tampdn acetato 0,1 M

a pH 5,0, con CI*Ca 1 mM.
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La disminucion del volumen de cada fraccion cromatografica si
permitio poner de manifiesto la falta de homogeneidad de la fraccion enzi-
matica 2, apareciendo hasta 5 subpicos, pero no la de la fraccion enzima-

tica 1 en la que sigue observandose un solo pico (figura 15).

111.1.2.2.- CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES EN-
ZIMATICAS.-

Del mismo modo que con el extr‘ac\to crudo, se realizaron es-
tudios del comportamiento frente a distintos inhibidores de las dos fraccio-
nes enzimaticas, con la finalidad de caracterizar su actividad como pertene
ciente a alfa- o a beta-amilasa. Se llevo a cabo ademas un estudio de su
pH optimo, realizidndose la extraccion de las enzimas con agua destilada, -
que se utilizdo también como eluyente. Las cr‘omatograf:’as se realizaron en
una columna de 65 cm de altura y el flujo fue de 0,5 mi/min. Para la éon-
secucion de los pH deseados se utilizaron los tres sistemas tampon mencio

nados en la seccion 111.1.1.

A.- Fraccidn enziméatica 1.-

En la curva de pH obtenida para la fraccion enzimatica 1 (figu-
ra 16) se observa que en un rango muy amplio de valores de pH no influye
éste en la actividad, no encontrandose diferencias significativas (Tabla 6)
entre la actividad obtenida de pH 4,0 a pH 6,5. Se observa también que -
esta fraccion enzimatica no es muy afectada por los pH bajos, recuperando

se mds del 70 % de la actividad maxima a pH 3,0. Para todo el rango de

—_—

pH estudiado no se encilentran diferencias entre los distintos tampones para
el mismo pH, con la Unica excepcion del pH 5,5 entre los tampones citrato-

fosfato y tris-maleato.
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Figura 15.- Absorbancia a 280 nm (trazo grueso) y actividad amilolitica (A D.

0'620) (¢) que presenta el eluato de la columna de 65 x 2,5 cm.
Volumen de las fracciones , 4,4 mi. Elucién con tampén acetato 0,1 Ma pH 5,0
con CI*Ca 1 mM, a un flujo de 0,46 ml/mijn. Los volumenes relativos de elu-

cibn son mayores que en los otros casos debido a un distinto empaquetamien-

to de la columna.



20

pH

Figura 16.- Curva de pH de la fraccion enzimatica 1. La curva representa
la media de tres repeticiones distintas con cada Lampdén. Se -

utilizaron los tampones acetato, citrato-fosfato y tris-maleato.
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T ABL A 6

MODELO. -
i T AN T Ry

siendo A = condiciones de la determinacion (pH y tampon).

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.-

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios F
Condiciones 5114,09 21 . 243,53 9,02™*
Residual 1188, 39 44 27,01

** gignificativo al 1 %

DIAGRAMA DEL TEST.-

Acetato Citrato-fosfato Tris-maleato

33,544,555,5 33,544,555,566,577,5 5,566,577,58

3 00000 0000110000 00O0O0GOO
‘ 3,5 0000 0001111000 010001
Ace 4 000 0000010000 0O0O0O0OQ 1
tato 4,5 00 0000110000 0000 O 1
5 0 1000000000 0O0O0GOOQ 1
5,5 1000000000 0O0O0O 11
3 011111100 010001
3,5 00010000 0O0O0GO0O0 1
. 4 : 000000 00O0COO 1
Citr. 4 5 000001 000011
- 5 00001 000011
Fosf. 5 5 0011 101111
6 001 000011
6,5 01 000011
7 0O 001001
7,5 — 00000 1
5,5 00001
Tris 6 0011
_ 6,5 00 1
mal. 7 01
7,5 1

8
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Las fracciones cromatograficas elegidas se sometieron a trata-
miento con los dos inhibidores especificos utilizados con los extractos cru

dos: EDTA y Cl_Hg, a concentraciones finales de 100 mM y 2 x.IO-z mM,

2
respectivamente. Ambos agentes se dejaron en contacto con el extracto du-
rante media hora antes de proceder al analisis de la actividad.

La fraccidn enzimatica 1 es drasticamente inhibida pob el 'Cl'zl-'lg.
quedando menos de un 10 % de la actividad ofiginal, mientras que el EDTA
la afecta muy poco (Tabla 7), recuperandose el 90 % de la actividad inicial.

La preincubacion del extracto enzimatico durante toda la noche con los in-

hibidores no varia los resultados.

TABLA 7

Preincubacion, 30 min. Preincubacion, toda. la noche .

EDTA 100 mM 90 + 4* 96,1

ClHg 2 x 10 2mM 9+ 3 6,3

* los datos de esta columna son la media de cinco repeticiones distintas.

La cromatografia de beta~amilasa de cebada comercial (E.C. 3.
2.1.2.; Merck, n? de catalogo 1327) en la misma columna y bajo laé mismas
condiciones que las realizadas para los extractos de tejido foliar de naran-
jo (figura 14) permitid comparar los volimenes de retencidon respectivos. En
la figura 17 estan representados los valores de absorbancia a 280 nm del
eluato de la cromatografia de la beta—amilasa de cebada; en ella aparecen
varios maximos de absorcidon. De cada uno de ellos se analizd la actividad
enzimatica de la fraccion crométogr‘éfica que-presenta mayor absorcion a
280 nm, obteniéndose actividad amilolitica Gnicamente en el primer pico, y
siendo los restantes debidos a proteinas contaminantes o bien a productos

de degradacidon. Como puede observarse, la beta-amilasa de cebada tiene un



0.0. 539
0,10
0.05
(o) 100

Figura 17.- Absorbancia a 280 nm del

lasa de cebada.

sefala con un circulo.

Columna y condiciones

B-AMILASA DE CEBADA

V«lu*«n «lucian
da la fraccién cnziaafica 1

200

1.8 25
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300
VOLUMEN OE ELUCION (ai)

15

vV, Ivo

eluato de la cromatografia de beta-arm
La fraccion que presenta actividad amilolitica se

iguales a las de la figura 14.
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MODELO.-
X5 5 M AT B

siendo . A = condiciones de la determinacion (pH y tampdn).
TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.-

Fuente Suma de cuadrados Grados |libertad Cuadrados medios F

*

Condiciones 13839,10 21 659,00 12,40
Residual 1169,47 ' 22 53,16

** significativo al 1 %
DIAGRAMA DEL TEST.-

Acetato Citrato-fosfato Tris-maleato
33,544,555,533,544,555,566,577,55,566,577,58
3 0111100111111 11 111111
3,5 171110017111 1111 111111
Ace- 4 0000000101000 0O0OOT OO
e 415 00 0000000000 0O0OO0OGOUOO
5 00000000000 0O0O0OOGOO
5,5 000000CO00O0O 0O0O0O0O00O
3 o1 1111111 111111
3,5 11T 111111 11111
) 4 0101000 0O0O0OO0O0O
Citre 4 5 000000 0O0O0O0OO
N 5 00001 0O0O0O0T1 1
Fost. 5.5 0000 000000
6 001 00O0O0T1 1
6,5 00 00O0O0OO
7 0 00O0O0O0O
7,5 000O0O00O
5,5 L 000000
Tris 6 B 0 000
- 6,5 0 00
mal . 7 00
7,5 0

8
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volumen de retencion de 175 ml, volumen que se encuentra centrado entre
los margenes obtenidos para la fraccion enzimatica 1 de los extractos de

naranjo y que se indican en la figura.

B.- Fraccion enzimatica 2.-

El rango de pH en el q'ue' la actividad de la 'fr"ac'ci'.on: enzimati-
ca 2 no se ve influida por éste es igual de amplio que para la fraccion en-
zimatica 1, aunque se encuentra desplazado media unidad hacia la region -
mds alcalina (4,5 - 7,0) (Figura 18). La principal diferencia con la fraccion
enzimatica 1 se encuentra en su comportamiento frente a los pH mds acidos
ensayados puesto que la actividad de la fraccion 2 estad fuertemente influida
por los pH 3 y 3,5. A pH 3,0 la actividad es' inferior al 20 % del maximo,
y a pH 3,5 es inferior al 25 %. Por el contrario, las dos fracciones enzi-
maticas no presentan diferencias de actividad entre si a los pH b.ésicos. Al
igual que en la fraccion enzimatica 1, no se encuentran diferencias entre -

los distintos tampones a los mismos pH (Tabla 8).

La actividad de esta fraccion enzimatica estd fuertemente influf
da por el EDTA 100 mM, aunque el porcentaje de inhibicion es variable se
gun los experimentos. Existe también un clarc efecto del Cleg sobre su -
actividad que produce una inactivacion parcial de alrededor del 50 % en las
condiciones de experimentacion. Cuando la preincubacion se alargo toda la

noche, la actividad en presencia de Cl_Hg disminuyd drasticamente, quedan

2
do menos de un 10 % de la actividad original.(Tabla 9).
TABLA 9

Preincubacion, 30 min. Preincubacion, toda la noche

EDTA 100 mM . 23 + 8% 15,5

ClHg 2 x 10™mM 47+ 4 | 6,0

* los datos de esta columna son la media de cinco repeticiones distintas.



Figura 18.- Curva de pH de la fraccion enzimatica 2. La curva representa
la media de dos repeticiones distintas con cada tampon. Se -

utilizaron los tampones acetato, citrato-fosfato y tris-maleato.
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En la cromat_ognaffa de alfa-amilasa de Bacillus subtilis (E.C. -

3;2.1 .1.; Merck n2 de catalogo 1329) en las mismas condiciones que las -
demas cromatografias realizadas (figura 19) aparecen dos picos de protei-
nas, detectandose actividad amilolitica Unicamente en el primero. El volu-
men de retencion de esta proteina es de 205 ml, lo que indica un ligero -
desplazamiento respecto a la fraccion enzimatica 2 de los extr‘actos.de' na-
ranjo. Hay que sefalar a este respecto, que segin Fischer et al. (1960),
la alfa~amilasa de B. subtilis tiene un peso molecular de 100.000 daitons,
valor superior a los pesos moleculares de las alfa-amilasas de otros orige

nes, que oscilan entre 45.000 y 60.000 daltons.
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ot - AMI LASA DE BAC1LLUS SUBTILIS

0.0.2|0
010
Volumen O0» «lucion
6* la fraccion «nziaafica 2
0 100 200 300

VOLUMEN CE ELUCION (al)

1 1.5 2 2.8 3
Vi# |V a

Figura 19.- Absorbancia a 280 nm del eluato de la cromatografia de alfeamj_
lasa de Bacillus subtilis . La fraccién que presenta actividad am]
lolitica se sefiala con un circulo. Columna y condiciones iguales a las de la

figura 14.
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111.1.3.- ENZIMAS SEPARADAS POR ELECTROFORESIS
EN GELES DE POLIACRILAMIDA.-

[11.1.3.1.- SEPARACION DE LAS ENZIMAS.-

La electroforesis en geles de poliacrilamida permitido la separa
.ci<")n‘a‘pavr't.ir'. dé éxfrécfos crudos de dos zonas de actividad enzimatica. Los
limites de estas dos zonas de actividad estan bien definidos, llegando a pro
ducirse una separacion en bandas que en ocasiones no es completa, lo que

impide realizar el estudio de las caracteristicas de cada banda.

La incorporacion del sustrato de la reaccidon enzimatica a los
3 s L4 . . rd

geles previamente a la separacion electroforética mejoro notablemente la. re
solucion obtenida, reduciendo la movilidad relativa de las enzimas, mejoran.
do la nitidez de las bandas y permitiendo la deteccion de bandas adicionales
en algunos extractos. Los resultados obtenidos son mejores cuando se incor
pora amilopectina azure a una concentracion final de 0,25 % que con almi-
don soluble, por lo que la mayor parte del trabajo se realizd en aquéllas

condiciones.

El nimero total de bandas separadas es de 13, que se numeran
en el texto correlativamente segin su movilidad relativa y siendo la ntmero
1 la mé&s cercana al origen. Su deteccion depende criticamente de la canti-
dad de extracto introducido en el gel asi como de su actividad especifica y
las condiciones de incubacion. Debido a las diferencias notables de activi-
dad, la demostracion simultanea de todas ellas no es posible ya que las con
diciones adecuadas para las m&s intensas no permiten la visualizacion de -
las menos activas, que exigen tiempos de incubacion con el suétrato muy su
periores y provocan la difusion excesiva de las anteriores (figura 20). Seis

de estas bandas, de gran intensidad, se encuentran invariablemente en to-
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Figura 20.- Electroforegramas de extractos crudos de hojas adultas en gel

de poliacrilamida con amilopectina azure 0,25 % como sustrato

incorporado al gel. Extractos enzimaticos obtenidos con tampén acetato 0,1

M, pH 5,0, con Cl Ca 1 mM. Geles incubados durante 2 horas en tampén -

de extracciéon, a 30 2C. A .- Actividad del extracto: 0,053 ud. / cm2 X min.

B .- Actividad del extracto: 0,022 ud. / cm2 X min.
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dos los extractos (nimeros 1, 2-3, 5, 12 y 13). Junto a éstas hay otras ban
das ‘menos intensas pero que también se encuentran en todos los electrofore -
gramas (nimeros 4, 10 y 11). Las bandas 6, 7, 8 y 9 sdlo se detectan oca -

sionalmente.

Segln su movilidad electroforética se distinguen dos grupos de
'bandas. Las de menor movilidad son 8, de las cuales hay tres principales:
a) la nimero 1, que se presenta siempre con ondulaciones tipicas; b) en se
gundo lugar apar‘ecen‘ siempre dos bandas muy proximas (nﬁméros 2y 3,
que en ocasiones resulta dificil delimitar entre si, y ¢) la nimero 5, que
es la banda mas ancha. Ademas de éstas se encuentran cuatro bandas més
en esta zona del gel: en primer lugar la banda nimero 4 que se encuentra
en practicamente todas las electroforesis y se trata de una banda difusa -
con limites menos claros que las mencionadas anteriormente. Lo mismo pue-
de decirse de la banda nlimero 6 salvo que ésta no se encuentra siempre.
Respecto a las dos restantes (nimeros 7 y 8), se trata de bandas muy es-
trechas que se han detectado (nicamente en electroforesis en geles con

amilopectina, principalmente en extractos de hojas jovenes.

El grupo de bandas de mayor movilidad esta formado por cinco,
observandose dos principales (nlmeros 12 y 13), dos de menor actividad -
fimeros 10 y 11) y una Gltima banda (nimero 9) de actividad mucho rﬁenor‘
y que, a diferencia de las otras cuatro, no se detecta en todas las electro
foresis. Tantc estas cinco bandas como las nimeros 7 y 8 degradan la ami
lopectina azure dejando un color residual en el gel, a diferencia de las -
otras seis bandas, gque degradan el sustrato totalmente, por lo que apare-

cen bandas blancas sin color residual.

En la tabla 10 se presentan los rf medidos asi como los erro
res estandar correspondientes, en buena parte debidos a diferencias en ac

tividad. Si bien el modelo de separacion no cambia, la menor actividad del
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extracto produce una ligera variacion en la localizacion de las bandas, obte-
niendose rf mayores para los extractos de mayor actividad. Los rf calculadgs
para‘ele¢troforesis ton almidon como sustrato son mayores que los correspon-
dientes a amilopectina; la equivalencia de las bandas en los dos sustratos se
obtiene facilmente por comparacion de los distintos electroforegramas.

La precipitacion fraccionada de los extractos con sulfato amonico
no permite separar las distintas bandas o grupos de bandas en fracciones de
terminadas, si: bien se observa una intensificacidén de las bandas de menor -
movilidad en la fraccion proteica que precipita entre el 25 y el 45 % de sa-

turacion y de las de mayor movilidad con las que precipitan del 45 al 60 %

(figuras 21 y 22).

111.1.3.2+- CARACTERIZACION DE LAS BANDAS DE ACTIVI
DAD AMILOLITICA.-

A.- lnactivacion por inhibidores selectivos.-

La caracterizacion de la actividad de las distintas bandas se lle
.v6 a cabo, al igual que con los extractos crudos y las fracciones cromato-
graficas, por medio de inactivaciones especificas con las mismas concentra-
ciones de inactivador, aunque la pr‘eincubacién'se prolongd toda la noche. EI
estudio se realizd con extractos proteicos fraccionados con el fin de aumen=
tar la actividad especifica. La fraccion pr;ecipitada entre 25 y 45 % de satu
racion se utilizd para la caracterizacion de las bandas de menor movilidad

y la que precipita entre 45 y 60 % para las de mayor movilidad.

La preincubacion de los extractos con EDTA 100 mM dio como
resultado la desaparicion de las bandas numeradas del 2 al 6, produciéndose
una disminucidon muy importante de la banda nimero 1 de la que sdélo queda

un rastro tenue (figuras 23, 24 y 25, geles con almidon y figuras 26, 27 y
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28, geles con amilopectina). Las bandas 10 a 13 no se ven afectadas por es

te tratamiento, permaneciendo inalteradas.

-2
El tratamiento de los extractos con Cl_Hg 2 x 10 = mM produce

2
la desaparicion de las bandas 10 a 13, provocando ademas una disminucion
de la intensidad de las seis primeras.

Por Gltimo, el calentamiento de los extractos durante 15 minu-

tos a 70'2C en presencia de Cl_Ca 19 mM y a pH 7,4 (tampon tris-CIH' 0,025

2
M) produce la disminucidon de la actividad de las bandas 1 a 6 mientras que
desaparecen totalmente las restantes, con excepcidon de la nimero 12 que -
mantiene una pequefia actividad que se ve practicamente eliminada cuando el

extracto calentado se dializa toda la noche frente a tampon tris-ClH 0,0125

M a pH 7,4 (figura 29).

B.- Electroforesis de las fracciones cromatogra

ficas.-

En las electroforesis de la fraccidon enzimatica 1 de la cromato-
grafia se observa la aparicidn de las bandas de mayor movilidad y en ocasio
nes se detecta un resto de las bandas nimeros 1 y 2-3, debido a la existen

cia de solapamientos entre los dos picos cromatograficos.(figuras 30 y 31).

Las inactivaciones especificas de la actividad amilolitica de las
bandas correspbndientes a esta fraccion enzimatica ponen de manifiesto en la
electroforesis con almidon en el gel que el comportamiento de las mismas es
identico al encontrado en las electroforesis de extractos crudos, no siendo
afectadas por el EDTA mientras que son totalmente inhibidas por el Cleg -

(figura 32).

En las electroforesis de la fraccion enzimatica 2 se observan

también los dos grupos de bandas, aunque se visualizan preferentemente las
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de menor movilidad (figuras 30 y 31). Estas bandas desaparecen de forma -

~

casi total con EDTA, quedando un resto de la nimero 1 y siendo afectadas

en menor medida por el CI

2Hg (figura 33)..

TABLA 10

rf de las bandas de actividad amilolitica en electroforegramas con amilopec-

tina o con almidon incorporado al gel como sustrato.

Banda Amilopectina Almidon
1 0,078 + 0,003 0,130 + 0,013
2-3 0,125 + 0,002 0,170 & 0,013
4 0,159 + 0,003 0,179 + 0,008
5 0,206 + 0,004 0,230 + 0,013
6 0,240 + 0,009 |
7 0,300 + 0,013
8 0,33 + 0,03
9 0,44 + 0,04
10 0,500 + 0,008 0,55 + 0,02
¥ 0,530 + 0,008 0,59 + 0,02
12 0,570 + 0,008 0,630 + 0,004
13 0,610 + 0,010 0,67 + 0,02
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Figura 21.- Electroforegramas y densitogramas de las fracciones proteicas
que precipitan entre el 25y 45 % y entre 45 y 60 % de satura
cion con sulfato amonico. Gel con almidén soluble 0,5 % incorporado al gel

como sustrato.
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Figura 22.- Electroforegramas y densitogramas de las fracciones proteicas
que precipitan entre 25 y 45 % y entre 45y 60 % de satura-
cicn con sulfato amdnico. Gel con amilopectina azure 0,25 % incorporado

como sustrato.
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Figura 23.- Electroforegramas y densitogramas de las fracciones proteicas
que precipitan entre 25y 45 % y entre 45 y 60 % de satura-"-

cion con sulfato amonico. Gel con almidon soluble 0,5 % como sustrato.
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Figura 24.- Electroforegramas y densitogramas de la fraccion 25-45%, inac-=

Hg 2 x 1072 mM. Gel con al-

tivada con EDTA 100 mM y con CI2

midon soluble 0,5 % como sustrato.
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Figura 25.- Electroforegramas y densitogramas de la fraccion 45-60 %, inac

tivada con EDTA 100 mM y con Cl Hg 2 x 10—2 mM. Gel con al-

2

midon soluble 0,5 % como sustrato.
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Figura 26.- Electroforegramas y densitogramas de las fracciones proteicas
que precipitan entre 25 y 45 % y entre 45 y 60 % de satura-

cion con sulfato amodnico. Gel con amilopectina azure 0,25 % como sustrato.
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Figura 27.- Electroforegramas y densitogramas de la fraccion 25-45 %, inac

tivada con EDTA 100 mM y con Cl_Hg 2 x 10-2 mM. Gel con ami

2

lopectina azure 0,25 % como sustrato.
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Figura 28.- Electroforegramas y densitogramas de la fraccion 45-60 %, inac

tivada con EDTA 100 mM y con Cl_Hg 2 x 10—2 mM. Gel con ami

2
lopectina azure 0,25 % como sustrato.
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Figura 29.- Electroforegramas y densitogramas de un extracto proteico pre-
cipitado al 100 % de saturacion con sulfato amonico. Gel con -
amilopectina azure 0,25 % como sustrato.
A.- Extracto crudo.
B.- Extracto calentado a 70 2C durante 15 minutos.

C.- Extracto calentado y dializado frente a tampdn tris-Cl.
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Figura 30.- Electroforegramas y densitogramas de las fracciones enzimaticas
4 - -
separadas por cromatografia, en gel con amilopectina azure 0,25

% como sustrato.
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Figura 31.- Electroforegramas y densitogramas de las fracciones enzimaticas
separadas por cromatografia, en gel con almidon soluble 0,5 %

como sustrato.
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Figura 32.- Electroforegramas y densitogramas de la fraccion enzimatica 1,

inactivada con EDTA 100 mM vy con Cl_Hg 2 x 10—2 mM. Gel con

2
almidén soluble 0,5 % como sustrato.
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Figura 33.- Electroforegramas y densitogramas de la fraccidn enzimatica 2,

inactivada con EDTA 100 mM y Cl_Hg 2 x 10_2 mM. Gel con al

2

midon soluble 0,5 % como sustrato.
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111.1.3.3.- AMILOFOSFORILASAS.-

La posibilidad de que parte de la actividad detectada pudiera sei
debida a amilofosforilasas se comprobd estudiando su presencia en los geles
mediante la reaccidén de sintesis de élrhidén, ‘mucho més sensible y especifi-
ca para detectar su presencia gue la hidrolisis. Se incorpord en este caso
glucogeno al gel como iniciador de la sintesis; la presencia de actividad hi-
drolitica en estos geles se detectd afadiendo almiddon soluble al medio de ig.
cubacion (materiales y métodos) ya que el color del glucbgeno con el fodo es
muy tenue e insuficiente para caracterizar la actividad enziméatica degradati-

va. -

Los r'esulta.dos de un experimento tipico se presentan en la figu
ra 34. No se encuentran diferencias en los zimogramas obtenidos mediante -
incubacidn en tampon fosfato y en tampon acetato cuando se estudia la hidro-
lisis del almidon soluble, lo que excluye la posibilidad de que alguna de las
bandas estudiadas fuera debida exclusivamente a una amilofosforilasa. La pg
sibiiidad de que la actividad resistente al EDTA asociada a la banda 1 fuera
una amilofosforilasa es incompatible no sdlo con el "hecho de que no requiere
fosfato inorganico (aparece en tampdn acetato) sino también con la ausencia
de actividad sintética a ese rf. Sdlo se encuentra actividad de sintesis de
almidon a un rf similar al de la banda nimero 4, pero su actividad hidroliti
ca es inapreciable como se demuestra cuando se inhibe la actividad amiloliti

ca por accion del EDTA.

La baja actividad obtenida para las amilofosforilasas es debida a.
las condiciones de determinacion en este estudio y no refleja el contenido -
real de esta enzima en las hojas. Una actividad sustancialmente superior se
obtiene cuando la extraccidon se realiza a pH mas .alcalinés 6,5y 7,00 y -
cuando la incubacion se realiza a pH 6,0, frente al pH 5,0 normalmente uti

lizado en el estudio de las amilasas (figura 35).
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En conjunto, se ha puesto de manifiesto la existencia de tres
formas dist}ntas de la enzima amilofosforilasa. Una de ellas queda retenida
en el limite del ge! de concentracion, sin desplazarse de modo detectable -
dentro del gel de resolucion en el que estd incorporado el glucdgeno. Las
otras dos tienen una moviiidad Eelativa similar y aparecen como dos bandas
" bastante proximas que pueden separarse parcialmente mediante un fracciona-
miento con sulfato amonico; en la fraccion que precipita entre 25 y 45 % de
saturacion solo se detecta la banda de menor movilidad, mientras que parte
de la actividad correspondiente a esta enzima y toda la actividad de la iso—q '
enzima de mayor movilidad se recupera en la fraccion que precipita entre 0
y 25 % de saturacion,(figura 35). En algunos casos las doé bandas que pe-
netran en el gel de resolucion no son distinguibles, sin que se haya hecho
un estudio critico de la ausencia de alguna de ellas o si es un artefacto de
bido a la utilizacion de condiciones poco favorables para su separacion. El
tratamiento de los extractos con detergente (Tween 80) reduce la actividad
retenida en la interfase entre las dos capas del gel y parece aumentar la

presente en las bandas de mayor movilidad (figura 36).
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Figura 34.- Electroforegramas de extractos crudos obtenidos con tampén ace
tato 0,1 M, pH‘ 5,0, con CIl Ca 1 mM. Para ia reaccion de de-
gradacion los geles se incubaron durante 2 horas a 30 2C en presencia de al-
midén soluble 0,5 % como sustrato, en tampén de extraccion (A), tampoén fosfato
0,07 M, pH 7,0 (B) y tampén fosfato 0,07 M, pH 7,0, con EDTA 100 mM (C). Pa
ra la reacciéon de sintesis (D) la incubacién se realizé durante 5 horas a 30 9C
en tampon citrato 0,1 M, pH 5,1 , en presencia de glucosa-1-fosfato 0,7 %. Gel

con glucégeno 0,2 % incorporado como iniciador de la sintesis.
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CL

Figura 35.- Electroforegramas de extractos fraccionados con sulfato amoénico
entre el 0y el 25 % (A) y el 25 y el 45 % de saturacién (B), -
obtenidos con tampoéon acetato 0,1 M a pH 5,0 y tampoén citrato 0,1 M a pH -
6,5. Incubaciéon durante 5 horas a 30 gC en tampoén citrato 0,1 M a pH 5,1
y a pH 6,0, en presencia de glucosa-1-fosfato 0,7 %. Gel con glucégeno 0,2

% incorporado como iniciador de la sintesis.
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Figura 36.- Electroforegramas de extractos obtenidos con tampoén citrato 0,1

M a pH 6,5 (A) y con el mismo tampén mas Tween 80 ai 1 % (B).
Incubaciéon durante 5 horas a 30 2C en tampoén citrato 0,1 M a pH 6,0, en -
presencia de glucosa-1-fosfato 0,7 %. Gel con glucégeno 0,2 % incorporado

como iniciador de la sintesis.
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I11.2.- VARIACIONES DURANTE EL DESARROLLO.- _

I11.2.1.- VARIACION ESTACIONAL DEL CONTENIDO EN
CARBOHIDRATOS. -

Las muestras tomadas p‘ar'a el estudio de la variacién éstéciohal'
del contenido en carbohidratos presentaron oscilaciones rhuy amplias tanto en
el peso fresco como en el peso seco (fiéura. 37), que no se corresponden con
cambios reales en las hojas sino que son originadas por el error del mues-
treo. Las variaciones en el peso se corresponden fielmente con el tamafio de
las hojas tomadas en cada caso (figura 38) y, al menos para las hojas adul-
tas, resulta evidente que no representan una situacion real ya que completa-
ron su expansion mucho antes de que se iniciaran las determinaciones. Algln
aumento en.superficie tuvo lugar indudablemente en las hojas jovenes durante
las primeras semanas de muestreo -principios de Abril a mediados de Junio-
pero las variaciones en superficie debidas al crecimiento no son separables
de los errores de muestreo con los datos de este estudio, si bien estos erro
res fueron en este caso mucho menores durante los muestreos iniciales (sema
nas 15 a 25) que posteriormente, debido a que al comienzo se muestrearon -
las hojas mas grandes de la brotacion.mientras que mas adelante los muestre

os se realizaron al azar.

Los resultados analiticos se expresan como contenido por unidad
de superficie de la hoja, procedimiento que compensa las diferencias provoca
das por el distinto tamafio de las hojas (Monselise et al., 1953; Monselise ,
1980) y que se ha mostrado mas sensible para detectar variaciones en el ;:og
tenido en elementos minerales de las hojas que el contenido por hoja (Guar-
diola y Gonzalez, 1982). En el caso de las hojas adultas, ambos sistemas de
expresion de resultados son proporcionales; la razon de proporcionalidad, la

superficie de la hoja, es ademas constante durante todc el periodo experimen
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Figura 37.- Variacion del peso fresco (A) y del peso seco (B) por hoja a lo

largo del afo. Muestras de la parcela de Almenara.
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Figura 38.- Variacion de la superficie por hoja a lo largo del ano. Muestras

de la parcela de Almenara.
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tal. No ocurre lo mismo en las hojas jovenes durante la fase de crecimiento,
na pudiendo: evaluarse cuantitativamente la influencia del mismo en la acumula-

cion de metabolitos con los datos de este estudio.

Los cambios en el peso de las hojas por unidad de superficie a
lo largo del afio se rerpr;,es‘enta-n en la figura 39. El peso seco de las hojas
‘viejas se mantuvo razonablemente constante, siendo la méaxima desviacion res
pecto al valor medio de todos los muestreos inferior al 10 % del peso de la
hoja. En las hojas jovenes, el peso seco aumenta durante los primeros mues-
treos; como coincide con el aumento en superficie de la hoja esta acumula du
rante estas semanas iniciales una cantidad importante de metabolitos. Hay una
detencidon en el aumento en el peso alrededor de la semana 25, para proseguir
a continuacion, aunquve a un ritmo mis lento, hasta el final del periodo expe-

rimental pero sin llegar a igualar el peso de las hojas adultas.

Las variaciones en el peso fresco siguen una pauta ;im-ila-r',”éim—
b_ien la variabilidad es mayor, a lo que coniribuye indudablemente la influen-
cia del estado hidrico de la planta en el momento del muestreo y las pér'didaé
de agua durante el transporte al laboratorio. El maximo peso fresco de las

hojas jovenes se alcanza la semana 21, antes que el maximo peso seco y es
del mismo orden que el encontrado en las hojas adultas. Consecuencia de ello
es el menor porcentaje en peso seco de las hojas jovenes durante todo el pe-
riodo experimental (figura 40), con una pauta de variacion similar a la Seﬁalg

da para el peso seco, si bien las diferencias son relativamente mayores.
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Figura 39.- Variacion del peso fresco (A) y del peso seco (B) por unidad de

superficie a lo largo del aio. Muestras de la parcela de Almena

ra.
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Figura 40.- Variacion del porcentaje en peso seco a lo largo del afno. Mues-

tras de la parcela de Almenara.
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111.2.1.1.— ALMIDON.-

El contenido en almidon de las hojas adultas varia de modo carac
teristico durante el periodo considerado, si bien la magnitud absoluta de este
contenido asi como la iniciacién de los cambids varia tanto. con el afio com§
con ‘la parcela (figura. 41). En las hojas adultas se observan tres fases bien
diferenciadas. Una inicial, de acumulacion, durante el comienzo de la prima-
vera con contenidos maximos en las semanas 10 a 15 y que no presentan un
perfil regular posiblemente debido a.las oscilaciones climaticas en esta’época del
afio. Sigue a continuacion una fase de desaparicion rapida del almidén en la
que se pierde alrededor del 50 % del contenido maximo en las hojas de 1980
en un plazo de unas diez semanas y mas de un 75 % en 1981 y 1982, mante-=
niéndose los valores a partir de ese momento hasta que se interrumpieron los
- muestreos. El contenido final no guarda una relacion evidente con el conteni-
do mé){imo y asi, es inferior en 1981 (0,38 mg/cmz) que en 1980 (0,60 mg/
cmz) a pesar de que el contenido maximo es notablemente mayor en 1981 (2,38

mg/cm2 frente a 1,30 mg/cmz).

La pauta de variacion cambia con la parcela estudiada pero la in
fluencia del afio parece ser de mayor importancia. Aunque I.os datos experi-—-—
mentales para la parcela de Villarreal en 1982 no son suficientes para carac
terizar la pauta de variacion descrita, si bastan para establecer un mayor -
contenido maximo (1,94 mg/cmz frente a 1,47 mg/cmz) y un menor contenido

minimo (0,48 mg/cm2 frente a 0,60 mg/cmz) que en el afo.1980.

El contenido en almidon en las hojas de la brotacidn de primave
ra es muy bajo inicialmente (0,42 + 0,05 mg/cm2 en la semana 17) aumentan-
do rapidamente durante las primeras sémanas,_coincidiendo con la desapari-.
cidon del almidén en las hojas adultas. Alcanzan un primer maximo al que si-
gue de modo inmediato un minimo relativo (semana 24, afio 1980 y 25 en 1981)

seguido de una recuperacion muy rapida, en el plazo de una semana, para -
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Figura 41.- Variacion del contenido en almidon por unidad de superficie a lo

largo del afio en las distintas parcelas estudiadas. Las hojas jo-

venes se representan mediante circulos unidos con trazo grueso; las adultas,

con cuadrados unidos por trazo fino.
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SEMANA

Figura 42.- Variacion del contenido en almidéon como porcentaje sobre el peso
seco de las hojas adultas (A) y jovenes (B) a lo largo del afo.
parcela de Burriana (1980)
parcela de Villarreal (1980)
parcela de Almenara (1981)

parcela de Villarreal (1982)
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descender a continuacion de un modo paralelo al de las hojas adultas hasta un
contenido similar al inicial e inferior en un 50 % aproximadamente al conteni_
do final de las hojas ‘adultas, sin que aumente de modo significativo hasta el

final del muestreo.

En ambos tipos de hojas el contenido en almiddén representa un -
-porcentaje relativamente pequefio del peso seco total de la hoja, con un v'él‘or*'
maximo para este parametro en las hojas adultas del 17,4 % y del 9,1 % en
las hojas jovenes. Después de la semana 35 el contenido en almidon referido
al peso seco de la hoja es del orden del 5 % en las hojas adultas y ligera-
mente inferior en las hojas de primavera (alrededor del 3 %; figura 42). Es
notable ‘la velocidad de los cambios en el contenido en almiddn, con variacio
nes drasticas en el plazo de una semana y que en las hojas jovenes parece
estar relacionado con la proximidad a las flores y/o el fruto. Las hojas de
brotes vegetativos presentan unos limites de variacién acusados (figura 43),
con contenidos mis bajos hasta la semana 27 y mds elevados posteriormente,
~ Que Ia_s_‘_hpjas de la misma edad de brotes fructiferos, tendiendo a igualarse

ambos valores (semana 41).

Ir.2.1.2.- AZUCARES.-

El contenido en aziicares solubles en las hojas adultaé desciende
gradualmente desde las primeras determinaciones experimentales a un ritmo -
constante, para el valor medio de las cuatro parcelas estudiadas, hasta el -
mes de Julio a partir éel cual su valor se estabiliza alrededor de 0,8 mg/cm2

(figura 44), contenido notablemente superior al:del almidon en ese momento.

En las hojas jovenes el contenido en azlcares solubles represen
ta un porcentaje del peso seco total de la hoja. mayor que en las hojas adul-
tas (figura 45) y que el almidon (figura 42). Su contenido por unidad de super

ficie aumenta durante las primeras semanas de muestreo (figura 44), para al-
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2.0
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Figura 43.- Contenido en almidén ( ), azucares solubles (** *) y carbohidratos
totales (-——- ) por unidad de superficie de las hojas jévenes de bro-

tes fructiferos (circulos unidos por trazo grueso) y de brotes vegetativos (trian-

gulos unidos por trazo fino) en los muéstreos realizados en 1982 en la parcela

de Villarreal.
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Figura 44.- Variacion del contenido en azlicares solubles por unidad de super
ficie a lo largo del afio en las distintas parcelas estudiadas. Las
hojas jovenes se representan mediante circulos unidos por trazo grueso; las -

adultas, con cuadrados unidos por trazo fino.
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—~ " canzaf el valor maximo entre las semanas 19 a 21; se presenta un segundo =
maximo relativo a finales de Junio o principios de Julio, para descender li-
geramente a un -valor proximo a 0,8 mg/cm2 durante la semana 33, a partir
de la que su contenido puede permanecer constante (parcela de Almenara, 19
81), disminuir (parcela de Vil'l:arreal,_ 1982) o aumentar de modo significativo

(parcelas de Burriana y Villarreal, 1980).

Los cambios en el contenidc en azlicares durante las semanas 5
a 35 son paralelos a los cambios en el contenido en almidon, tanto en las ho
jas adultas como en las jovenes. Durante el afio 1980 el contenido en aziica-
res de las hojas adultas permanece elevado hasta la semana 16, al m‘ismo. =
tiempo que acumulan almidon y el descenso en su contenido sblo se inicia con
e~ ta-hidrolisis de este compuesto. En las hojas jovenes, el maximo - contenido-en-- --
i __u_”azﬁéap,e_s coincide con (1980, parcela de Villarreal; 1981, parcela de Almena-
ra) o precede a (1980, parcela de Burriana, semanas 21 y 23) los maximos =
en el contenido de almidon. Sin embargo, no existe una relacion directa en -
el contenido de estos dos grupos de sustancias y si el contenido de azlicares
solubles es superior en 1980 que en 1981 tanto en hojas jovenes como en ho
jas adultas (figura 44), lo contrario sucede para el contenido en almidon (fi-

~

gura 41).

La mayor parte de los azlicares solubles son de un bajo grado -
de polimerizacicn como indican los valores para el contenido en azlicares re
ductores -expresados en equivalentes de glucosa- que siguen una pauta de va
riaciéon similar aunque no idéntica a la de los azlicares totales (figura 46). El
grado de polimerizacion, obtenido mediante el cociente entre ambas determi-
naciones, es en las hojas jovenes inicialmente proximo a la unidad para aumen
tar gradualmente hasta un valor maximo de 2,5 en 1980 (semana 28) y de 3 -
en 1981 y 1982 (semana 24); posteriormente se mantiene entre 2 y 2,5 hasta

el final de las determinaciones (figura 47-B).



-143-

12

10

1S 20 30 35 40
* SEMANA*

10 15 20 25 30 35 40 45 SO
SEMANA

MES

Figura 45.- Variacion del contenido en azucares solubles como porcentaje so-
bre peso seco de las hojas adultas (A) y jovenes (B) a lo largo

del ano.

parcela de Burriana (1980)
parcela de Villarreal (1980)
— parcela de Almenara (1981)

parcela de Villarreal (1982)
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Figura 46.- Variacion del contenido en azlicares reductores por unidad de su_
perficie a lo largo del afio en las distintas parcelas estudiadas.
Las hojas jovenes se representan mediante circulos unidos por trazo grueso;

las adultas, con cuadrados unidos por trazo fino.
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Figura 47.- Variacion de la longitud de los azicares solubles a lo largo del

ano en hojas adultas (A) y jovenes (B).
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En las hojas adultas, mientras gl grado de ;;olii-ﬁ;e;fz;cién es li-
_geramente mayor en las muestras de Almenara en relacion con las hojas jove
nes y va aumentando desde un valor de 2,5 en la semana 10 hasta cerca de
3 en la semana 39, en ias restantes parcelas es bastante superior al comien-
zo (entre 3 y 5 unidades) y disminuye a lo largo de la pri‘maver'a hasta el -
mes de Junio, durante el cual se alcanzan valores similares a los obtenidos
en 1981 en 'Ia;mvisrvnav éboCai y' se mantienen hasta el final de las determinacio-

nes (figura 47-A).

111.2.3.1.- CARBOH!DRATOS TOTALES.-

La variacidn de los carbohidratos totales (almidén mas azlcares
solubles) a lo largo del afio se presenta en la .figur‘a 48. En las hojas adul-
" tas-se distinguen claramente tres fases (figura 48-A); en primer lugar se pro
duce un acmulo de carbohidratos dur‘ante el periodo de reposo vegetativo.
_El valor maximo (alrededor de 3,25 mg/cmz) se alcanza al comienzo de la -
primavera (finales de Marzo). |nmediatamente se inicia una ripida moviliza-
cion dre- las reservas acumuladas en las hojas durante la fase éhteribr:; esta
degradacion se produce de forma lineal con el tiempo y a un ritmo constante
hasta la semana 28-30 (mediados de Julio), excepto en la parcela de Villa-
rreal en la que se observa un descenso en dos fases, la primera al comien
zo de la primavera y la segunda durante el mes de Junio (figura 48-D). A

partir de ese momento y hasta el final de los muestreos el contenido en car

bohidratos se mantiene constante en este tipo de hojas.

En las hojas jovenes de brotes fructiferos existe una fase de -
almacenamiento durante la época de desarrollo de las mismas (figura 48-B),
que coincide en el tiempo con los primeros momentds de degradacion de los
carbohidratos en las hojas adultas (semanas 15 a 23). En cuanto cesa el cre
cimiento de las hojas jovenes (figuras 38 y 39) desciende de manera brusca

y en muy pocos dias el contenido en reservas hidrocarbonadas de estas ho-
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jas, par‘la recuperarse posteriormente con rapidez (figura 48-C y E) y se-
guir a partir de la semana 27 una evolucidon paralela a la de las ho'jas‘.adu_l'
tas (figura 48-B). También en las 'hojas”j&/'enes el descenso en el conteni-
do en carbohidratos cesa hacia mediadps del mes de Julio., _época en la que
el ndice de crecimiento de los frutos disminuye drasticamente (Gonzalez -

~ Ferrer, comunicacion personal).

Los valores maximos obtenidos se. encuentran alrededor de 3,25
mg/cm2 en las hojas adultas y de.2,00 mg/ cm2 en las jovenes, observan-
dose que en las primeras el contenido en almidon es menor al de azicares
en las parcelas r_nuestr‘eadas en 19'80-.mientr~as que en los dos afios posterio
res el almidon contribuye mayoritariamente al total de Iés carbohidratos de
las hojas (figuras 41 y 44), dando valores similares en las cuatro parcelas
estudiadas (figura 48). En las hojas jovenes, sin embargo, si bien los azl
cares solubles representan un porcentaje mayor de los carbohidratos totales

que el almidén, no se encuentran diferencias importantes entre los valores

-

obtenidos en las distintas parcelas.
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Figura 48.- Variacion del contenido en carbohidratos totales por unidad de
superficie a lo largo del afio.
A.- Valores medios para l2s hojas adultas de las cuatro parcelas
B.- Valores medios para las hojas jovenes de las cuatro parcelas
C, D, E y F.- Valores obtenidos para cada parcela. Las hojas jo-
venes se representan mediante circulos unidos con trazo grueso; las adultas,

con cuadrados unidos por trazo fino.
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111.2.2.- VARIACION ESTACIONAL DE LA ACTIVIDAD
AMILOLITICA.- '

La actividad amilolitica en las hojas varfa ampliamente a lo lar-

- [ « = « P ,e
go del afio, mostrando oscilaciones notables en la actividad enzimatica total

en el plazo de una semana y que se presentan simultaneamente en las hojas

de otofio y en las de la brotacion de primavera, sugiriendo un mecanismo de
T4 Id - . . - - rd - . »
regulacion comin. Las oscilaciones en la actividad enzimatica son cuantitati-
vamente mas Iimportantes en las hojas adultas (figura 49) que presentan a lo
largo del estudio una actividad superior al de las hojas jovenes, si bien las
curvas de variacion para ésta a lo largo del afo sigue una pauta similar en

ambos tipos de hojas.

No existe una correspondencia clara entre el contenido en almi-
don de las hojas y las variaciones en la actividad amilolitica. En las hojas
adultas ésta presenta un valor maximo (0,057 ud./cmzxmin.) la semana 12, en
coincidencia con el maximo contenido en almidon, para caer de modo inmedia-
to a un nivel notablemente inferior (0,02 a 0,03 ud./c'm2 x min.) durante las
semanas 13 a 23, en las que el almidon se hidroliza a un ritmo constante y
elevado. El maximo relativo de la actividad amilolitica que se presenta en la
semana 24 no se corresponde con un cambio significativo en el ritmo de hi-
drolisis del almidon y cuando la hidrolisis neta del almidon se completa, en
la semana 33, hay un aumento en la actividad enzimatica a niveles superiores

a los encontrados durante el periodo de méaxima velocidad de hidrolisis del -

“almidon (semanas 15 a 23).

En las hojas de primavera la actividad enziméatica es baja duran
te las semanas 15 a 22, en las que se produce la acumulacion inicial del al
midon. E! maximo en actividad amilolitica durante las semanas 23 y 24 coin-

cide con la hidrélisis del almidén, pero la actividad amilolitica, que habia -
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AMILOLI TICA

a hoja» de otoriie

48

SEMA MA

Figura 49.- Variacion de la actividad amilolitica en hojas jévenes (circulos -
unidos por trazo grueso) y adultas (cuadrados unidos por trazo

fino). Muestras de la parcela de Almenara.
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descendido notablemente durante la semana 25 a un valor proximo al 50 % cel
valor encontrado la semana 24, vuelve a aumentar la semana 26 coincidiendo
con la acumulacion de almidon. Durante las semanas 30 a 40 la actividad en-

zimatica es superior a la encontrada durante las semanas 14 a 22.
¢

Las diferencias en actividad amilolitica en las hojas adultas a lo -
lla‘r'g.o .dell .tie.mr.)o.nc.' ée .tr'.ad.uc.en. e.n .mc.)délo.s .de. zim.ogra.mas' distfntvos en las -
electroforesis. Se encuentran las 13 bandas descritas en la seccidon I11.1.3.1
si bien los m'.:merosr 7,8 y 9 sdlo aparecen ocasionalmente y sin que su pre-
sen;:ia esté relacionada con la actividad total del extracto. Asi, estas tres -
bandés son indetectables en los electroforegramas correspondientes a la sema
na 18 (figura 50), en que la actividad del extracto es ée 0,03 ud./cm2 X min.,
mientras tanto la banda 7 como la 8 son evidentes en el electroforegrama de
la semana 33, en que la actividad total es marcadamente inferior (0,02 ud./
cm2 x min.). En los correspondientes a la‘ semana 24 (con un maximo de acti_
vidad muy acusado) si que es evidente la presencia de las tres bandas cita-.

das.

Si se encuentran difer‘enc;ias cualitativas en los electrdfor‘egr‘a-
mas de las hojas jovenes con el tr‘anécurso del tiempo vy -'c—;a;;;iose' comb;ar'an
con los correspondientes a hojas adultas de la misma época. En aquéllas, las
bandas niimero 7 y 8 son inicialmente muy evidentes (semana 22; figura 50) -
disminuyendo su intensidad con el tiempo para hacerse indetectables a partir
de la semana 25. Con posterioridad a estas fechas, estas bandas sbdlo se pre

sentan ocasionalmente y precisamente en los mismos muestreos en que se de-

tectan en las hojas adultas (semanas 33 y 42; datos no presentados).

Coincidiendo con la reduccion en la intensidad de las bandas 7 vy
8 hay un aumento en la actividad de las bandas 5 y 6, inicialmente indetecta
bles, siendo esta banda nimero 5 perfectamente visible en la semana 25 (fi-

gura 51). En las semanas siguientes su actividad relativa frente a las bandas
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SEMANA 18 SEMANA 24 SEMANA 33
I

SEMANA 22 SEMANA 23  SEMANA 24 SEMANA 25

Figura 50.- Electroforegramas de extractos crudos de hojas adultas (A) y jo
venes (B) en geles con amilopectina azure 0,25 % como sustrato.
Incubacién en tampén acetato 0,1 M pH 5,0 con CI*Ca 1 mM, durante dos ho

ras, a 30 2C.
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1, 2 y 3 aumenta gradualmente y ya en la semana 27 el modelo de zimograma
para las bandas de baja movilidad es comparable al obtenido para las hojas

adultas.

Desde los primeros mueéstreos las cuatro bandas de mayor movili
dad presentan una intensidad similar en las hojas jovenes. Con la edad de la
~hoja disminuye la intensidad relativa de las bandas 10 y-11 en relacion con
la de las bandas 12 y 13y en la semaﬁa 25 el modelo de zimograma obtenido

es comparable en los dos tipos de hoja (figura 52).
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Figura 51.- Zona de menor movilidad de los electroforegramas y densitogra-
mas de extractos crudos de hojas adultas y jovenes. lncubacion

en tampon acetato 0,1 M'pH 5,0 con CI_Ca 1 mM, durante dos horas, a 30°C.

2
Amilopectina azure 0,25 % como sustrato.
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Figura 52.- Zona de mayor movilidad de los electroforegramas y densitogra-

mas de extractos crudos de hojas adultas y jovenes. Incubacion

2
Amilopectina azure 0,25 % como sustrato.

en tampon acetato 0,1 M pH 5,0 con Cl_ Ca 1 mM, durante dos horas, a 30°C.
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111.2.3.- INFLUENCIA DEL FRUTO SOBRE LA MOVILIZA-
CION DE LOS CARBOHIDRATOS Y LA ACTIVIDAD
AMTLOLITICA. - - e

La eliminacion de los frutos en desarrollo de los brotes con una
sola flor (fruto) enrposiciénr términal écélerrér la hidroélisis del almidén de modo
ligero pero significativo en las hojas del brote (Figura 53-A, Tabla 11) que, al
cabo de nueve dias presentaron un contenido similar al de las hojas de brotes
vegetativos, manteniendo posteriormente valores iguales a éstas. En las hojas
de brotes con frutos-la movilizacién del almiddn continud mas lentamente. En -
los tres tipos de hojas se produce una ligera disminucion en el contenido en -
azlicares solubles, principalmente durante los nueve primeros dias (Figura54-A,
Tabla 12), sin que se observen diferencias entre las hojas de ramas con y sin
fruto, de modo que la evolucion de los carbohidratos totales en estas hojas es

igual a la descrita para el almidon (figura 55-A, tabla 13).

La actividad amilolitica aumentd de forma constante a partir del co
mienzo en las hojas de brotes sin fruto hasta 9 dias (figura 56~A) o una sema
na (figura 57) después de iniciarse los experimentos, aproximandose répidameg
te a los valores de actividad que presentaban las hojas de brotes vegetativos,
inicialmente mayores, para seguir una evolucion paralela hasta al menos un -

mes después de la eliminacion del fruto (tabla 14).

En las hojas de otofio no se aprecian diferencias en la moviliza——
cion del almidon cuando se eliminan todos los frutos en desarrollo de fa rama
en que estan situados con respecto a ramas con frutos (figura 53-B, tabla 11).
Se produce un descenso rapido del contenido en almidon en ambos tipos de ho-
jas durante los primeros dias, seguido de un descenso mas gradual. Tampoco
se advierten diferencias en azlcares solubles (figura 54-B, tabla 12) y activi-
dad amilolitica (figura 56-B, tabla 14); ambos parametros mantienen los valores

— - iniciales durante todo el periodo de estudio. - R o ——
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© con fruto
o sin fruto

A vegetativas

Figura 53.- Cambios en el contenido de almidon en hojas jovenes (A) y adul-
tas (B) en relacién con la presencia o ausencia de fruto en las
ramas. Muestras de la parcela de Almenara, tomadas durante el periodo de
la caida de fruté6 en primavera, en 1982. Para la transformacion de los da-
tos, obtenidos como porcentaje sobre peso seco, en mg/ cm2, se multiplica
ron los valores por el peso por unidad de superficie de hojas de la misma

brotacién y tomadas en las mismas fechas.
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Efecto de la eliminaciéon del fruto sobre el contenido de almidon en hojas

MODELO.-
+ A, + B, + (A#B).. + .
xuk= r, i ) k(ij)

siendo: A = fecha ; B = tratamiento (presencia o ausencia de fruto)

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.- Hojas jévenes.

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios
Fecha 3,438 4 0,860
Tratamiento 0,238 e 2 0,119
Interaccidén 0,123 8 0,015
Residual 0,242 15 0,016

** significativo al 1 %

DIAGRAMA DEL TEST (efecto tratamiento).-

S Con fruto Sin fruto Vegetativas
Con fruto 1 1
Sin fruto 0

Veaetativas

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.- Hojas adultas.

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios
Fecha 2,393 4 0,598
Tratamiento 0,012 1 0,012
Interaccidén 0,096 4 0,024
Residual 0,195 10 0,019

* %

significativo al 1 %

ns no significativo

F
53,19**

7,35*"

F

30,74**

1,23 ns
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0.5'
# con fruto = con fruto
o «jo fruta a sin fruto
* vagototivo*
JUNI Q JuLio JUNIO JULIO

Figura 54.- Cambios en el contenido en azucares solubles en hojas jovenes

(A) y adultas (B) en relacion con la presencia o ausencia de -
fruto en las ramas. Muestras tomadas en 1982 en la parcela de Almenara |,
durante el periodo de caida de fruto en primavera. Para la transformacién
de los datos, obtenidos como porcentaje sobre peso seco, en mg/ cm2, se

multiplicaron los valores por el peso por unidad de superficie de hojas de

la misma brotacion y tomadas durante las mismas fechas.



-165-

JQA BJ A 12
Efecto de la eliminacion del fruto sobre el contenido de azucares solubles en hojas
MODELO. -

JK i j ij k(ij)

siendo: A = fecha; B = tratamiento (presencia o ausencia de fruto)

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.- Hojas jovenes.

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios

Fecha 0,263 4 0,066 16,01--
Tratamiento 0,057 2 0,029 6,96**
Interaccidn 0,013 8 0,002 -
Residual 0,062 15 0,004

** significativo al 1 %

DIAGRAMA DEL TEST (efecto tratamiento).-
Con fruto Sin fruto Vegetativas
Con fruto 0 1
Sin fruto 1

Vegetativas

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.- Hojas adultas.

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios F
Fecha 0,020 4 0,005 1,33 ns
Tratamiento 0,010 1 0,010 2,61 ns
Interaccion 0,016 4 0,004 1,02 ns
Residual n,038 10 0,0038

ns no significativo
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& con fruto

* con fruro o sin fruto
o sin fruto

t vegetativas

JuLlo JUNIO JuLlo

Figura 55.- Cambios en el contenido en carbohidratos totales en hojas jovenes
(A) y adultas (B) en relacion con la presencia o ausencia de fruto
en las ramas. Muestras de la parcela de Almenara, tomadas en 1S02 durante

el periodo de la caida de fruto en primavera.
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Efecto de la eliminacién de fruto sobre el contenido de carbohidratos totales en hojas

MODELO.- . . . (aB
Xijk A by v By o (£ )I’i

—+

k(if)

siendo: A= fecha, B = tratamiento (presencia o ausencia de fruto)

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA .- Hojas jovenes.

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios

Fecha 5,596 4 1,399 85,83 **
Tratamiento 0,480 2 0,240 14,71 **
Interaccién 0,182 8 0,023 1,40 ns
Residual 0,245 15 0,016

** significativo al 1 %
DIAGRAMA DEL TEST (efecto tratamiento).-
Coni fruto Sin fruto Vegetativas
Con fruto 1 1
Sin fruto 1

Vegetativas

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.- Hojas adultas.

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios F
Fecha 2,473 4 0,618 32,13 **
Tratamiento 0,0001 1 0,0001 -
Interaccidon 0,149 4 0,038 1,96 ns
Residual 0,192 10 0,019

** significativo al 1 %

ns no significativo
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4
0.030
= 0Ji25
X
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0.010 » can fruta
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Figura 56.- Cambios en la actividad amilolitica en hojas jovenes (A) y adultas

(B) en relacién con la presencia o ausencia de fruto en las

Muestras tomadas en 1982 en la parcela de Almenara durante el periodo de la

caida de fruto en primavera. Para la transformacién de los datos, obtenidos

como actividad por gramo de peso fresco, en actividad por unidad de superfi

cié, se multiplicaron los valores por el peso por unidad de superficie de ho-

jas de la misma brotacion y tomadas durante las mismas fechas.

ramas.
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Figura 57.- Cambios en la actividad amilolitica
en hojas jovenes en relacion con la
presencia o ausencia de fruto en las ramas. -
Muestras tomadas en 1983 en la parcela de Al-
menara durante el periodo de la caida de fruto

en primavera
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JQA B.L A 1A

Efecto de la eliminacion del fruto sobre la actividad amilolitica en hojas,

MODELO. -
X... = u+ A. + B. + (AxB).. + z .....
ijk 1 i i 1

siendo: A = fecha, B = tratamiento (presencia o ausencia de fruto)

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.- Hojas jovenes. Ano 1982,

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios F
Fecha 0,000222 5 0,000044 17,00 **
T ratamiento 0,000241 2 0,000121 46,15 **
Interaccién 0,000093 10 0,000009 3,56 **
Residual 0,000047 18 0,0000026

** significativo al 1 %

DIAGRAMA DEL TEST (efecto tratamiento).-
Con fruto Sin fruto Vegetativas
Con fruto 1 1
Sin fruto 1

Vegetativas

TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA .- Hojas adultas

Fuente Suma de cuadrados Grades libertad Cuadrados medios F
Fecha 0,000006 7 0,0000009 -
Tratamiento 0,000006 1 0,000006

Interaccion 0,000090 7 0,000013 -

Residual 0,000298 16 0,000019
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TABLA DEL ANALISIS DE LA VARIANZA.- Hojas jévenes. Ao 1983.

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios

Fecha 0,000259 3 0,000086 39,69
Tratamiento 0,000167 2 0,000084 38,77 **
Interaccion 0,000028 6 0,0000047 2,17 ns
Residual 0,000026 12 0,0000022

** significativo al 1%
DIAGRAMA DEL TEST (efecto tratamiento).-
Con fruto Sin fruto Vegetativas
Con fruto

Sin fruto

Vegetativas



-172~

Los electroforegramas de los extractos enzimaticos de las hojas
adultas (A) y las jovenes (C, hojas de brotes con fruto; V, hojas de brotes
vegetativos) se presentan en la figura 58. En todos los muestreos es posible
distinguir los extractos correspondientes a las hojas adulta\s y a las Jovenes,
siendo las diferencias similares a las descritas en el apartado 111.2.2. : la
banda nimero 5 aparece en las hojas adultas pero no en las: jovenes mientras
que la intensidad relativa de las nimeros 10 y 11 frente a las 12 y 13 es ma-
yor en las hojas jovenes. Sin embargo, no ée observan diferencias debidas a
la presencia del fruto en cada grupo de\ hojas. Las pequefias variaciones cuan
titativas en actividad encontradas no son detectables densitométricamente y las
mismas isoenzimas estan presentes en las hojas de brotes vegetativos y en las

de brotes fructiferos.
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Figura 58.- Electroforegramas de extractos crudos de hojas de ramas con

frutos (+) y de ramas en las que éstos han sido eliminados ma
nualmente (-). Hojas adultas (A) y jovenes de brotes fructiferos (C) y vege
tativos (V). Incubacion en tarrpén acetato 0,1 M a pH 5,0, con CiI*Ca 1 mM
durante dos horas, a 30 2C. Gel con amilopectina azure 0,25 % incorpora

da como sustrato.
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I'11.3.- VARIACIONES DURANTE LA SENESCENCIA.-

1mr.3.17.- COMPORTAMIENTO DE LAS HOJAS SEPARADAS
DE LA PLANTA.-

- L'a 'selpa‘r'aACi_bn_.'d»e _I as hojas de la planta y su incubacidon en un
medio hiimedo desencadena una serie de procesos que culminan con la muer-
te de la hoja. La abscision del peciolo es el primer sintoma normalmente ob-
ser‘vado.que coincide en el tiempo con la péerdida visible en clorofila. Esta -

se acentla con el tiempo hasta que finalmente la hoja adquiere un color ma-

rron parduzco y sufre una contaminacion flngica importante.

Si bien estas fases se presentan en este orden, la velocidad de
las mismas esta determinada por la edad de la hoja y por las condiciones de
incubacion. En la figura 59 se presenta la variacidon en el tiempo del conteni
do en clorofila. Esta variacion es inapreciable en las hojas de tres meses -
de edad que cuando se incuban a la luz presentan incluso un incremento neto
en el contenido que aumenta gradualmente con el tiempo. A partir de los 5
meses de edad, la pérdida de clorofila es evidente dos dias después de.la -
separacion de la planta y procede linealmente con el tiempo en las hojas in-
cubadas a la luz durante al menos una semana, tiempo durante el que se de-

grada la mitad de la clorofila presente inicialmente en las hojas.

A la oscuridad la pérdida de clorofila es mucho menos importan-
te y 10 dias después de la separacion de la planta, las hojas conservan en-

tre el 80 y el 90 % de la clorofila presente al comienzo de los experimentos.
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Figura 59.- Variaciones en el contenido en clorofila de hojas separadas de
la planta a lo largo de su incubacion a la luz (simbolos vacios)

o a la oscuridad (simbolos llenos).,
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[11.3.2.- CAMBIOS EN EL COMTENIDO EN CARBOHIDRA-
TOs

La separacion de la planta provocd de modo inmediato la movili
zacion del almidon almacenado en sus tejidos (figura 60); después de dos dfas
de mcubacnon el contenldo en almldon osc:la entre eI 45 y el 85 % del conte

' mdo |mC|al, snendo llgeramente mayor en las plantas mantemdas a la luz, -
aunque las diferencias no son siempre consistentes en todos los experimentos.
" Posteriormente hay una pérdida gradual de almidén a la oscuridad hasta \_/ali.a_h
res cercanos al 40 % del almidon inicial; a la luz, el comportamiento ulterior
es erratico pues mientras en algunos casos hay una recuperacidon hasta un va
““lor del 75 % del inicial (hojaé de tres meses de éldad), en otros (hojas de 5
y 6 meses) hay una pérdida adicional superior a la encontrada en las hojas
mantenidas a la oscuridad. Sorprendentemente no hay relacion entre la hidr-_'q
lisis del almidon y el contenido inicial en la hoja, salvo para las hojas incu
badas a la luz después de 5 dias en que el porcentaje de almidon hidrolizado
es mayor en las hojas de 6 y 7 meses de edad (contenido inicial de almidon:
1,48 y 1522 mg/cmz) que en las hojas mas jovenes (contenido inicial: 0,42 y~
-0 5& mg/cm’ ) As{, en las hojas incubadas en la oscuridad el almidon resi- --.
'dual despues de 15 dias es del mismo orden en las hojas de 3 y 6 meses de-

edad, a pesar de la marcada diferencia en su contenido inicial.

Se presentan influencias notables de las condiciones de incuba--
cidn en el contenido de azlicares (figuras 61 y 62). En las hojas incubadas a
la luz los azlcares solubles se mantuvieron a una concentracion similar a la
encontrada en el momento de la separacuon, independientemente del valor ini—
cial -que oscilé entre 0,5 mg/cm (hojas de 3 meses) y 1,0 mg/cm (hojas de
7 meses)- y alin aumenta notablemente en un caso (hojas de 6 meses de edad).
A la oscuridad hay un descenso gradual pero significativo en su concentra--

cidon que, trece dias después, oscila entre el 50 y el 60 % del contenido ini
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Figura 60.- Variaciones en el contenido en almidon de hojas separadas de
la planta a lo largo de su incubacidn a la luz (simbolos vacios)

o a la oscuridad (simbolos llenos).
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Figura 61.- Variaciones en el contenido en azlcares solubles de hojas sepa
radas de la planta a lo largo. de su incubacion a la luz (simbo-

los vacios) o a la oscuridad (simbolos llenos).
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Figura 62.- Variaciones en el contenido en azlicares reductores de hojas se
paradas de la planta a lo largo de su incubacidon a la luz (sim-

bolos vacios) o a la oscuridad (simbolos llenos).
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—-—-—--cial a-excepcion de las hojas de 6 meses en las que se produce un aumento. _ _____
inicial en su contenido para alcanzar finalmente un valor similar al del dfa 0.
El comportamiento de las hojas de 6 meses en lo que respecta a la evolucion
en el contenide en azlcares solubles no guarda relacion aparente con ninguno
de los parametros medidos. Los aziicares reductores aumentan en las hojas -

incubadas a la luz, alcanzando los valores maximos a los 5 dias (hojas de 5

-~ 'y 7 meses) y aln continlla este ascenso en el caso de las hojas de 6 meses.

Las hojas mas jovenes, sin embargo, mantienen valores similares al inicial.

En la oscuridad se produce un comportamiento distinto seglin la edagl d_e Laiv__hg_m___w
ja pues mientras en las de 3 meses hay un descenso de hasta un 50 % del va

lor obtenido el dia 0, en las hojas de 5 meses el contenido en aziicares re-
ductores no varia con el transcurso del tiempo y en las de 6 y 7 meses se -

produce un aumento, de magnitud inferior al de las hojas a la luz y cuyos va

lores maximos se obtienen hacia el dia 8 6 9 de incubacidn.

El grado de polimerizacion medio de los azlicares solubles dismi
nuye gradualmente durante la incubacion de las hojas a partir de 5 meses de

edad (tabla 11), pasando de un valor medio inicial de 2,49 unidades de gluco

sa a 1,26 unidades después de 8 6 9 dias. En las hojas de tres meses el gra
do de polimerizacion es menor que el del resto de las hojas-at- comienzo(1,43 -~
unidades) y aumenta ligeramente con el transcurso del tiempo, siendo de 1,64

unidades a los 9 dias.

El contenido en carbohidratos totales desciende marcadamente du
rante la incubacion (figura 63) siendo este descenso en general mayor en las
hojas mantenidas a la oscuridad. Bien la luz retarda la utilizacion de estos
azlicares o permite una fotosintesis significativa. Esta segunda posibilidad se
ve reforzada por el hecho de que durante las Ultimas fases de la incubacidn

se observa un aumento en el contenido en carbohidratos. e e
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Figura 63.- Variaciones en el contenido en carbohidratos totales de hojas -
separadas de la planta a lo largo de su incubacion a la luz —-

(simbolos vacios) o a la cscuridad (simbolos llenos).

‘
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Variacion del grado de polimerizacion de los azicares solubles durante la

senescencia.

incubacién dia 3 meses
"""""""" 1nicial 1,43
Luz 2 1,63
ti 4 1,69
! 5
v 6 1,62
v 8
v 9 1,59
v 13 1,60
Oscuridad 1 1,48
i 2 1,47
it 4 1,53
it 5
t 7 1,62
ii 8
i 9 1,69
i 12 1,70
i ~L3
i 14

N 15 1,62

5 meses

2,14

1,50

1,05

1,02

1,93

1,78

1,70

1,43

2,98

2,42

1,91

1,25

3,05

2,46

1,36

1,55

6 meses

7 meses

1,09

1,24

1,58

1,41

0,97

1,21
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I11.3.3.- CAMBIOS EN-LA ACTIVIDAD AMILOLITICA.-

La actividad amilolitica en las ‘hojas aumenta invariablemente du-
rante la incubacion, si bien Ia'ma_gn'itqd _dg Ips incrementos en su actividad
varia de un experimento a otro y no guarda relacion aparente con la activi-
dad frjiéiélrﬁehté brésénté o el contenido en ailm-idc’lan‘dé las Hoj'as‘ (fig-ur'as' 60
y 64). El incremento en la actividad es inicialmente menor en las hojas man
tenidas a la luz que en las incubadas a la oscuridad. Sbolamente después de
cinco dfas de incubaciénrse observa en algunos experimentos (hojas de 5y 7
meses de edad) una mayor actividad en las hojas mantenidas a la oscuridad
cuyo ritmo de sintesis de enzima es constante hasta el final del periodo ex-
perimental (dos semanas), seis dias después de la muerte de las hojas man-

tenidas a la luz.

No se observan variaciones en la importancia relativa de las di
versas bandas de actividad amilolitica durante. la senescencia (figura 65). -
Los cambios en la actividad total se traducen en cambios en la intensidad de
todas las bandas sin que el procedimiento electroforético utilizado permita -

detectar variaciones en el modelo obtenido.
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Figura 64.- Variacion de la actividad amilolitica de hojas separadas de la
planta a lo largo de su incubacion a la luz (simbolos vacios)

o a la oscuridad (simbolos llenos).
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Figura 65.- Electroforegramas de extractos de hojas de 6 meses de edad

el dia en que fueron separadas de la planta (A) y tras 9 dias
de permanencia a la luz (B) o a la oscuridad (C). Incubacién en tampén -
acetato 0,1 M a pH 5,0, con CI*Ca 1 mM, durante 2 horas a 30 2C. Gel

con amilopectina azure 0,25 % incorporado como sustrato.
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discusion
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El contenido en carbohidratos totales de las hojas adultas (figura
48-A) muestra una pauta de variacion similar a la descrita en otras varieda-
des de citricos (bnes y Steinacker, 1951; Hilgeman et al., 1967; Dugger y
Palmer, 1969). Hay un aumento en su contenido durante el invierno, alcanzan
dose el maximo de mediados de Marzo a principios de Abril, seguido por una
'di'sniin'uciéh épfokihadahehté l.in‘eall éoh él .tiémvpo. pér‘a éléaﬁzér un val.or. ml'-
nimo a finales del mes de Julio. Este modelo de variacion es similar al en—
contrado en plantas caducifolias aunque esta desplazado en el tiempo. En és-
tas, el maximo contenido en carbohidratos se prese;'uta a finales de otofio o -
Aa&n antes, coincidiendo con la senescencia y abscision de las hojas. Durante
la brotacion de primavera se produce una disminucién del nivel de carbohidra
' tos, alcanzandose el valor minimo entre los meses de Mayo y Junio (Zimmer-

man, 1974; Worley, 1979).

Esta pauta de variacion se ha interpretado con frecuencia como
una acumulacion de reservas en el arbol que es utilizada durante la brotacion
y la fructificacion, y si la necesidad de acumular reservas, al menos para -
la brotacion, parece evidente en las plantas caducifolias (Priestley, 1971) no
lo es tanto en el naranjo, en que el descenso en el contenido en carbohidra-
tos de las hojas adultas no tiene lugar hasta varias semanas después de ini-
ciada la brotacion y en el que las hojas hacen una contribucion fotosintética
significativa durante el reposo invernal como lo muestra la acumulacion de -
carbohidratos durante este periodo del afio (figura 48). Es de sefialar que -
tanto en el trabajo de Hilgeman et al. (1967) como en el de Dugger y Palmer
(1969), el descenso en el contenido en carbohidratos de las hojas se inicia al
menos dos meses antes que en nuestros experimentos, lo que puede estar re
lacionado con la situacion mas meridional de sus parcelas experimentales que

provoca una anticipacion en las fechas de brotacion y floracion.



-1 94...

‘ Incluso en plantas:-caducifolias, en las que la dependencia de la
brotacion de las reservas previamente acumuladas es obvia, el papel de estas
reservas en el desarrollo ulterior de la planta y en la fructificacion no apa-
rece claro en todos los casos. Priesrtley>(1.971), en su revision critica sobre
este tema, sefiala la limitacion de los conocimientos, en particular en los si
vgt.:_ie_ntgs_as_pect_os_: a)_la_ nat_ur‘_aleza quf_mi_ca_ de estas reservas; b) Ia_ d_isponib_i _
lidad de los carbohidratos acumulados para el crecimiento de la planta, y ¢)
su relacion con la fructificacion. A estos aspectos habria que afadir d) el -
control de la movilizacidon y distribucion en l.? planta y e) los aspectos meta-

bolicos de esta movilizacion.
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A.- NATURALEZA QUIMICA DE LAS FRESERVAS.-

’

La naturaleza quimica de las reservas, esto es, qué fraccidon de
los carbohidratos acumulados en el arbol son reutilizables para el crecimien
to, puede inferirse de los camb_ios_ estacionales en el contenido de las diver- -
sas fracciones. De los datos de las figuras 41 y 44 resulta evidente que tan
'to'la' ff'aécféh élrﬁidéﬁ c.on'wovlai de ‘ca‘r‘b‘oh‘idr.‘afosv éolubleé diémfnﬁyén vdn_.nr'ante
el periodo de fructificacion, y dentro de cada parcela experimental la evolu-
cion de ambas fracciones sigue curvas aproximadamente paralelas, --con la ex
cepcion de la parcela Almenara en 1981-, si bien el contenido en azlicares -
solubles se mueve en un rango de valores mas estrecho que el contenido en
almidon. La fraccion almidon parece utilizarse en la planta como una reserva
que mantiene los azlicares por encima de un valor minimo, del orden de 0,7
a 0,8 mg/ cmz. Goldschmidt y Golomb (1982), revisando los trabajos de Jones
et al. (1975) y Smith (1976) resaltan la importancia de las reservas de almi-
don ya que las correlaciones entre su contenido y la produccidn son mejores
que ‘para los aziicares solubles o los carbohidratos totales. Sin embargo, es
tos datos se refieren a analisis realizados en las mandarinas "Kinnow" y -
"Murcott", que presentan un caso de extrema vecerfa, y eﬁ las que se produ -
ce en ocasiones una desapar‘iqién total de las reservas de carbohidratos en
los afios de cosecha elevada, seguida normalmente por la muerte del arbol.
Como sefialan Jones et al. (1975) parece razonable que los carbohidratos sean
limitantes en estas condiciones extremas en que el almidon desaparece por -
completo, pero no en condiciones normales en las que, no obstante, se encuen
tran correlaciones significativas entre los carbohidratos de las hojas y la --

fructificacion.

Los datos de nuestro estudio muestran que la proporcion de car-
bohidratos solubles a almidon varia entre |imites muy amplios y esta variacion

estd mas relacionada con el afio que con la parcela. La acumulacidén de azlica
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res solubles estd relacionada con [a temperatura y el fotoper‘iodo‘ y se ha in-
terpretado como una defensa de la planta a las condiciones ambientales adver
sas (Siminovitc-h et al., 1953; Sakai y Yoshida, 1969; Kandler y Hopf, 1980).
Una acumulacidn de sacarosa ha sido sefialada en los agrios cuando éstos se
someten a bajas temperaturas invernales (Yelenosky y Guy, 1977; Yelenosky,
1979) aunque la ra_fin_osa y otros ‘oli‘go‘sa'cér'ido_s representan una fraccion im-
portante de los aiﬁcares acumulados en estas condiciones en otras plantas -
(Kandler y Hopf, 1980). Pruebas adicionales a esta interpretacidn son las di
ferencias en la pauta de variaciaon de carbohidratos solubles y almiddén en las
hoja:;, (Dugger y Palmer, 1969) y el menor grado de polimerizacion de los azli
cares solubles el afio 1981 (figura 47), en que éstos se acumularon en menor

cantidad en las hojas (y el almidén lo hizo en mayor cantidad) que en los afos

1980 y 1982, en que los niveles de azicares fueron significativamente mayores.

A la vista de estos resultados parece logico concluir que tanto -
los azlcares solubles como el almidén constituyen reservas metabbdlicamente re
utilizables por la planta, que su proporcion esta controlada por factores exdo-

rd - vd - rd -
genos al arbol, concretamente climaticos, y que en los arboles que hemos uti
lizado. el contenido en aziicares en cualquier momento del desarrollo de la ho-

. . . 2 ... .
ja se mantiene por encima de los 0,7-0,8 mg/ cm , si bien valores mas ba-

jos se encuentran transitoriamente en las hojas jovenes en desarrollo.

Una discusion adicional merece la naturaleza de la fraccion deno
minada almidon en este estudio. El método de extraccidon utilizado (acido per-
clorico en frio) no es especifico del almidon y extrae mayor cantidad de car-
bohidratos que métodos en principio mas especificos como es la hidrolisis ——
por enzimas amiloliticas. Gonzalez Ferrer (comunicacion personal), trabajando
con el mismo material, ha determinado que la extraccidon del almidon mediahte
la hidrolisis exhaustiva, después de una gelatinizacion, con una mezcla de -

alfa- y beta-amilasa de B.subtilis y de endospermo de cebada respectivamen-
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te, solubiliza un 85 % de los car‘bohidratos extraibles con écido perclorico.
Sin embargo, a pesar de la mayor especificidad de este analisis no hay se-
guridad de que la hidrolisis enzimatica solubilice completamente el almidon -
nativo, y se han sefialado difer‘ehcias enlla‘ cantidad de almidon extraido por
distintas enzimas (MacRae et . al., 1974;. Banks y Muir, 1980). De hecho, en
nuestro 'malteAr'ial,' Lvm‘25_ % de los quli‘sa;éridos‘ extraibles con &cido perclori
co después de la hidrblisis exhaustiva con amilasa es precipitable con iodo,
lo que sugiere la existencia de restos de amilopectina no solubilizada; por -
otro lado, el hidrolizado de este extracto final contiene pequefas Cantirdades
de xilosa y arabinosa lo que indica la solubilizacién de algunas hemicelulosas,
fraccion que al menos en parte se considera que puede ser también moviliza-
da en la planta (Priestley, 1971). El método de extraccion utilizado es, por
otra parte, incapaz. de hidrolizar ce_lulosa, incluso después de un periodo de

incubacion de 20 horas (Hansen y .Mgller, 1975).
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B.- DISPONIBILIDAD DE LOS CARBOHIDRATOS.-

Diversos autores indican que la disponibilidad de los carbohidra-
tos acumulados es Unicamente parcial en condiciones normales y sblo se tienen
referencias de la utilizacion completa de las reservas hidrocarbonadas de la -
planta en aquellos casos en los sigue la muerte del arbol, como Iqs ya mencio
nados de las variedades de cfitricos "Kinnow", "Murcott" y "Wilking" (Jones et
al., 1975; Smith, 1976; Monselise y Golomb, 1982). Priestley (1971) sefala que
en el manzano no es posible la utilizacion de mas de un tercio de los carbohi-
dratos extraibles manteniendo al mismo tiempo la planta vigorosa. Este autor -
sugiere la hipotesis de la existencia de un equilibrio entre la utilizacidon de los
carbohidratos por los tejidos del arbol y la sintesis de nuevos fotoasimilados
o el nivel de las reservas disponibles, de forma que la planta tiende a mante-

ner en sus células un nivel relativamente constante de carbohidratos utilizables.

En nuestro estudio el nivel de carbohidratos en las hojas, tanto -
adultas como jovenes de brotes fructiferos (Figura 48), no desciende  en ningin
momento del valor de 1 mg/ c:m2 ~lo que representa alrededor del 30 % del -
contenido maximo en las hojas adultas y el 50 % en las jovenes—, y si en la —
parcela de Almenara el contenido de almidon llega a ser muy bajo a final de -
verano y principios de otofio (alrededor de 0,4 mg/ cmz; Figura 41), estd aln
lejos de agotarse en la planta ya que este valor representa aproximadamente -
ei 20 % del maximo encontrado en primavera, y es superior al contenido en al
middon de las hojas jovenes en esa misma época (0,3 mg /cmz; Figura 41). Aln
teniendo en cuenta que, .segin se ha indicado en el apartado anterior, es posi
ble que el contenido real de almidon sea alrededor del 10 % inferior al obteni
do por el método utilizado, el nivel de almidon en esta parcela se mantiene en
todo momento por encima del 17 % del valor maximo, valor al que hay que afia
dir el de azlicares solubles (superior a 0,8 mg/ cmz) para tener el balance -

global de carbohidratos en esas fechas. Estos resultados estan de acuerdo con
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los de Cameron y Schroeder (1945) y Monselise y Goldschmidt (1982), que se-
fialan que -los carbohidratos de la planta sdlo son movilizados parcialmente y
la utilizacion completa del almidon no se alcanza ni siquiera en los momentos
de gran demanda como la brotacion de primavera. En la mayoria de los arbo-
les se produce una recuperaciéln dej _conternirdo en carbohidratos antes de que
se agoten las reservas acumuladas, de forma que generalmente la degradacion
no Sobrépésé un nivel mfnimo de E:‘afbc-ahi-dr"at'os‘ e‘n 'laé c‘::él‘ul‘asA (PrAie>stl.ey-, .1 9'71-).7
La presencia de un residuo de almidon no metabolizado se observa
tambien en l_as.hojas separadas de la planta, en las que la rapida degradacion
que se produce en estas condiciones se detiene al alcanzar un contenido mini-
mo de 0,2 mg/ cm2 (Figura 60), lo que representa mas del 15 % del valor ini
.cial en todos los casos. Kriedemann (1969a) ha sefialado que el almidén acumula_
do en las hojas de citricos no es totalmente metabolizado ni alin cuando se in-
cuban-las hojas separadas de la planta a la oscuridad durante 21 dias. Sinem
bargo, con estos datos no queda claro si la muerte de la hoja se pr‘odu;e debi
do a que se alcanza un contenido limite en carbohidratos para la supervivencia
de las células del tejido o si, por el contrario, esti regulada por ctro factor
distinto, de modo que si no se metabolizan todos los carbohidratos contenidos
inicialmente en la hoja esporque este otro factor provoca-—la muerte con anterio

ridad al agotamiento de las reservas.

En resumen, sdlo un determinado porcentaje de las reservas acu-
muladas durante el reposo vegetativo son utilizadas en el periodo. de crecimien
to y desarrollo, pues si bien la movilizacion del almidon puede producirse has
ta en un 80 % de su contenido maximo, sélo se moviliza entre el 50 y el 60 %
de los carbohidratos totales, permaneciendo el resto de las reservas en equili

brio dinamico con el metabolismo y el transporte.
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C.- RELACION DE LOS CARBOHIDRATOS CON LA FRUCTIFICACICN.—

La importancia de los carbohidratos en la fructificacion parece des
prenderse de los estudios de diversos autores, que sefialan una ccrrelacion po-~
sitiva muy estrecha entre el nivel de carbohidratos de las hojas al final del re
poso invernal y la cuantfa Vde lé coée&hé éiéuiénte (Lewis et al., 1964;: Jones
et al., 1974). Del mismo modo, se ha encontrado una correlacion negativa en-
tre la cosecha precedente y la acumulacidon de carbohidratos en las hojas (Smith
et al., 1953; Hilgeman et al., 1967; Jones et al., 1970). A pesar de la exis-
tencia de estas correlaciones Jones et ai. (1974) dudan que el contenido en --
carbohidratos sea un factor limitante que controle la pﬁoduccién del afio siguien
te, debido fundamentalmente a dos hechos: 1) los tratamientos realizados con -
acido naftalenacético (NAA) en la variedad "Wilking" revierten el ciclo de alter
nancia en la fructificacion de esta variedad pero no cambia el de acumulacion
de carbohidratos en las hojas (Lewis et al., 1964) y 2) en la variedad "Valen-
cia" hay un claro efecto del fruto sobre el cuajado, de modo que una recolec-
cion tardia determina una menor produccidon al afio siguiente que si la recolec-
cion es temprana, pero no afecta sin embargo el conténido en carbohidratos de
las hojas adultas,l que es independiente del momento de- la recoleccion (Jones et
al., 1970),.por lo que parece descartarse la posibilidad de una relacién causa—

efecto entre niveles de carbohidratos y fructificacion.

La interpretacion de las correlaciones entre el contenido en carbo
hidratos de las hojas y la fructificaci¢n no es univoca ya que puede reflejar -
la intervencion de otros mecanismos de regulacion distintos, siendo aquéllas -
correlaciones secundarias y debidas a la accidn de estos mecanismos. Particu
larmente relevante es la influencia de la floracidn en la fructificacion, muy es
trecha cuando el nimero de flores formadas en el arbol es baja (Moss, 1973),
situacion muy frecuente en las variedades, veceras, en que se han realizado

los estudios discutidos anteriormente. Ademas, la floracion estd inversamente
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relacionada con la cosecha precedente (Moss, 1971; Agusti et al., 1982) y ,
por tanto, correlacionada positivamente con el nivel de carbohidratos en lasv
hojas, que se ha sefialado como el factor déterminante de las diferencias en
floracion (Goldschmidt y Golomb, 1982) ya que Altman y Goren (1977) sefalan
que la sacarosa es esencial para la brotacion de las yemas "in vitro". Sin
embargo, esta exigencia para la brotacion ha sido cuestionada (Guar'vdigla et al.‘
i9825 y Hay e.vi.de.ncia's de una regulacion hormonal de la floracion tanto en -
agrios (Guardiola et al., 1977; Monselise y .Goldschmidt, 1982) como en otros
frutales (Luckwill y Silva, 1979; Ebert y Bangerth, 1981) por lo que la corre
lacién entre carbohidratos y floracion podria ser meramente accidental y de-

bida a mecanismos que operan simultaneamente.

A pesar de las dudas en la interpretacion de las correlaciones
apuntadas, Ios datos de este estudio demuestran que las excepciones sefialadas
pueden ser originadas por la desafortunada éleccién de las hojas adultas como
organos a analizar. Las variaciones estacionales en el contenido en carbohi-
dratos presenta una pauta distinta en aquéllas y en las hojas de la brotacion
de primavera situadas junto a un fruto en desarrollo, que presentan un acusa
do descenso en el contenido en carbohidratos en el momento de la calida de -
Junio (figura 48). Esta caida en el contenido en carbohidratos se produce —
cuando su capacidad fotosintética es maxima (Moss et al., 1972) y coincide -
con el aumento en la ve.locidad de crecimiento -y por tanto en la acumulacion
de metabolitos- en el fruto en desarrollo, que supera la capacidad fotosintéti
ca de las hojas jovenes en lcs brotes mixtos (Moss et al., 1972), momento en
el que se produce una detencidon transitoria en la acumulacion en las hojas de
los elementos moviles en el floema (nitrogeno, fosforo, potasio; Gonzalez Fe-
rrer, datos sin publicar). Parece evidente la existencia de un momento en el
que se presenta un deficit en la disponibilidad de carbohidratos y elementos
minerales, que no se traduce en un modificacion en el ritmo de tranSpor‘te -

desde las hojas adultas (figura 48-A) y presumiblemente ambos factores pue-
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den limitar el desarrollo y, por tanto, la capacidad de supervivencia del fruto
(Zucconi et al., 1978; Agusti et al., 1982) por lo que las correlaciones entre
contenido en carbohidratos y cosecha no se presentan siempre, aunque deben

ser mas estables para el contenido en hojas jovenes que en hojas adultas.

Es notable al respecto que Hilgeman et al. (1967) si encuentran
_ u_na_' influencia de l_.a ‘época de recoleccion del fruto de la naranja '"Valencia'
y el contenido en azlcares en las hojas jovenes, aunque no en.las adultas,
si bien el nimero de muestras analizadas por estos autores es insuficiente- -
para establecer la influencia en el cuajado del fruto. La aseveracion de Gold
schmidt y Golomb (1982) de que las hojas son un mal indicador del nivel de
carbohidratos en el arbol es admisible para las hojas adultas, que ain guar-
da una relacidén con el contenido en las rafces -brgano que proponen analizar
estos autores-, pero no para las jovenes. Por el contrario, éstas parecen -
suficientemente sensibles para determinar la disponibilidad de carbohidratos
para el fruto en desarrollo y proporcionan una serie de ventajas de indole —-
practica (facilidad de muestreo, posibilidad de tipificacidén, repetibilidad) que

aconsejan su utilizacion frente al uso de ‘las raices.

La velocidad de transporte constante desde las hojas adultés .(fi—
gura 48-A) no es un caso singular. Si\bien en la mayor parte de los casos
hay una correlacion entre la fotgsfntesis y el transporte desde las hojas --
(Moorby, 1977), se ha sefialado un ritmo de exportacion constante, aunque du
rante un periodo de tiempo limitado, tanto para niveles fotosintéticos muy ba-
jos (Ho, 1976) como para contenidos elevados de azlcares en las hojas (Chris
ty y Swanson, 1976). Amtos casos deben reflejar distintos factores limitantes
en el transporte; la velocidad de movilizacidon de las reservas previamente -
acumuladas en el primero y la capacidad del sistema de transporte en alguno
de sus puntos en el segundo. En las hojas adultas del naranjo, el ritmo de -
transporte de las reservas medido es, en el periodo de descenso constante -

del contenido en carbohidratos (principios de Abril a mediados de Julio) de
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2. DT
0,074 mg glucosa / dm™ x hora, valor unas 35 veces menor a la maxima foto-

sintesis neta medida y al que habrfa que afadir la fijacion de CO, por estas

2
hojas, que no supera los 2,56 mg glucosa / dm2 x hora (Moss et al., 1972).
Teniendo en cuenta que en esta época del afio el periodo luminoso efectivo -
parz la fotosintesis es alrededor de 10 horas diarias mientras que el trans-
porte se lleva a cabo también durante el periodo-oscuro del dia, el transpor
| té .tot.al‘ dé_ ésfmflédds V(rres.er'-vars has -fo'toési-mi.ladoAs dei dfé: ‘27-,3.5 mg gnlu<.:o§a-
/ dm2 x dia) es apenas mayor (1,07 veces) que la fotosintesis producida diaria
mente (25, 6 mg glucosa / dn':2 x dia), lo que da como resultado un descenso -
lento y gradual del nivel de las reservas de carbohidratos en estas hojas. La
saturacion del sistema de transporte parece‘ en este caso responsable del r‘i_g
mo constante de desaparicion de las reservas a pesar del aumento del consu-
mo por el fruto en estas fechas, puesto que la disponibil?dad de las reservas
no puede considerérse limitante ya que el nivel de carbohidratos en estas ho-
jas es elevado y la actividad amilrolftica encontrada podria explicar la movili-
zacion del almidon presente en pocas horas. La posibilidad de que el sistema
vascular limite el transporte al fruto ya ha sido sefialada por Bollard (1970)
para el tomate, y Habeshaw (1969) indica que para indices fotosintéticos ele-

vados se produce una saturacidn._del sistema de transporte en las hojas de re

molacha.

El hecho de que la eliminacion Vdel fruto localmente no afecte la
velocidad de exportacidn (figura 53-B) indica que los gradientes locales de -
carbohidratos no tienen gran influencia en el transporte, pudiendo estar regu
lado por las resistencias de los tejidos al mismo. Luckwill y Silva (1979), -
trabajando con manzano, sugieren que la eficiencia de las conexiones vascula
res puede jugar un papel importante en la nutricion de los frutos, ocasionan-
do una mayor caida de los que estan en posicion axilar frente a los termina-
les. Por tanto, no puede ser ignorada la posibilidad de que la aparente inde

pendencia del transporte entre las hojas adultas y los sumideros esté deter-
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minada por la ausencia de conexiones directas ehtre los tejidos conductores

de estas hojas 'y los de los brotes en desarrollo (figura 66). Segln esto, un
aumento del consumo en los frutos provoca un incremento inmediato del trans
porte desde las hojas jovenes, a las que estan conectadas directamente, y ul
teriormente desde el tallo. La influencia del consumo a nivel del br‘dte sobre
las hojas adultas es generalizada entre todas ellas por estar ;one;tadas al‘ -
sistema de transporte a larga distancia y no directamente con los frutos. El

efecto del sumidero se diluye y por ello no se detecta una influencia clara -
del aumento del consumo en el fruto sobre las hojas adultas, contrariamente

a lo que sucede con las hojas jovenes, que estin unidas directamente con los

frutos.
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nfloema
FRUTO
conexiones vas-
culares directas
resistencia baja) BROTE DE PRIMAVERA

HOJA
ADULTA

t conexiones directas con
| el sistema de transporte

| a larga distancia.

RAMA DE OTONO

conexiones laterales
poco eficaces
(resistencia elevada)

Figura 66.- Relaciones nutricionales entre las hojas y el fruto en desarrollo.
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D.- CONTROL DE LA MOVILIZACION Y DISTRIBUCION DE LOS CARBOHI-
DRATOS EN LA PLANTA.-

A la relacion fuente—sumider‘o‘ que existe entre hojas y frutos, que
se observa de forma mucho mas patente en las hojas jovenes y que provoca el
descenso brusco del contenidor en ca_r‘bphjdrfat‘os‘ d‘e estas hojas_ en_la_ é‘po_ca_ de
crecimiento rapido del fruto, se superpone una relacion distinta que hace que
la distribucion de los aziicares en la planta no pueda entenderse simplemente -
en términos de demanda de fotoasimilados por crecimiento. El contenido de car
bohidratos en las hojas jovenes aparece determinado por la presencia del fruto,
teniendo menor contenido en aziicares solubles y en almidén las hojas de brotes
vegetativos que las de brotes fructiferos (figura 43). Aungue en prir;éipio esto
podria deberse a que el &pice vegetativo en crecimiento es un sumidero mas p
tente que el fruto en desarrollo ya que hasta el mes de Junio el peso seco me
dio del fruto es del mismo orden que el de una hoja y las hojas en desarrollo
son sumideros muy potentes en esta 'e.poca (Kriedemannn, 1969a y b; Kubota vy
Motoyama, 1971; Moss et al., 1972), los experimentos de eliminacion de fruto
no admiten esta interpretacion. En Ias_hojas de ramas sin fruto seria espera-
ble un aumento del contenido en azlicares en cuanto que se elimina el sumide-
ro principal de sustancias nutritivas y asi, Treharne (1982) obtiene este resul
tado trabajando con manzano. Sin embargo, en nuestros experimentos, la elimi
nacion de los frutos de la rama no altera la pauta de movilizacidn en las ho-
jas adultas (figura 55-B), mientras que en las hojas jovenes se produce una re
duccion inmediata del nivel de carbohidratos, tanto en valor absoluto como en
relacion a las hojas de ramas con frutos (figura 55-A), a pesar de que en es
ta época del afio no se produce la brotacion de las yemas axilares, lo que oca
sionaria la creacidon de sumideros alternativos. Este resultado es contrario a
la respuesta esperable de existir (inicamente una relacion fuente-sumidero en-

-tre las hojas y los frutos como regulador de la movilizacidn de los carbohi--
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dratos en la planta. .

Estos resultados no excluyen la fuerza del sumidero para atraer
metabolitos como regulador del movimiento de asimilados sino que indican que
no es el Gnico factor implicado. Existe la posibilidad de que los altos niveles
hormonales de lcs drganos en crecimiento puedan jugar un papel importante en
su cap_ac_idad‘de moyil'izacién y les permitan determinar la direccién'del trans
porte (Wareing y Patrick, 1975; Treharne, 1982; Marrée, 1982) vy,  por tanto,
es probable que eh la distribucion de los aziicares en los distintos organos de

la planta en cada momento del desarrollo esté implicado un equilibrio hormonal.

Numerosos autores indican que los frutos en desarrollo son una -
fuente importante de sustancias reguladoras del crr‘ecimiento y, asi, en el gé-
nero Citrus se ha determinado Ié presencia en los frutos de giber‘elinas (Kha
-vlifah et al., 1965; Wiltbank y Krezdorn, 1969; Goren y Goldschmidt. 1970; --
Goldschmidt et al.,. 1970; Monselise, 1977), auxinas (Lewis et al., 1965; Goren
y Goldschmidt, 1970), citoquininas (Khalifah y Lewis, 1966; Erner et al., 1976;
Monselise, 1977; Furib et al., 1981) y acido abscisico (Goren y Goldschmidt,
1970; Golds’chmidt et al., 1970, 1973; Garcia Martinez et al.,1976). Grochows
ka (1973) seflala que en el manzano el descenso rapido del contenido en almi-
don de Iag hojas coincide en el tiempo con la aparicion de grandes cantidades
de giberelinas en las semillas. Adem'as, las sustancias hormonales producidas
en los frutos difunden facilmente hacia otros tejidos. En el manzano, Ebert y
Bangerth (1981) describen un aumento de giberelinas difusibles eﬁ los frutos -
durante los primeros estadios de su desarrollo y en el género Citrus Garcia
Martinez y Garcia Papi (1979) han deteﬁtado en las primeras semanas después

de la antesis la produccidon de hormonas difusibles desde el fruto, que identifi

can como sustancias de tipo auxinico y como giberelinas.

Es un hecho ampliamente reconocido que las sustancias regulado-

ras del crecimiento afectan el transporte y Treharne, en su revision de 1982,
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sefiala que el transporte de asimilédos hacia los frutos se ve incrementado por
aplicaciones especificas o generales tanto de giberelinas como de auxinas o -
‘ citoquininas. Asimismo, el acido abscisico es capaz de inducir tanto un aumen
to como una reduccion de la importacion de asimilados en semillas de avena -
dependiendo de su concentracidén y del estado de desarrollo de las semillas -
(Tietz et al., 1981) y segln estos autores es _po_sible que el efecto del _éc_idc_)
ébscfsico sobre el transporte y almacenamiento de az{icares sea mas general
y no esté (nicamente restringido a cereales, dado que otros autores (Diiring

y Alleweldt, 1980) lo han observado también en otras plantas (Vitis vinifera).

Sin embargo, el papel de las hormonas en la distribucion de los asimilados no

esta claramente dilucidado y es objeto de controversia.

Una teoria, apoyada por numerosos experimentos,. indica qué el -
aumento del transporte que se produce hacia zonas tratadas con sustancias hor
monales es una consecuencia del incremento de la actividad metabolica de la -
region tratada (Seth y Wareing, 1967; Gersani et al., 1980a y b), lo que ins-
cribe este efecto en la relacion fuente-sumidero tipica. Esta relacion, bien de
forma directa o bien mediada por una accion hormonal, no es suficienté para
explicér los resultados obtenidos en este trabajo y (nicamente una accion so-

bre el transporte de forma independiente a la utilizacion metabolica de las sus

tancias transportadas explicarfa nuestros resultados.

La hipotesis del transporte dirigido hormonalmente ha sido formula
da por diversos autores basandose en los resultados obtenidos con segmentos
de plantas adultas, que no estan en crecimiento, y en los que las aplicaciones
hormonales provocan el aumento del transporte en menos de 6 horas (Davies y
Wareing, 1965), tiempo que parece insuficiente para que la respuesta esté me
diada por un incremento de la actividad metabolica. Por ello, sugieren que el
aumento del transporte puede ocurrir sin ningin cambio concomitante de la —-

fuerza del sumidero. El aumento del crecimiento inducido por las hormonas -
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puede no ser el mecanismo exclusivo por el que estas sustancias actlian sobre
el transporte (Moorby, 1977; Patrick, 1982). Patrick y Wareing (1970), traba-
jando con entrenudos de judia no pudieron detectar ninguna alteracidon del es-—
tado metabolico ni de la capacidad de almacenar sacarosa por tratamientos con
acido indolacético que, sin embargo, produce un aumento del transporte. La -
posibilidad de que el acido indolacético pueda afectar de fo_r‘ma »di_re_ctia [os me
‘céniénios- de rtr'-an-spror‘-te'est'a apoyada por el hecho de que promueve la diferen-

ciacion del tejido del floema (Sachs, 1975).

Marré (1982) indica que hay numerosas observaciones que demues
rtr'an claramente que sustancias producidas por organos en crecimiento dirigen
los flujos de nutrientes no sdlo hacia esas zonas.en crecimiento sino tambiéen
hacia las regiones vecinas. Esto podria explicar los mayores niveles de car-
bohidratos encontrados en las hojas de brotes fructiferos frente a los de bro
tes vegetativos. Ademas, sefiala que la eliminacion de los frutos jovenes deter
mina un marcado descenso de los aziicares solubles y el almidon en las zonas
vecinas en el brote, como sucede en las hojas jovenes de naranjo y que, por
el contrario, no afecta  de forma detectable el contenido en carbohidratos de -

las hojas adultas.

Segln indican Wareing y Patrick en su revision de 1975, estos <
experimentos con segmentos de tallos no desestiman la fuerza del sumidero co
mo regulador del movimiento de asimilados y, como sefiala Treharne (1982) los
argumentos en favor del transporte dirigido hormonalmente no seran concluyen
tes m.ientr'és no se disefien experimentos en los que se pueda diferenciar cla-
ramente la actividad metabdlica del sumidero del transporte en si mismo. Por
ello, la mayorfa de los autores consideran insuficiente los datos disponibles -
hasta el momento para:ifclinarse por una u otra hipotesis (Patrick y Wareing,
1973; Mulligan y Patrick, 1979) y ain Altman y Wareing (1975) sugieren que -

ambos sistemas pueden estar controlando el transporte, mientras que Bowen y
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Wareing (1971) sefialan que parecen existir objeciones a ambas hipdtesis como

Unicas responsables del transporte de metabolitos.
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E.- ASPECTOS METABOLICOS DE LA MOVILIZACION DEL ALMIDON.-

La actividad enzimatica asociada a la fraccion enzimatica 2, que
corresponde a las bandas 1 a 6 de los electroforegramas, se debe a amilasas
alfa-amilasas, siendo inactivadas por EDTA (Swain y Dekker, 1966b; Pech
et al., 1971; tabla 9 y figuras 24 y 27); su actividad desciende drasticamen-
te a pH bajos (French, 1960; Shain y Mayer, 1968; tabla 8 y Figura 18); son
resistentes a la inactivacion termica (Pech et al., 1971; figura 29) y se trata
de endoamilasas puesto que degradan sustratos altamente ramificados, como -
la amilopectina, sin dejar residuos de alto peso molecular (Fischer y Stein,
1960; Bilderback, 1973; Doehlert y Duke, 1983). Ademas, su pesoﬂ molecular,
cercano a los 50.000 daltons, es similar al encontrado para otras alfa-amila
sas de origen vegetal (Fischer y Stein, 1960). Su resistencia al cloruro mer
clrico es inferior a la que algunos autores (Pech et al., 1971) consideran -
propia de las alfa-amilasas (tabla 9), pero esta menor resistencia se ha sefia
lado también para otras alfa-amila;s.as de tejido foliar. Okita et al. han des-
crito una endoamilasa presente en el cloroplasto (1979) y el el citoplasma -
(1980) de las células de hojas de espinaca que es sensible a los agentes oxi-
dantes de los grupos sulfhidrilo. El comportamiento de la alfa-amilasa de na-
ranjo difiere tambien en cuanto a su respuesta a .la adicion de iones calcio -
al medio. Segin Swain y Dekker (1966b) la alfa-amilasa de guisante es acti-
vada por la presencia de bajas concentraciones de calcio cuando los extractos
han estado en contacto con secuestradores de estos iones tales como el citra
to u oxalato. Sin embargo, los extractos de naranjo obtenidos con tampdn ci-
trato-fosfato no son activados por la adicion de bajas concentraciones de cal-
cio (figura 9), lo que indica que estos iones estan fuertemente unidos a la -
molécula de enzima. Irshad y Sharma (1981) describen un efecto inhibidor de

concentraciones elevadas de calcio sobre la actividad de las alfa-amilasas se
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_lznipuri_ficadas de semilla de maiz, trigo, cebada y cacahuete, no presentando-
se sobre alfa-amilasas de origen animal (pancreatica) o bacteriano (Bacillus).
Este efecto inhibidor no se presenta en los extractos crudos de hoja de naran
jo (figura 9) asi como tampoco se ha encontrado sobre los de cotiledones de
guisante (Monerri, 1983). No puede excluirse la posibi'lidad de que exista una
interférencia con el calcio po4r‘ ‘pa‘r't‘e deralrguna sustancia presente en los ex-
tractos crudos.

La fraccion enzimatica 1, correspondiente a las bandas 7 a 13 -
de los electroforegramas, responden a las caracteristicas clasicas de las be
ta-amilasas, siendo rapidamente afectadas por el cloruro merciirico, mientras
que no son inactivadas por el EDTA (tabla 7 y figuras 25 y 28) ni los pH —--
muy acidos (tabla 6, figura 16). Su peso molecular - alrededor de 150.000 -
daltons— es similar al de otras beta-amilasas (French, 1960). Estas enzimas
son capaces de atacar tambien la amilopectina, formando dextrinas limite co-
mo producto de reaccion. La longitud de onda de absorcion maxima del com--
plejo iodo-sustrato varia con el grado de polimerizacion de este Ultimo (Aka-
zawa, 1965) por lo que en los electr‘ofor‘egramas Ias: bandas de actividad de-
bidas a la beta—amilasa presentan una coloracion distinta a la coloracidon de
fondo producida por el complejo amilopectina-iodo. Las bandas de actividad -
debidas a las alfa-amilasas no presentan ninguna coloracidon, puesto que es—-—

tas enzimas degradan totalmente el sustrato (figura 30).

Los resultados obtenidos con los extractos crudos difieren de los
descritos para los extractos purificados en cuanto a su respuesta al cloruro
mercirico. Concentraciones de cloruro merciirico muy efectivas para la inac-
tivacion de la beta—amilasa en extractos purificados de hojas de naranjo (fi-
guras 25 y 28) y en extractos crudos de guisante (Sanz, 1978; Monerri, 1983
no afectan practicamente a los extractos crudos de naranjo (figura 10), por -
lo que la estimacion de la actividad alfa-amilolitica como la residual de los

extractos crudos tratados con cloruro mercirico conduciria a atribuir la casi
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totalidad de la actividad a amilasas de tipo alfa, lo cual es erroneo. Median-
te cromatografia se ha determinado que la beta—amilasa contribuye en alrede-
dor del 40 % a la actividad total recuperada, que es superior al 80 % de la
presente en los ‘extractos crudos en todos los casos. Parece obvia la exis—-
tencia de alguna sustanc_:iav en los extractos crudos que impide la inactivacion
de la beta-amilasa por accion de este agente y que es eliminada durante la -
purificacion por cr‘omatogr‘a_ﬁa o electroforesis, por lo que se cuestiona la -
utilizacion de este método para la estimacion de la actividad de los dos gru-

pos de isoenzimas en extractos de hojas sin purificar.

La actividad amilolitica total encontrada a lo lar;go de este traba
jo es muy superior a la,requerida para hidrolizar el almidon contenido. en -
las hojas ya que la actividad minima obtenida es capaz de explicar la degra-
dacion del contenido maximo de almidon en pocas horas. Es muy posible que
con el método utilizado se produ'zca la extraccion de enzimas no activas '"in
vivo" en esos momentos, por lo que la actividad encontrada es muy superior

‘a la realmente en activo en las células.

Para determinar si la movilizacion del almidon esta regulada por
1a amilasa, los cambios del contenido en almidon deben compararse con las -
variaciones de la actividad amilolitica y no con la actividad total en cada mo-
mento. Las variaciones de la actividad amilolitica a lo largo del afio en las
hojas adultas (figura 49) no guarda relacion aparente con la acumulacion de
almidon (figura 41). El contenido en almiddon disminuye de manera constante y
gradual desde el comienzo de la primavera sin que se observe ninguna acele
racion de la movilizacidn en coincidencia con la aparicion de los acusados -
picos de actividad obtenidos. En las hojas jovenes se encuentra inicialmente
una relacion entre la actividad amilolitica y el contenido en almidon. Durante
la época de acumulacion de almidon la actividad amilolitica es baja y en el -
mes de Junio se produce un incremento inmediatamente anterior al descenso

del contenido en almidon que se da en esta época (figuras 41 y 49). Poste-
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- riormente, sin embargo, se presenta de forma paralela un aumento de la acti
vidad y una recuperacidon del contenido en almidén (semanas 26 y 27) y a par
tir de ese momento la actividad ‘se mantiene rela’tivamente constante hasta la
semana 48 mientras que el nivel de almidon desciende en pocas semanas. Te
niendo en cuenta que, como se discut_e en gl apartado A, el metodo utilizado
extrae mayor cantidad de almidon que los métodos enzimaticos, al corregir -

los valores se o'bt'iehe.qL-xe.eI- crorite.nidoreh élmidéﬁ é p.ar'.tir.‘ d.eAla. sAerr.lar.\av33 |
corresponde al fijado por la fotosintesis diaria y por tanto, a la actividad -

amilolitica relativamente elevada que se obtiene en esta &poca no puede corrés

ponder una ulterior movilizacion del almidon.

Por el contrario, en-los estudios realizados en sistemas mas li-
mitados y controlados como los experimentos de eliminacic’m de fr‘utd y los de
hojas separadas de la planta, si que existe una correspondencia entre los cam
bios de la actividad amilolitica y la degradacion del almidéon. La movilizacion
mas réapida provocada en las hojas jovenes por la eliminacion del fruto (figu-
ra 53-A) va acompafiada por un incremento en la actividad amilolitica superior
al encontrado en las hojas de brotes con frutos (figuras 56-A y 57). En las
hojas adultas, en las que la pauta de movilizacion del almidon no varia al eli
minar el fruto, no se producen tampoco diferencias en la sintesis de enzimas
amiloliticas (figuras 53-B y 56-B). Del mismo modo, en las hojas separadas
de la planta se observa también un descenso del contenido en almidon junto a

un aumento de la actividad amilolitica (figuras 60 y 64).

La ausencia de correlacion entre las variaciones estacionales de
la actividad amilolitica y los cambios del contenido en almidon a lo largo del
afio indica que la movilizacion del almidon no esta regulada al menos exclusi
vamente por estas enzimas, pudiendo estar implicada también la via fosforoli
tica. La presencia de enzimas de las dos vias en hojas (Peavey et al., 1977;
Pongratz y Beck, 1978; Okita et al., 1979), asi como la deteccidon de produc

tos de reaccidon de los dos sistemas enzimaticos (Levi y Gibbs, 1976; Heldt et
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al., 1977; Peavey et al., 1977) han llevado a Okita y colaboradores (1979) a
proponer un modelo de accidon conjunta segin el cual el almidon serfa inicial-
mente atacado por las amilasas produciendb maltosa, glucosa y oligosacaridos
y liberandose posteriormente glucosa-1-fosfato por accion de la fosforilasa a

partir de los oligosacaridos formados por la alfa-amilasa.

"En el metabolismo del almidon en las hojas de naranjo podrian es
tar implicadas las dos vias degradativas y si bien no se ha realizado un es-
tudio de los productos del metabolismo del almidon, si se han detectado al me

nos tres fosforilasas en los extractos (figura 35).
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De la discusion de los resultados anteriormente expuestos se des

prenden las siguientes conclusiones:

T.- Tanto los azlicares solubles como el almiddon constituyen reservas meta-
bolicamente reutilizables por la planta, siendo el almidon una reserva de car
bohidratos que permite mantener el nivel de azlicares solubles por iencima de

un valor minimo.

2.- La cafda del fruto durante el mes de Junio no viene determinada por el
agotamiento de las reservas hidrocartonadas de la planta, pues sblo un por-
centaje entre el 50 y el 60 de las reservas acumuladas durante el reposo ve

getativo son utilizadas en el periodo de crecimiento y desarrollo.

3.~ La movilizacion de las reservas en las hojas adultas se produce de forma
gradual y a un ritmo éonstante, al menos hasta mediados de Julio y no se ve
afectada por la eliminacion de los sumideros de las ramas en que estan situa
das. Esto es explicable po‘r la ausencia de conexiones vasculares directas -
entre estas hojas y los frutos en desarrollo asi como por saturacion del sis

tema de transporte.

4.- El estado nutricional de la planta se refleja de manera distinta en las ho
jas jovenes y en las adultas. Durante el mes de Junio se presenta un perio-
do critico en el contenido en carbohidratos en las hojas jovenes cercanas al
fruto, lo que refleja la existencia de una competencia de caracter local por
los fotoasimilados y que puede provocar la caida de los pequefios frutos en

desarrollo.
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5.~ La relacion existente entre el fruto y las hojas situadas en el mismo bro
te no se explica simplemente por la r*elaéic')n fuente-sumidero. Las hojas de -
brotes fructiferos presentan una acumulacion mayor de almidon y una degrada
cion mas répida que las hojas de brotes vegetativos. La distribucion de los

azlicares en los distintos 6'r'garnos' de la pla'nt’a en cada momento del desarro-
llo no esta, por tanto, regulada (nicamente por factores nutricionales sino -

también por otros distintos, presumiblemente hormonales.’

6.- En las hojas de naranjo existe el complemento enziméticz; necesario para
la degradacién del almidén, tanto por la via amilolitica como por'._ia fosfor‘o-
Iltica. Por electroforesis en geles de poliacfilamida se encuentran 3 fosfori-
lasas y un total de 13 amilasas, de las cuales 7 son exoamilasas (beta-ami-

lasas) y las otras 6 endoamilasas (alfa-amilasas).

7.- La alfa-amilasa de naranjo presenta caracteristicas atipicas como son su
parcial sensibilidad.a la accion de los inactivadores de los grupos sulfhidri-
lo y su mayor resistencia a los agentes secuestrantes de iones calcio, por -

estar estos iones fuertemente unidos a la molécula de enzima.

~

8.- En los extractos crudos existe alguna sustancia que impide la inactivacion
de la beta-amilasa por el cloruro mercirico, por lo que la determinacidon de
la actividad alfa-amilolitica como la residual de extractos tratados con cloru

Id - . - - agre - s
ro mercurico debe realizarse con extractos purificados o semipurificados.

9.- La movilizacion del almidon en hojas adultas no estd regulada aparente—-
mente por la actividad amilolitica y las variaciones de actividad que se pro-
ducen a lo largo del afio no coinciden con variaciones en la velocidad de de

gradacion del almidon.
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10.- La eliminacion de los frutos de las ramas ‘en que estan situados no pro
voca cambios en el ritmo de degradacion en las hojas adultas y tampoco afec

ta su actividad amilolitica. -

[}
11.- En las hojas jovenes, particularmente en los experimentos de elimina--
cion del fruto, se presenta una. estrecha relacion entre la variacion de la -
actividad amilolitica y la del contenido en almidon. La eliminacion del fruto,
que provoca un descenso mas rapido del contenido en ~‘al,midén, induce también
una mayor actividad amilolitica que en las hojas de br'otes'_ con fruto..Del mis
mo modo, durante la senescencia de las hojas separadaé de la planta se pro
dl:lce un importante aumento de la actividad amilolitica simultaneamente con un

rapido descenso del nivel de almidon.
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