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I . 1 . -  L O S  C A R B O H I D R A T O S  E N  L A S  P L A N T A S  P E R E N N E S . -

1 . 1 . 1 . -  V A R IA C IO N E S  E S T A C IO N A L E S .-

En las plantas perennes el exceso de productos fotoasímllados du­

rante las épocas de menor consumo es almacenado en distintas partes de la -  

planta . La acumulación de carbohidratos y su disminución en la planta re fle jan  

variaciones de la demanda para el crecim iento vegetativo y reproductivo. Los 

arboles que crecen mediante brotaciones interm itentes u tilizan  d iversas canti­

dades de carbohidratos en cada una de e llas  y a menudo muestran varios mí­

nimos y máximos en el contenido de las reservas  (Kozlowski y K e lle r ,  1966). 

V ariaciones estacionales del contenido de diversos carbohidratos han sido ca 

racterizad as  en una amplia variedad de plantas leñosas, incluyendo especies 

fo re s ta le s , fru ta le s , árboles tropicales y subtropicales, vides y arbustos (re  

visión de Kozlowski y K e lle r , 1966).

En las plantas caducifolias es obvia la necesidad de la acumula­

ción de reservas durante el otoño, previamente a ía abscisión de las hojas, 

dado que el comienzo del crecim iento en prim avera deberá depender en gran 

medida de estas reservas hasta que las hojas recién formadas provean al á r ­

bol de nuevos fotoasimilados. En la mayoría de estos árboles las reservas de 

carbohidratos son máximas durante la prim avera y disminuyen de forma abrug> 

ta durante el crecim iento que se da en esta época del año, alcanzándose los 

valores mínimos durante el periodo de crecim iento vigoroso de las hojas (fina_ 

les de p rim avera , principios de verano). Posteriorm ente se produce una recu 

peración de las reservas hasta a lcanzarse un nuevo máximo en otoño, previo  

a la caída de las hojas y , finalm ente, aparece un mínimo de almidón (pero no 

de azúcares solubles) durante el invierno (Sim inovitch et a l . ,  1953; S au ter, 

1966; Kozlowski y K e lle r , 1966;. W orley, 1979).
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Muchas plantas perennifolias de las zonas templadas presentan un 

modelo de crecim iento s im ila r al de las caducifo lias , con una fase principal 

de crecim iento en prim avera . Durante esta época se u tilizan  grandes cantida 

des de carbohidratos y elementos n u tritiv o s , principalm ente componentes n itro  

genados (M eyer y S p litts to esser, 1971) y aunque estos árboles podrían no re ­

q u e rir  reservas  de carbohidratos como las plantas caducifolias debido a que 

poseen la capacidad de re a liz a r  la fo tosíntesis, Kozlowski y K e lle r  señalan 

en su revisión de 1966 que diversos autores han descrito  una pérdida neta de 

CO^ durante el comienzo del periodo de crecim iento , indicando que los carbo  

hidratos de reserva  también son indispensables en esta fase del c ic lo  v ital -  

de las plantas perenn ifo lias .

La acumulación de las reservas comienza en los puntos más a le ­

jados de los lugares de producción - la s  h o jas- para acercarse  poco a poco 

a éstos. La m ovilización sé produce en sentido inverso al de almacenamiento, 

es d e c ir , se in icia  en los lugares más cercanos al punto de u tilizac ión  y pro  

gresa basipetalmente hacia las ra íces (Kozlowski y K e lle r , 1966; Zimmermann,

1974), por lo cual las variaciones estacionales del contenido en carbohidratos  

de las ra íces pueden estar ligeram ente desplazadas en el tiempo con respec­

to a la parte  aérea (Zimmermann, 1974).

En los árboles fru ta les  la u tilizac ión  de las reservas está muy -  

relacionada también con el crecim iento del fruto.~ Grochowska (1973) indica que 

en el manzano el mínimo contenido en almidón se presenta unas cinco semanas 

después de la flo rac ió n , y en el a lbaricoque, Bennett (1924) encuentra los nî  

veles mínimos en el mes de Mayo, manteniéndose estos valores hasta el mes 

de Agosto, durante el que se in ic ia  una recuperación , alcanzándose la acumu 

lación máxima en el otoño.

La recuperación del contenido en carbohidratos se produce en la 

mayoría de los árboles antes de que se agoten las reservas acumuladas, vo l­

viendo a in ic ia rse  el c ic lo  de acumulación tras  el crecim iento del fru to .
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1 . 1 . 2 . -  C A M B I O S  P R O V O C A D O S  P O R  L A P R E S E N C I A  D E  

S U M I D E R O S  A C T I V O S . -

La presencia de sumideros activos (brotes en crecim iento , frutos  

en d esarro llo ) provoca modificaciones de la actividad metabólica de la fuente 

de elementos n u tritivo s . A s í, el índice fotosintético puede verse modificado -  

por la presencia de frutos en la p lanta , habiéndose descrito  un descenso de -  

la fotosíntesis en d iversas especies ai e lim inar los fru to s , como en C itrus  ma 

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

o soja (Mondal et a l . ,  1978). Thorne y K o lle r (1974) señalan que en so ja, al 

aumentar la proporción de órganos que no fotosintetizan , iluminando una sola 

hoja de la p lanta , se produce ün incremento del índice fotosintético. Esta co­

rre lac ió n  entre la fotosíntesis y el transporte  de asimilados hacia los sumide­

ros puede ser modificada por la degradación de los carbohidratos acumulados 

con an terioridad  al aumento de la demanda en la planta (M oorby, 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 determ inar una fuerte  competencia entre los mismos. Crane et a l.  (1972) 

señalan que en P istacia vera  la presencia de fruto en el árbol cuando se es 

tan desarro llando las yemas flo ra les  produce la caída de éstas, lo cual se im 

pide mediante Ja eliminación de los frutos o bien por anillado de las ramas en 

tre  frutos y yemas. Este mismo equipo de investigadores (C rane et a l . ,  1973) 

comprobaron la necesidad de la presencia de las hojas en las ramas para evi_ 

ta r  la abscisión de las yemas flo ra les  aún en el caso de que no se mantengan 

los frutos en el á rb o l. Estos trabajos indican la existencia de una competen­

cia por algún compuesto producido por las hojas y transportado vía floem a, -  

presumiblemente fotoasim ilados, aunque en un estudio p o s te rio r (C rane et a l . ,

1976) no pudieron dem ostrar d iferencias en el contenido en almidón entre r a -
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mas con y sin fru to . En la in terpretación de este último resultado hay que te­

ner en cuenta que el grado de autonomía entre las distintas ramas de un árbol 

depende de la variedad (Monselise y Goldschmidt, 1982) y que en P istac ia  vera  

los mismos autores detectaron movimiento de metabolitos entre ramas vecinas

(C rane et a l . ,  1973). Que se establece una competencia por los carbohidratos
14

ha sido puesto de manifiesto mediante la u tilizac ión  de C , observándose que 

las yemas flo ra les  de árboles sin fruto acumulan el doble de carbohidratos -  

marcados que las de árboles con frutos (Takeda et a l . ,  1980).

De todo ello  parece desprenderse que la competencia por los ca£  

bohidratos es de gran importancia en determinados momentos del c ic lo  de desa 

r ro llo  y puede lleg ar a ser la causa de la abscisión de estructuras reproduc­

tiv as , limitando así la producción final de los árbo les .
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1 . 1 . 3 . -  V A R I A C I O N E S  D U R A N T E  L A  S E N E S C E N C I A . -

Durante la senescencia de las hojas se producen una s e rie  de -  

cambios m etabólicos. Aunque se ha descrito  en algún caso (Thomas y Stoddart

1975) que la senescencia fo lia r  puede no estar asociada necesariam ente a la 

pérdida de c lo ro fila , la disminución del contenido de este pigmento, junto a la 

pérdida de proteínas y ARN durante el envejecimiento es un hecho ampliamen­

te reconocido y que se u tiliza  de forma general como un indicador de la senes 

cencía (rev is ión  de Thomas y S toddart, 1980). Durante este proceso se produ 

ce también la salida de metabolitos de- las hojas senescentes hacia otras regio  

nes de la p lanta. Numerosos autores han descrito  la disminución de carbohidra  

tos al mismo tiempo que desciende la cantidad de c lo ro fila  en hojas o discos 

de hojas de d iversas especies en las que se ha inducido la senescencia a r t i ­

ficialm ente separándolas de la p lanta.

Beevers (1967) trabajando con Tropaeolum majus bajo un régimen 

de 12 horas de ilum inación, y Kao (1981) con segmentos de hojas de a rro z  a 

la oscuridad, señalan que se produce un rápido descenso del contenido de azú 

cares solubles en los prim eros días de permanencia en el invernadero . P or el 

c o n tra rio , S tew art (1971) indica que en hojas de judía en la oscuridad la can 

tidad de azúcares permanece constante durante las prim eras 24 h o ras , mien­

tras  que el almidón disminuye en alrededor de un 7 0 %  sobre el contenido im 

c ia l.  Dwivedi y M ishra (1979) también describen un descenso de almidón en ho 

jas de a rro z  (a lrededor del 40 % en 72 horas), destacando el incremento en 

azúcares reductores que se produce en las prim eras 24 horas para dism inuir 

posteriorm ente por debajo del va lo r in ic ia l. Este mismo hecho ha sido descrito  

por Thimann et a l.  (1974) y Tetley  y Thimann (1974) en segmentos de hojas -  

de avena en la oscuridad, en los que incrementa el contenido en azúcares re ­

ductores durante los dos prim eros d ías , m ientras disminuye drásticam ente la 

cantidad de sacarosa. Spencer y Titus (1973) señalan que la variación  en cío
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ro fila  y azucares en discos de hojas de manzano depende de la edad de las -  

mismas y de las condiciones en que se mantienen. A s í, m ientras las hojas —  

adultas pierden c lo ro fila  tanto a lá luz como a la oscuridad aunque en mayor 

porcentaje en este último caso (2 % y 11 % respectivamente a los 7 d ías ), en 

las hojas más jovenes se produce un incremento de un 4 % a la luz y un des 

censo de un 10 % a la oscuridad. El contenido en azúcares solubles descien­

de en todos los casos, siendo máximo en las hojas jovenes a la oscuridad y 

no existiendo d iferencias entre las dos condiciones externas para las hojas -  

adultas.

A rguelles  y G uardiola (1977) han estudiado el control de la senes 

cencía en hojas de naranjo y , si bien no se han hecho en este trabajo análi­

sis del contenido en carbohidratos, sí obtienen un c la ro  aumento de hasta un 

100%  en 10 días de la actividad am ilo lítica en hojas mantenidas a la lu z , a la 

vez que el contenido en c lo ro fila  disminuye en un 50 % en ese mismo periodo  

de tiempo, comprobando además que los tratam ientos con ácido g ib e ré lico , que 

re trasan la senescencia, inhiben también el aumento de la actividad am ilo líti­

ca.
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I . 2  . -  C A R B O H I D R A T O S  E N  C I T R I C O S . -

Los fru tos verdes con c lo ro fila  tienen capacidad de re a liz a r  la foto­

s ín tes is , pero la mayor parte  de los carbohidratos necesarios para la actividad -  

biosintética de los frutos de los c ítrico s  proceden de las hojas (M cC ready, -

1977). .S i bien el índice fotosintético de los c ítr ic o s  es relativam ente bajo com
2

parado con otras especies de fru ta les  (12 mg CO^ /  dm x h, Kriedem ann, 1968 

1971; B ie lo ra i y M endel, 1969; Moss et a l . ,  1972; Lenz, 1978, lo que represen  

ta entre un te rc io  y la mitad del índice fotosintético del manzano: Kriedem ann,

1978), la producción de fotoasimilados durante el reposo vegetativo es superior 

a la demanda, produciéndose durante el invierno una acumulación de reservas  

hidrocarbonadas que alcanzan los valores máximos en las hojas justo antes de 

la brotación de prim avera (Jones y S te in acker, 1951; Smith et a l . ,  1952; H iI — 

geman et a l . ,  1967; Sm ith, 1976). A p a r t ir  del momento en que se alcanza el 

nivel máximo se produce la degradación continua de las reservas y los azúca­

res producidos son transportados hacia las zonas en d esarro llo  (K riedem ann,-  

1969a y h; Kubota y Motoyama, 1971; Moss et a l . ,  1972), llegándose a los nive 

les mínimos durante el verano (E rickso n , 1968). La proporción de almidón y -  

azúcares v a ría  a lo largo del c ic lo  d escrito . El contenido en almidón descien 

de durante el invierno m ientras que aumenta el nivel de azúcares solubles, he 

cho que se considera generalmente como una respuesta a las bajas temperatu­

ras (E rickso n , 1968; Yelenosky, 1979). P or el c o n tra rio , el nivel de almidón 

aumenta rápidamente durante la p rim avera , poco antes de la brotación , y va -  

siendo degradado durante este periodo de crecim iento (E rickso n , 1968). Según 

Jones y S te inacker (1951) también las brotaciones en otras épocas del año —  

pueden estar precedidas por una acumulación de almidón en las hojas.

Otros fac to res , además de la tem peratura, influyen en la acumula 

ción de almidón en las hojas. D iversos autores (Lewis et a l . ,  1964; Jones et 

a l . ,  1964, 1970, 1973) indican que el nivel de sustancias hidrocarbonadas es­
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tá influido por el número de frutos que soporta el á rb o l. La cuantía de la co 

secha depende no solo del número de estructuras reproductivas formadas du—  

rante la flo ración  sino también del porcentaje de abscisión de las mismas an­

tes de lleg ar a su d esarro llo  completo como fru to s . Aunque el número de flo ­

res producidas por los c ítrico s  es muy elevado, solo un pequeño porcentaje -  

de e llas  llega a co n vertirse  en frutos maduros ya que numerosas yemas flo ra ­

les y flo res  caen antes del cuajado y aún numerosos frutos pequeños se des—  

prenden antes de lleg ar a la m adurez. Erickson (1968) indica que para la va­

riedad Washington-Navel el número de frutos que llega a form ar parte  de la co 

secha final puede representar un porcentaje del número de flo res  inicialm ente  

formadas tan bajo como el 0 ,2  %.

La coincidencia en el tiempo de los máximos porcentajes de caída 

de las hojas y de los frutos (E rickson y Brannaman, 1960) sugiere que entre  

las razones que pueden exp licar la abscisión se encuentra la competencia por 

elementos nutritivos que se establece durante este periodo entre los distintos  

órganos en crec im iento , momento en que los requerim ientos son máximos. A s í, 

durante la época de floración  tanto las flo res  como las nuevas hojas en desa­

rro llo  dependen críticam ente del transporte de azúcares y elementos m inerales  

del resto de la p lan ta . Las hojas jóvenes en d esarro llo  son al p rinc ip io  una -  

zona importante de atracción de metabojitos (Kriedem ann, 1969a y b; Moss et a l . , 

1972), compitiendo eficazmente con las flo res  de tal modo qué, en las prim eras  

fases del d esarro llo  de estas su tamaño es in fe rio r cuando se localizan en in 

florescencias con hojas que en aquéllas situadas en inflorescencias sin hojas 

(Lenz y C a ry , 1969). P ronto , sin embargo, el ritmo de crecim iento cambia, -  

coincidiendo con la exportación de fotoasimilados desde las hojas jóvenes y , fi_ 

nalmente, el porcentaje de flo res  que se convierten en fru to  es notablemente 

superior en las inflorescencias con hojas (S a u e r, 1951, 1954; Lenz, 1966; —  

Jahn, 1973). El efecto de las hojas de la inflorescencia en el porcentaje de -  

fruto cuajado no parece ser de naturaleza hormonal sino exclusivamente n u tr i-
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cional (Moss, 1970).

Aunque parte  de esta competencia se establece por los elementos 

m inerales (G uardiola et a l . ,  1977), la competencia por los azúcares puede de 

♦ sempeñar un papel decisivo ya que se produce una caída importante de fruto  -  

durante la prim avera (caída de Junio), cuando ya se ha restablecido el nivel 

de elementos m inerales en las hojas (G uardiola y G onzález, 1982). La disminu 

ción de la competencia mediante la reducción de la flo ración  estimula marcada 

mente el crecim iento in icial del fruto y , en determinadas condiciones de com­

petencia extrem a, aumenta la producción final hasta más de cuatro veces la de 

los árboles testigo (G uardiola et a l . ,  comunicación personal).

La relación entre el contenido en almidón antes de la brotación y 

el cuajado del fruto  ha sido estudiada por diversos autores. Lewis et a l ..(1964), 

trabajando con la variedad "W ilking" indican que un contenido elevado en c a r­

bohidratos en las hojas durante la brotación favorece la producción, aunque -  

afirm an que no parece ser un factor lim itante. P o r otro lado, Jones et a l. -  

(1973) y Goldschmidt y Golomb (1982) señalan que en el C itru s  re ticu la ta  la 

cuantía de la cosecha no está relacionada con la acumulación de alm idonen las 

hojas pero sí con el contenido del mismo en las ra íc e s . S in embargo, en la -  

variedad "V alencia" Jones y colaboradores (1970, 1974) sí han encontrado una 

corre lación  positiva entre el contenido en almidón de las hojas antes de la bro  

tación y la cuantía de la cosecha producida. También se ha encontrado una re  

lación entre. la cuantía de la cosecha y la u tilizac ión  del almidón, de modo que 

Jones et a l.  (1975) y Goldschmidt y Golomb (1982) señalan que en variedades  

particularm ente veceras como "Kinnow" o "M urco tt" , la ausencia de co sech a-  

el año siguiente de una abundante se correlaciona con el agotamiento de las -  

reservas hidrocarbonadas. Monselise et a l. (1982) han encontrado d iferencias  

importantes en el contenido de almidón en las hojas de ramas del mismo árbol 

(v a r. "M ichal") con y sin fru to , siendo de casi el doble en el segundo caso.
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En vísta de la importancia decisiva que en la producción de los -  

agrios puede tener la m ovilización del almidón y su transporte  a los órganos 

en d e s a rro llo , resulta  sorprendente la limitada cantidad de estudios dedicados 

al problem a. Las variaciones estacionales en el contenido en almidón en re la ­

ción con el estado de desarro llo  y la cuantía de la cosecha han sido estudia­

das por Jones y S te inacker (1951) y Lewis et a l.  (1964) pero su estudio es -  

meramente d escrip tivo , sin a fron tar el problema de su regulación. Del mismo 

modo, Kriedem ann(1969a) ha señalado la re la tiva  estabilidad del almidón en las 

hojas de limonero pero sin un anális is  de sus causas.

La m ovilización del almidón en las hojas adultas de los c ítrico s  -  

es más lenta que en las de otras plantas (E rickso n , 1968). A s í, el manteni—- 

miento de plántulas de naranjo en la oscuridad durante varias  semanas no pro  

duce la desaparición del almidón de las hojas. Según S in c la ir  y Bartholomew  

(1937) el cloroplasto aparentemente liga el almidón producido, por lo que es -  

degradado muy lentamente por las enzimas de las hojas. La poca actividad en­

zim ática que se m anifiesta "in vivo" no parece ser debida a la ausencia de —  

proteínas degradativas o su presencia en estado inactivado ya que según estos 

autores los extractos de hojas producen la degradación del almidón en azúca­

res en muy poco tiempo, lo que indica que las enzimas de las hojas son acti­

vas. H abría  que pensar más bien en una compartimentacíón de las enzimas y 

el su stra to , que impide que se produzca de forma indiscrim inada la m oviliza­

ción de las reservas  hidrocarbonadas de las célu las.



-1 8 -

I . 3 . -  V I A S  D E G R A D A T I  V A S  D E L  A L M I D O N . -  

I . 3  . 1 . -  G E N E R A L I D A D E S . -

Los carbohidratos formados en la fase oscura de la fotosíntesis  

son rápidamente polim erizados en los cloroplastos de las ho jas. Estos p o li-  

sacáridos se encuentran en forma coloidal o en forma no h idroso lub le , p er­

mitiendo el almacenamiento de grandes cantidades en las célu las sin que in­

fluyan en el potencial osmótico de las mismas. El polisacárido  de reserva  

mas importante y mas abundante del mundo veg eta l, que se encuentra desde 

las algas in ferio res  a las plantas superio res , es el alm idón, y< se acumu­

la en granulos de diámetro variab le  entre 2 y mas de 100 m ieras , cuyo pe 

so molecular puede a lcanzar varios miles de daltons (M cC ready, 1977).

Los granulos de almidón varían tanto en su tamaño como ep-su -  

forma según el origen del que provengan. S in embargo, en todos los casos 

está compuesto por dos tipos de m oléculas, la amilosa y la am ilopectina, -  

siendo variab le  la proporción de ambas en los gránulos de las distintas plan­

tas (10 -30  % de am ilosa, 7 0 -90  % de am ilopectina). La amilosa es una mezcla 

de cadenas lineales de glucosa unidas por enlaces a lfa -1 ,4  y de cadenas lige 

ramente ram ificadas (una ram ificación por cada 1000 residuos de glucosa apro  

ximadamente) (Banks y M u ir, 1980) por enlaces a lfa -1 ,6 .  La am ilopectina, por 

su parte está formada por cadenas altamente ram ificadas con los mismos tipos 

de enlaces (una ram ificación por cada 24-30  residuos de glucosa) (M cCready,

1977). Los enlaces a lfa-1 ,4  existentes entre los monómeros de glucosa produ­

cen una torsión del plano en que se hallan las glucosas, dando como resu lta ­

do moléculas helicoidales; distintos estudios realizados sobre modelos de d i­

fracción producidos por complejos de amilosa con alcoholes ram ificados indican 

diámetros de hélice que corresponden a ciclohexoamilosa (B e a r, 1944), c ic lo -



-1 9 -

heptoamilosa (Z as lo w , 1963) y ciclooctoamilosa (Yamashita y Monobe, 1971).

E l almidón presente en las plantas puede ser de dos tipos:

1 . -  Almidón de asim ilación, que se deposita en las hojas verdes durante los

periodos de actividad fo tosin tetica , y

2 . -  Almidón de re s e rv a , que se encuentra en los amiloplastos de órganos de

almacenamiento como sem illas , fru to s , tubérculos o rizom as.

El almidón de asim ilación es regularm ente metabolizado, es d e c ir ,  

se produce durante el periodo luminoso y es degradado durante el periodo os­

curo , transportándose sus productos a otros puntos del vegeta l. P or otro la ­

do , el almidón de reserva  representa la fuente de energía para numerosos —  

procesos fisiológicos que la requieren en gran cantidad como la germinación , 

brotación, floración o fru c tific ac ió n , por lo que permanece acumulado hasta -  

que estos procesos tienen lugar, momento en que el almidón es movilizado y 

los azúcares resultantes son transportados a los órganos en crecim iento .

La m ovilización del almidón puede llevarse  a cabo por dos vías -  

bioquímicas d is tin tas , en las que están implicadas d iferentes enzimas. En la 

figura 1 puede observarse un esquema detallado de ambas v ías .
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R -E N Z IM  A

Ol i  g o s a c á r i  dos 

*-(1*A) g lu co s i lo

FOSFORILASA
* (  1 -A ) n-6)glucano

*-D- Glucosa 
1-Fosfato

HIDROLASA

FQSFATASA

D -G L U C O S AA L M I D O N
,H-AHILAS A R- ENZIMA

Fragmentos 

* (1 -A )(1 -6  tglucano
Fragm entos 

(1 *4) g lucano

AHI LASA Maltosa

O l ig o s a c á r id o s
a6|1-4)(1-6)g lucosilo

0L IQ0SACARI00 Í1-6)QLUC0SIDASA

F ig u ra  1 . -  V ías b ioquím icas para  la conve rs ión  de a lm idón en D -g lucosa  

El se m ic í rcu lo  s u p e r io r ,  d ibujado con tra z o  f in o ,  co rresponde  

a la vía fo s fo ro l í t ic a .  El i n f e r io r ,  rep resen tado  con t ra z o  g rueso , a la 

am ilo l í t ica .  (sacado de "Enzymes in syn thes is  and h y d ro l is is  of s ta r c h " ,  

P a z u r ,  1965).
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V I A  F O S F O R O L  I T I C A  . -

La am ilófosforilasa (1 ,4-alfa^-D-glucano:ortofosfato a lfa -g lu co s iltran s  

fe ra sa , E .C .  2 .4 .1 .1 . )  forma parte de las alfa (1 ,4 ) glucano fo s fo rilasas , que 

están ampliamente d istribuidas tanto en anímales y plantas como en células mi­

crobianas. La reacción que cata liza  -separación  de monómeros de glucosa a —  

p a rtir  de un po lím ero- puede o c u rr ir  también en d irección de s ín tes is  depen—  

diendo de una serie  de factores; las concentraciones elevadas de fosfato in o r­

gánico en el medio así como el pH alto favorecen la degradación del almidón , 

mientras que los pH bajos y la ausencia de fosfato favorecen la s ín tes is .

El proceso de degradación es conocido como fosforo lis is  ya que en 

él se elimina la glucosa term inal del extremo no reductor de la cadena por ata 

que del fosfato. La enzima actúa repetidamente sobre los extremos no reducto­

re s , de forma que puede llegar a degradar totalmente las  cadenas lineales de 

la am ilosa, produciendo moléculas de glucosa—1-fo s fa to . S in embargo, no ocu 

r re  igual con la amilopectina debido a la presencia de sus ram ificaciones con 

enlaces a lfa -1 ,6  glucosídicos, no susceptibles de s er atacados por la fo s fo r i-  

lasa. De este modo, su acción scbre la amilopectina da lugar a la form ación, 

por un lado, de moléculas de g lucosa-1-fosfato  que representan del 35 al 45 % 

del total de la molécula (ap R ees, 1974), y por o tro , de moléculas de peso mo­

lecular relativam ente alto  y muy ram ificadas, conocidas como dextrinas lím ite  

(fragmentos a lfa -(1 ,4 )- (1  ,6 ) glucano) y cuya degradación solo podrá ser conti­

nuada tras la acción de una enzima desram ificadora (R -en zim a), que actúa úni_ 

camente sobre los enlaces alfa-1  ,6 ,  proporcionando a la am ilofosforilasa nue­

vos extremos no reductores para proseguir la degradación. Las moléculas de 

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

ción de una fosfatasa.
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I * 3 , U 2 ~ -  V I A  H I D R O L I T I C A . -

En la vía h id ro lítica  están implicadas las am ilasas, por lo que se 

conoce también como degradación am ilo lítica . La denominación alfa  y beta dada 

a estas enzimas indica la m utarrotación de los productos formados tras  su ac­

ción sobre el alm idón, y no la configuración de los enlaces que atacan, ya -  

que ambas enzimas solo pueden h id ro liza r las uniones de tipo a lfa -1 ,4  (G ibbs, 

1966).

La actuación de la a lfa-am ilasa (1 ,4 -a lfa -D -g lu c a n o  glucanohidrola_ 

sa, E .C .  3 .2 .1 .1 . )  sobre las poliglucosanas produce un rápido descenso del -  

peso m olecular de los substratos y , por tanto, de sus propiedades (coloración  

carac te rís tica  con iodo, descenso de la viscosidad, e tc .) ., Sin embargo, estos 

cambios solo van acompañados por un aumento muy pequeño del poder reductor, 

lo que indica que la h id ró lis is  in icia l de las moléculas grancfes por esta enzima 

se lleva a cabo por ro tu ra  al azar de los enlaces. P or otra  p a rte , los oligo- 

sacáridos relativam ente pequeños son h idrolizados mas despacio que los gran­

des polím eros.

De este modo, la actuación de las a lfa-am ilasas sobre el almidón 

consta de dos fases. Una in ic ia l, el la que se da un rápido descenso del ta­

maño de la molécula por h id ró lis is  al azar de los enlaces a lfa -1 ,4  g lucosíd i- 

cos y otra final en la que se produce una degradación lenta de los productos 

formados en la prim era fase y en la que tiene mayor importancia la acción no 

al azar de la enzima.

La d iferente  actuación de esta enzima no es debida a reacciones  

diferentes sino a cambios en su afinidad por los sustratos. T . ap Rees (1974) 

señala que la afinidad y la velocidad de reacción son mayores para sustratos  

de alto grado de polim erización; además de ésto, también el grado de ra m if i-
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cación determina la velocidad de reacción , que disminuye marcadamente cuan_ 

do las cadenas la tera les  se encuentran a una distancia menor de diez unidades 

de glucosa sobre la cadena principal (Schwim m er, 1950). E llo  explica la me­

nor velocidad de actuación sobre la dextrina b eta -lím ite  que sobre ia amilopec 

tin a , ya que m ientras las cadenas ex terio res  de esta tienen una longitud media 

de 15 unidades, las in te rio res  -que son las únicas presentes en las dextrinas  

lím ite s -, tienen una longitud media de siete u ocho unidades.

Los productos finales que se obtienen de su actuación sobre la am] 

losa son m altosa, cuya unión no pusde a ta c a r, y glucosa. La existencia de enla 

ces a lfa -1 ,6  en las ram ificaciones de la molécula de amilopectina impide que 

ésta sea degradada totalmente por la actividad a lfa -am ilás ica  ya que este tipo  

de enlaces hace resistentes a la a lfa -am ilasa  a las uniones a lfa -1 ,4  cercanas. 

P or tanto, su h id ró lis is  sigue el mismo esquema que la de la amilosa pero los 

productos finales serán , además de maltosa y glucosa, una s e rie  de oligosacá_ 

ridos ram ificados compuestos por unos cuatro a siete monómeros (dextrinas aj_ 

fa -lím ite ).

En contraste con la acción al a za r de la a lfa -am ila sa , la beta-am_i 

lasa (1 ,4 -a lfa -D -g lu ca n o  m altohidrolasa, E .C .  3 .2 .1 .2 . )  cata liza  la separación  

de forma sucesiva de moléculas de maltosa a p a r t ir  del extremo no reductor de 

una poliglucosana.

Las cadenas lineales de amilosa pueden quedar totalmente degrada_ 

das en maltosa por beta-am ilo lis is  si se tra ta  de una cadena con un número -  

par de monómeros; en case con trario  ap arecería  también una molécula de maj_ 

to trio sa , correspondiente a las tres  moléculas de glucosa term inales del extre  

mo reductor. Esta enzima tampoco puede sobrepasar los enlaces alfa-1  ,6  de 

la am ilopectina, por lo que va separando moléculas de maltosa a p a r t ir  del ex 

tremo no reductor de cada ram ificación hasta llegar a las dos o tres  moléculas
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de glucosa an terio res  a esos puntos, dejándolas sin h id ro liz a r . El resultado  

de la incubación de amilopectina con beta-am ilasa es a lrededor de un 60 % de 

maltosa y el resto dextrinas b e ta -lím ites , de alto peso m olecular, aunque me­

nores que las obtenidas por la acción de la fosforilasa  (A kazaw a, 1965; T .  ap 

R ees, 1974).

La actuación de a lfa  y beta-am ilasa tanto sobre la amilopectina co_ 

mo sobre la amilosa produce una s erie  de compuestos no u tilizab les  directamen  

te por las cé lu las . Necesitan una mayor degradación hasta convertirse  en glu_ 

cosa. Esta degradación se consigue gracias a la existencia en las células de 

enzimas desram ificarites y de m altasa. Las dextrinas lím ite se convierten en 

moléculas lineales por acción de las enzimas desram ificantes. En la cebada se 

han encontrado dos distintas (MacWilliams y H a r r is ,  1959):

-L a  R-enzim a (amilopectina-6rgl:uc.ano h id ro las a , E .C .  3 .2 . l . '5 9 í , ; 

que rompe los enlaces a lfa -1 ,6  mas externos de la am ilopectina, dextrinas -  

fo s fo rila sa -lím ites  y otros glucógenos atíp icos, es d e c ir , enlaces entre  cade­

nas la rg as .

-La  dextrinasa lím ite (dextrina-6-g lu cano  h id ro lasa , E .C .  3 .2 .1 .  

1 0 .) ,  que cata liza  la ro tura  de los enlaces a lfa -1 ,6  externos entre cadenas -  

cortas como las dextrinas alfa y beta lím ites.

Manners y Rowe (1969) también han identificado estas dos enzimas 

en el m aíz. P or otra p a rte , Larner (1960) distingue dos enzimas que degradan 

los enlaces a lfa -1 ,6  entre cadenas la rg as , la am ilo -1 ,6 -g lu co s id asa , que ac­

túa como una exoglucosidasa y la R -enzim a, que lo hace como una endoglucosj^ 

dasa.

Los extremos no reductores lib res  proporcionados por estas enzimas 

son utilizados por las amilasas para acabar de degradar estas cadenas lineales  

en m altosa. Esta m altosa, producida por la acción conjunta de todas las enzi­
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mas descritas anteriorm ente es finalmente convertida en glucosa por medio de 

un alfa-glucosidasa (a lfa -D -g lucós ido  glucohidrolasa, E .C .  3 .2 .1 .2 0 . ) ,  que­

dando así lib re  y fácilm ente disponible para el metabolismo c e lu la r.
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1 . 3 . 2 . -  I M P O R T A N C I A  D E  L A S  D O S  V I A S . -

1.3 .2 .1  -M O V lL IZ A C IO N  DEL ALM IDON EN SEM ILLA S V F R U T O S .-

La importancia de cada una de estas dos posibles vías metabólicas 

no está aún suficientemente c la ra , puesto que el modelo de degradación puede 

ser distinto según la especie de que se tra te  y según la localización del alrrrt 

don en la p lanta.

Existen una s erie  de factores que apoyan la degradación por una 

u otra v ía . A s í, si se considera la energía requerida para la síntesis de sa_ 

carosa, la ruta energéticamente mas favorable s ería  la fosforo lítica  ya que en 

ella  no se p ierde la energía del enlace glucosídico. S in  embargo, es un he­

cho ampliamente reconocido que la a lfa-am ilasa  es la única enzima capaz de 

atacar los enlaces a lfa -1 ,4  en granulos de almidón intactos, por lo que la ma 

yoría  de los autores la consideran implicada siem pre en los estados in ic ia les  

de la degradación del alm idón, pudiendo ser posteriorm ente degradados los oH 

gosacáridos formados por las enzimas de las dos vías.v

La m ovilización del almidón en las sem illas ha sido ampliamente -  

estudiada tanto en cereales como en leguminosas. El método principal de inves 

tigación consiste en la comparación de los cambios en las velocidades de degra  

dación del almidón con cambios en las actividades enzimáticas en los extractos  

vegetales. Con este sistema se ha observado una co rre lac ió n  importante de la 

degradación rápida del almidón en sem illas con el aumento de la actividad am i-  

lo lítica  (Juliano y V a rn e r , 1969; Fernández T árrag o  y N ico lás , 1976).

Numerosos autores indican que la degradación en las sem illas de 

cereales se produce por la vía h id ro lít ic a , conociéndose bien su regulación -  

por medio de hormonas del tipo g ibere linas , producidas por el eje em briónico.
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Los resultados de los anális is  químicos de los componentes hidrocarbonados de 

las sem illas de a rro z  en germinación apoyan esta vía y sugieren que la degra 

dación fo s fo ro lítica  no es muy importante en estas sem illas ( Nomura et a l . , -  

1969).

En sem illas de leguminosas se han encontrado todas las enzimas -  

necesarias para la degradación del almidón tanto por vía h id ro lítica  como por 

la fosforo lítica  (Juliano y V a rn e r , 1969; Abbott y Matheson, 1972; Fernández  

T árrag o  y N ico lás , 1976), con excepción de las sem illas de soja en las :que:_- 

Adams et a l.  (1981) no pudieron detectar fo s fo rilasa .

Del mismo modo, se han localizado también amilasas y fo s fo r ila -  

sas en diversos fru to s , tales como la pera (Latché et a l . ,  1973), el plátano  

(Young et a l . ,  1974) o la uva (Downton y H aw ker, 1973).

1 . 3 .  2 .  2 . -  M O V I L I Z A C I O N  DEL ALM IDON EN H O J A S .-

Así como la vía h id ro lítica  parece predominante en las sem illas , -  

existe una considerable controversia respecto a la, vía de degradación en ho­

jas y en células no especializadas en el almacenamiento de almidón, puesto -  

que existe menor información 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 a lfa -am ilasa  en todas ellas; Ull (1977) encontró la presencia de 

la a lfa-am ilasa estrechamente relacionada con la existencia de almidón, detec 

tándola en todas las especies estudiadas (12) excepto en ajo y en h ied ra , que - 

no acumulan almidón. Además, algunos autores han encontrado ritmos d iarios  

de actividad am ilásica en hojas, que son inversos a la variación  en el conte 

nido en almidón en las mismas ( Pongratz y B eck, 1978). S in embargo, Vieweg  

y de Fekete (1977) encuentran una variación d ia ria  p ara le la  de la ac tiv i­

dad enzimática y de la cantidad de almidón en las hojas de Kalanchoe daíqre
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montiana, aunque señalan que el método utilizado en este trab a jo  para la d e ter  

minación del almidón incluye también los glucanos de longitud de cadena supe­

r io r  a 12-14 unidades de glucosa, que pueden ser productos de la degradación  

por a lfa -am ilasa .

También se ha encontrado actividad fosforo lítica  en hojas de d ife ­

rentes especies vegetales , como guisante (Levi y P re is s , 1978; Steup y L a tz -  

ko, 1979), tabaco (Abbott y Matheson, 1972), espinaca (Pongratz y B eck, 1978; 

Okita et a l . ,  1979; P re iss  et a l . ,  1980; Steup y Schachtele, 1981), maíz (de 

Fekete y V iew eg ,1973 ), plátano (Kumar y S anw al,1977) o vid (Downton y Haw­

k er ,  1973), no hallándose para esta enzima un ritm o d ia rio  como el señalado 

para las am ilasas, aunque éste puede ser debido a que los experimentos se -  

rea liza ro n  a una concentración saturante de fosfato (Pongratz y B eck, 1978).

Es obvia la posibilidad de una regulación entre  la s ín tesis y la -  

degradación que perm ita la actuación de esta enzima en ambos procesos. Se  

ha comprobado la existencia de un aumento de fósforo en los cloroplastos en 

hojas a la oscuridad (Thorne y K o lle r , 1974) y las concentraciones elevadas 

de fosfato inclinan la reacción catalizada por la fosforilasa  en el sentido d e -  

gradativo (Peavey et a l . ,  1977); igualmente, existe una variac ión  de pH , sien_ 

do mas ácido en la oscuridad, lo que también in c lin aría  la. reacción hacia la 

degradación.

La regulación de la degradación también puede satis facerse  en el 

caso de que la m ovilización se produzca por la vía am ilo lítica  ya que se cono 

cen varios aspectos reguladores en esta v ía , como son la conversión de la be 

ta-am ilasa latente en su forma activa por reducción reve rs ib le  de sus grupos 

sulfh idrilos (Rowsell y Goad, 1962; S pradlin  y Thoma, 1970), o la inhibición  

de la a lfa-am ilasa por su producto, la maltosa (Schw im m er, 1950; de Fekete y 

View eg, 1973; Vieweg y de F eke te , 1977). La posible regulación osmótica de
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la actividad am ilo lítica  indicada por Jones y Arm strong (1971) es cuestionada 

sin embargo por Gepstain e lian  (1974, 1981) ya que estos autores indican -  

que no hay evidencias de su existencia tanto en cebada como en ju d ía . P or  

otra  p a rte , de Fekete y Vieweg (1973) señalan que parece improbable la re ­

gulación de estas enzimas por cambios de pH , basándose en que encuentran -  

una actividad am ilásica óptima a un pH también óptimo para la síntesis del a l­

midón.

Numerosos autores se inclinan por una vía u otra  según la locali_ 

zación subcelular de las enzimas, puesto que parece lógico que su lo ca liza—  

ción corresponda al lugar de síntesis del alm idón, el c lo ro p lasto . De este -  

modo, Levi y P re iss  (1978) no han encontrado amilasas en los cloroplastos de 

guisante y sugieren que la degradación se produce por la vía fo s fo ro lít ic a - 0  

punto de vista mas generalizado es , sin embargo, el de una acción concomitan 

te de las enzimas de las dos vías en la m ovilización del almidón en células fo 

tosintéticas (Pongratz y B eck, 1978; Okita et a l . ,  1979; Kombrink y Wober, -  

1980), ya que se han encontrado dichas enzimas tanto dentro como fuera de les 

cloroplastos (Tabla 1).



T A B L A  1

O R IG E N ___________E N Z IM A  LOCAL I Z A C I O N

D unaliella  marina Fosforilasa
Amilasa

Nicotiana tabacum Fosforilasa

Pisum sativum

cloroplasto  

cloroplasto  

" citoplasma

Beta-am ilasa citoplasma

Fosforilasa  cloroplasto

" cloroplasto y
citoplasma

Sacharum officinarum  Alfa y beta
amiiasas cloroplasto

Spinacia olerácea Fosforilasas  cloroplasto

" 11 M cloroplasto y
citoplasma

Amiiasas y 
Fosfori lasas

Amiiasas y 
Fosfori lasas

A m iiasas, 
Fosforilasa  
R-enzim a y 
D-enzim a

cloroplasto

cloroplasto y 
citoplasma

cloroplasto y 
citoplasma

S te lla r ia  media

V ic ia  faba

Amiiasas y 
R-enzim a

Alfa y beta 
amiiasas

cloroplasto y 
citoplasma

cloroplasto

B eta-am ilasa citoplasma

Zea mays A lfa -am ilasa  cloroplasto
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Stocking, 1959 
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ii ii Fosforilasa cloroplasto D avies, 1974
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! . 3 . 3 . -  C A R A C T E R IZ A C IO N  DE LAS A M IL A S A S .-

Exísten muy pocas referencias  previas de la presencia de a c tiv i­

dad am ilo lítica  en hojas de naran jo , no abordándose en estos trabajos el pro­

blema de la carac te rizac ió n  de las distintas enzim as. S in embargo, existe b i­

b liografía  abundante a este respecto sobre amiiasas de distintos orígenes, ha 

biéndose descrito  varios  métodos distintos para su an á lis is .

Los métodos más utilizados para el anális is  de la actividad amilo  

lítica  total están basados en distintas propiedades de los productos formados 

o de los sustratos parcialm ente degradados, y son:

1 . -  Determ inación del sustrato residual por precip itac ión  con -  

una mezcla de etanol-agua.

2 . -  Medida del incremento del poder reductor debido a la a p a ri­

ción de azúcares reductores como productos de degradación de las mezclas -

* incubadas.

3 . -  Descenso de la coloración dada por el sustrato  con el iodo 

a medida que avanza la h id ró lis is .

4 . -  Disminución de la viscosidad del almidón con la degradación.

S in embargo, ninguno de estos métodos es específico para cual­

quiera de las am iiasas, por lo que es necesario sep ararlas  previam ente para  

detectar su p resencia . Esta separación se efectúa según propiedades caracte  

rís ticas  de cada una, tales como:

a) el requerim iento de iones calcio  que presentan las endoamila- 

sas. Las a lfa-am ilasas son inactivadas por agentes secuestrantes de ca lc io , 

como el ácido etilendiam inotetraacético (E D T A ).

No hay indicaciones de que el calcio partic ipe  directam ente en la 

formación del complejo enzim a-sustrato . P arece más probable que al form ar -  

una fuerte estructura  in tram olecular estabilice la estructura  secundaria y te r
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c ia ria  de la pro te ína , manteniéndola en su estructura  biológicamente activa  -  

(F isch er y S te in , 1960).

La estabildad general de estas enzimas está determinada por el 

número de iones calcio unidos o por la fuerza con que son retenidos; estos 

dos factores varían  mucho de una a lfa-am ilasa a o tra , aunque se ha determi_ 

nado que contienen al menos un átomo-agramo por mol (V a lle e  ét a l . ,  1959).

Al con trario  de lo que sucede con la a lfa -am ilasa , una d iá lis is  

prolongada o el tratam iento con agentes quelantes no separa ninguna sustan­

cia de bajo peso m olecular que sea esencial para la actividad de la beta-am_[ 

lasa.

b) Aunque los iones calcio unidos a la molécula de a lfa -am ilasa  

son suficientes para la actividad máxima de ésta, la presencia de calcio  en 

exceso la prote je  además de la inactivación térm ica . Este efecto no se p re ­

senta, sin embargo, para la beta-am ilasa , que es rápidamente inactivada por 

el ca lo r (Swain y D ekker, 1966b; B rig g s , 1973).

c) La existencia de grupos su lfh id rilo  en la estructura  de la beta 

amílasa de diversos orígenes vegetales (French-, 1960) la hace sensible a los 

reactivos de estos grupos, como los metales pesados. P o r el c o n tra rio , úni­

camente se ha encontrado una re feren c ia  en la b ib lio grafía  de una endoamila­

sa sensible a los reactivos de los grupos su lfh id rilo  (O kita et a l . ,  1979).

d) Según indican F isch er y S tein  (1960), Ohlsson (1930) y Blom 

et a l.  (1936, 1937) demostraron que la a lfa -am ilasa  de cebada es inactivada  

por tratamientos ácidos (pH a lrededor de 3) a tem peratura ba ja , sin que se 

destruya también la actividad b e ta -am ilo lítica . Esta resistencia  a pH ácidos 

se ha comprobado también para beta-am ilasa de otros orígenes, como la de 

trigo  ( M e y e r e t a l . ,  1953), boniato (B a lls  e t a l . ,  1948), soja (Fukumoto y —  

Tsujisaka, 1955) y ta llo  de guisante (Swain y D ekker, 1966b).
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Las inactivaciones conseguidas según estas propiedades no deben 

entenderse, sin embargo, en el sentido absoluto sino en el de que la veloc i­

dad de inactivación es mucho menor en el caso de una amilasa que en el de 

la o tra . As í ,  Pech et a l.  (1971) definen como a lfa -am ilasa  la actividad inhit>l_ 

da en más de un 95 % por el E D TA  y en menos de un 50 % por el c lo ru ro  -

m ercúrico o el ca lo r en presencia de un exceso de inoes ca lc io , y como be­

ta-am ilasa aquella que se inhibe en menos de un 5 % por el E D TA  y en más 

de un 80 % por ca lo r o por c lo ru ro  m ercúrico .

La inactivación de los extractos crudos con inhibidores selectivos  

producirá sin duda e rro re s  en la determinación cuantitativa de las amiiasas 

por separado dado que no inactivan totalmente las am iiasas de un grupo mien 

tras  que inhiben parte  de la actividad debida al o tro  tipo de am iiasas. De es 

te modo, la detección de la existencia de a lfa -  o beta-am ilasa en un extracto  

debe re a liza rs e  por métodos que impliquen su separación previa  por cromato­

grafía  o e le c tro fo re s is , observando posteriorm ente su comportamiento fren te  a 

los inhibidores o a los pH ácidos.

Aun así ,  existen re ferenc ias  de endoamílasas que no muestran el 

requerim iento por calcio  típico de las a lfa-am ilasas (Bulpin y ap R ees, 1978;

Okita et a l . ,1979; Okita y P re is s , 1980), e incluso Okita et a l . (1979) d escri­

ben una endoamilasa en cloroplastos de espinaca que es inactivada por los —  

reactivos de los grupos s u lfh id rilo , propiedad considerada c a rac te rís tica  de 

las beta-am ilasas.

P or tanto, parece necesario en último térm ino la u tilización  de 

sustratos específicos (dextrinas lím ite) para la carac te rizac ió n  de una activj_ 

dad am ilolítica como perteneciente a una endo- (a lfa ) o a una exoamilasa (be 

ta) ,  o como indican Swain y Dekker (1966a) mediante la determinación de las 

formas alfa o beta de los productos de la reacción .
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1 . 4 . -  O B J E T IV O S  DEL TR A B A JO . -

De todo lo expuesto anteriorm ente parece obvia la necesidad 

de obtener un m ejor conocimiento del metabolismo del almidón en este ge 

ñ ero , así como de su importancia en la fructificac ión  puesto que, a pesar 

de la relativam ente abundante b ib liografía  sobre estos temas, los estudios 

existentes abordan únicamente aspectos parc ia les  del problem a.

P ara  intentar dar respuesta a algunas cuestiones en relación  

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

A) Las variaciones que se producen a lo largo del año en el 

contenido en carbohidratos de hojas de distintas brotaciones, en relación  

con el ciclo  de crecim iento del fru to .

B) Los cambios que provoca la presencia del fru to  sobre la -  

pauta de m ovilización de estos carbohidratos. En este sentido, se hace un 

estudio comparativo del ritmo de degradación de las reservas hidrocarbona  

das entre hojas adultas de ramas con y sin frutos durante el periodo de -  

caída de fru to  en prim avera , estudiándose además en las hojas jóvenes si 

la elim inación del fru to  del brote produce modificaciones en la m ovilización  

que la asemeje a la de las hojas de la misma brotación pero de brotes ve 

getativos.

C) Los aspectos metabólicos de la m ovilización del almidón en 

las hojas. S in  d escartar la posible importancia de la vía fo s fo ro lític a , ya 

que en este trabajo  se ha detectado la presencia de am ilo fosforilasas , este 

estudio se ha centrado en las enzimas de la vía am ilo lítica , y en el se -  

distingue:

-  La relación existente entre la m ovilización del almidón y los 

cambios en actividad de las enzimas de la vía am ilo lítica . Se han determ i­

nado las variaciones de la actividad am ilo lítica  total durante el ciclo  anu­
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al de acumulación y degradación del almidón y en los experimentos de e li ­

minación de fru ta , así como durante el proceso de envejecimiento de las -  

hojas, inducido mediante la separación de las hojas del árbol y su incuba­

ción en invernadero.

-  La carac te rizac ió n  de las amiiasas presentes en los ex trac ­

tos de hojas. Se re a liza  la separación crom atográfica y e lec tro fo ró tica  de 

las distintas isoenzim as, determinándose su c a rá c te r de a lfa -  o beta-am ila  

sas por medio de la u tilizac ión  de inhibidores selectivos de su activ idad.
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materiales y métodos
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I I . 1 . -  M A T E R I A L  V E G E T A L  Y D I S E Ñ O  E X P E R I M E N T A L . -

El estudio se ha realizado en árboles de naranjo dulce (C itrus  

sinensis L . Osbeck) c v . W ashington-Navel, in jertados en naranjo amargo -  

(C itru s  aurantium L . ) ,  de cinco parcelas s itas , cuatro de e llas  en la provin­

cia de Castellón (A lm enara, B u rria n a , Valí de Uxó y V illa r re a l)  y una en la 

de V a len c ia  (Sagunto).

Las hojas se separaron del ta llo  en el punto de inserción del pe 

ciolo y se transportaron al laboratorio  en un plazo máximo de dos horas, a 

6 -10  2C , en bolsas de plástico para ev ita r la pérdida de humedad. Hasta el 

momento de su u tilizac ión  se mantenían en nevera a 4 2C .

I I . 1 . 1 . -  I N D U C C I O N  D E  L A  S E N E S C E N C I A . -

A lrededor de 500 hojas con peciolo, de edad comprendida entre  

3 y 7 meses según los experim entos, se desinfectaron d iez minutos en una -  

solución de h ipoclorito  cálcico al 2 % para mantener la contaminación fúngica 

y bacteriana a niveles bajos. A continuación se lavaron con agua destilada y 

se eliminó el agua adherida en su p erfic ie , colocándose en un lecho de v é rm i-  

culita húmeda apoyadas en el envés. La mitad de las hojas se mantuvo bajo -  

iluminación constante (2500 luxes) y el resto en la oscuridad, en una cámara 

húmeda con techo de plástico para e v ita r la pérdida de agua.

Periódicam ente se m uestrearon al azar 40 hojas de las cámaras 

con luz y 40 de las cámaras oscuras, haciéndose dos grupos de 20 hojas en 

cada caso. Los cuatro  grupos de hojas fueron tratados del mismo modo: se

hicieron seis discos ccn un sacabocados de 1 ,8  cm de diámetro (evitando el 

nervio central) y se separaron los de la mitad izquierda para an a liza r el cor\  

tenido en almidón y azúcares tras  su desecación en estufa, y los de la mitad
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derecha para a n a liza r el contenido en c lo ro fila  y la actividad am ilo lítica  del 

te jid o .

I I . 1 . 2 . -  V A R I A C I O N  E S T A C I O N A L  D E  L A  A C T I V I D A D  A M i

L O L I T I C A  Y D E L  C O N T E N I D O  E N  C A R B O H I D R A T O S

Se rea liza ro n  muéstreos periódicos a lo largo del año de 36 á r ­

boles de la parcela  de Almenara y de 20 árboles de las de B urriana  y V i I l a— 

r r e a l ,  tomándose dos muestras de 100 hojas cada una en el caso de Alm enara  

y 200 en los demás. P ara  una de las muestras se e lig ieron  he jas de brotes -  

de otoño (figura 2 , O); la otra estaba compuesta por hojas de la brotación de 

prim avera de brotes con un fruto en su extremo (figura  2 , C ). El m'uestreo 

del p rim er tipo de hojas se inició un poco antes del comienzo de la prim avera  

y se continuó, con distinta periodicidad según el año, hasta finales de veran o .. 

P ara  las hojas del segundo grupo los muéstreos se in iciaron a finales de ’-  

A b r il ,  cuando el d esarro llo  de las hojas lo perm itió , continuándose hasta me 

diados de otoño.

La toma de muestras se rea lizó  según se indica en la sección I I .

1. Las hojas se lavaron con agua co rrien te  y se secaron superfic ia lm ente, -  

procediendose a su desecación en estufa de a ire  fo rzado . Con las hojas mués 

treadas en la parcela de A lm enara, tras  su lavado, se h ic ieron tres  grupos 

al azar dentro de cada m uestra, dos grupos de 25 hojas y uno de 50. De ca­

da grupo de 25 hojas se hicieron discos de 1 ,8  cm de diám etro, separándo­

los para anális is  de almidón y azúcares y para la determinación de la a c tM  

dad am ilolítica como se indica en la sección a n te rio r. El grupo restante , de 

50 hojas, fue despeciolado y se determinó a continuación el peso fre s co . Inme­

diatamente se calculó su superfic ie  dibujando- el contorno de las hojas sobre 

papel y pesando éste. El peso seco de las hojas se determinó eliminando to 

da el agua mediante lio filizac ió n  de las mismas, determinándose el porcentaje
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B R O T E S  DE 
PRIMAVERA

R A M A
V I E J A

Figura 2 . -  Material vegetal u tilizado . Hojas adultas de la brotación de oto 

ño (0 ) y hojas jóvenes de la brotación de prim avera: de brotes 

fructífe ros  (C) y de brotes vegetativos (V) .
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de peso seco de cada m uestra.

1 1 . 1 . 3 . -  I N F L U E N C I A  D E  L A  F R U C T I F I C A C I O N  S O B R E  L A  

A C T I V I D A D  A M I L O L I T I C A  Y E L  C O N T E N I D O  E N  

C A R B O H I D R A T O S

La influencia del fru to  sobre la m ovilización de los hidratos de 

carbono desde las hojas se estudió con los árboles de la parcela de Almena­

r a ,  en dos sistemas modelo: desde las hojas de la brotación de otoño del aña 

an te rio r hacia el fruto  que se d esarro lla  a p a r t ir  de sus yemas a x ila re s , y 

desde las hojas de brotes de prim avera hacia el fru to  situado en el mismo -  

b ro te .

En el prim ero de los modelos se comparó el contenido en azúcar- 

res y almidón y la actividad am ilo lítica  en las hojas adultas de ramas intactas  

y de ramas en las que se elim inaron manualmente todos los frutos cuando te­

nían aproximadamente 5 -6  mm de d iám etro, estando el estilo  todavía unido al 

ovario (7 de Junio). De cada tratam iento se m arcaron dos ramas por á rb o l, 

en un total de 36 árboles y se tomaron m uestras de hojas hasta princip ios -  

del mes de Ju lio , momento en el que el fru to  había alcanzado un diám etro de 

3 cm y se produce la abscisión de gran número de ellos (caída de Junio).

En el segundo modelo se m arcaron en cada árbol tres  brotes ve­

getativos de prim avera (F ig u ra  2 , V) y seis brotes con un solo fruto term inal 

(F igura  2 , C) de la misma brotación. El 7 de Junio (fru tos de 5 a 6 mm de 

diámetro) se elim inaron manualmente los frutos de la mitad de los brotes del 

segundo tipo. La toma de muestras se re a lizó  según lo descrito  para el p r i ­

mer modelo.

El traslado ai laboratorio  se llevó a cabo como se indica en ia
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sección 11.1.  Las hojas se lavaron con agua c o rrien te  y se secaron superfi­

cialm ente, dividiéndose por la mitad y despreciando el nervio c e n tra l. Como 

en los restantes experim entos, la mitad derecha se u tilizo  para an a liza r la 

actividad am ilo lítica y la izquierda para an a liza r el almidón y los azúcares .
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I I . 2 . -  E S T I M A C I O N  D E  L A  A C T I V I D A D  A M I L O L I T I C A . -  

I I . 2 . 1 . -  O B T E N C I O N  D E L  E X T R A C T O  E N Z I M A T I C O . -

Una cantidad de tejido fo lia r ,  variab le  según los experim entos, 

se troceó con tije ra s  y se tr itu ró  en m ortero con ayuda de arena de cuarzo  

como abrasivo y en un medio tamponado. El proceso se re a lizó  entre 0 y 4 

2 C y con el m aterial p reen friado .

E| macerado se f ilt ró  a través de una doble capa de muselina y 

se centrifugó a 10.000 g durante 10 minutos. Posteriorm ente se aforó el so­

brenadante c laro  obtenido con el tampón de extracción y se u tilizó  como e x - - 

tracto  enzimático crudo para los anális is  cuantitativos. Una parte alícuota -  

del extracto se concentró mediante la adición de sulfato amónico hasta el 100 

% de saturación. T ras  una nueva centrifugación de 10 minutos a 10.000 g, se 

resuspendió el precipitado con un volumen adecuado (0 ,5 -1  mi) de tampón de 

extracc ión . Una centrifugación adicional del resuspendido, de las mismas ca­

rac te rís ticas  que las dos a n te rio re s , produjo un sobrenadante limpio que fue 

el utilizado en las e le c tro fo re s is , para lo cual se le añadió sacarosa 2 ,4  M 

en proporción 1:5 con objeto de que la muestra no flo ta ra  en los pocilios.

El mismo procedimiento fue utilizado para la obtención de extrac_ 

tos destinados a crom atografía  de exclusión m olecu lar. En este caso no se 

añadió sacarosa.

I I .  2 . 2 . -  D E T E R M I N A C I O N  D E  L A A C T I V I D A D . -

I I . 2 . 2 . 1 . -  D E T E R M IN A C IO N  C U A N T I T A T I V A . -

Se ha seguido básicamente el método de Jones y V arn er (1967), 

modificado por G arcía  Luis (1972), consistente en la incubación del extracto
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enzim ático, convenientemente diluido para cada prueba, en un tubo de ensayo 

con 1 mi de solución de almidón (140 mg de almidón soluble y 29 mg de C I2

C a .2 H 2 0  en 100 mi de agua) y 1 mi de tampón a pH 5 , 0 .

La incubación se re a lizó  en un baño term ostatizado a 25 2C duran

te un tiempo variab le  acorde con la actividad del ex trac to . La reacción se de

tuvo añadiendo 1 mi de solución de iodo (3 g de iodo resublimado y 30 g de 

ioduro potásico en 50 mi de agua, diluido 1:10 en C IH  0 ,0 5  N ). A los 10 mi­

nutos se añadieron 10 mi de agua destilada y se midió la densidad óptica en 

un espectrofotómetro a 620 nm al menos 15 minutos después de haber añadido 

el agua, restándose de los blancos, en los que la solución de iodo se añadió 

antes que la del extracto enzim ático.

El descenso en densidad óptica respecto a los blancos, es decir, 

la actividad enzimática se expresa en incremento de la densidad óptica a 620 

nm por gramo de te jido fresco y por minuto , según la fórmula:

A n  ^  / . ( A D . O . ) m  x V
A D . 0 . 6 2 QVg x mm. = --------------------------------  , en donde

V 1 x t x P F

( A D . O . ) m = densidad óptica del blanco menos la de la muestra incubada

V = volumen aforado (en mi)

V* = volumen de extracto añadida al médio de incubación (en mi)

t = tiempo de incubación (en minutos)

P F  = peso fresco tritu rad o  (en g).

I I . 2 . 2 . 2 . -  C R O M A TO G R A FIA  DE E X C L U S IO N  M O LECULA R.-

El extracte enzimático crudo preparado del modo señalado en la 

sección 1 1 . 2 . 1 .  se introdujo en una columna de Sephadex G -100 mediante una 

bomba p eris tá ltica  que proporcionaba un flu jo  constante y se eluyó con tampón 

acetato 0 ,1  M , pH 5 ,0  con C ^ C a  1 mM, en cámara f r ía  a 4 - C .  En las e ro -
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m atografías destinadas a determ inar el pH óptimo de las enzimas separadas  

se eluyó con agua destilada que contenía C l^Ca 1 mM.

El flu jo  del eluyente fue variado según las experiencias as í como 

el tamaño de la columna, obteniéndose las mejores separaciones con la colum 

na de 65 cm de longitud por 2 ,5  cm de diámetro y con un flu jo  de 0 ,5  mi /  

m i n . ................................................................................................................................................................

El eluato se hizo pasar por un detector u ltrav io le ta  con re g is tra ­

d o r, midiéndose la densidad óptica del mismo a 280 nm, recogiéndose con un 

colector de fracciones y utilizándose posteriorm ente en los anális is  como ex­

tracto  enzim ático.

I I . 2 . 2 . 3 . -  E L E C T R O F O R E S IS  EN G ELES LA M IN A R E S  DE PO ­

LI A C R ILA M I D A . -

A . -  P r e p a r a c i ó n  de  l o s  g e l e s . -

Se siguió el método de Ornstein (1964) ligeram ente m odificado.

Los geles laminares , de 0 ,4  mm de espesor, se prepararon  formando un sis  

tema discontinuo de dos capas, el gel de resolución y el gel de concentración  

P ara  e llo  se u tilizaro n  las siguientes soluciones, que deben mantenerse en 

fr ío :

Solución A: A crilam ida 30 % (p /v ) y b isacrilam ida 0 ,8  % (p /v )

Solución B : tampón t r is -C IH  0 ,5  M pH 6 ,8

Solución C ::  tampón t r is -C IH  1 ,5  M pH 8 ,8

Solución D : persulfato  amónico 10 % (p /v ) ,  preparado rec ien te ­

mente.

La mezcla de polim erización se obtuvo vertiendo en un kitasato  

las cantidades correspondientes (indicadas más adelante) de las soluciones A ,  

B (o C ), agua y solución D . Después de ag ita r la m ezcla , se desgasificó me­
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diante la aplicación de vacío durante 7 minutos, después de lo cual se añadió 

TEM ED (N ,N ,N *jN '-te tra m e tile n d ia m in a ). La mezcla final se agitó suavemente 

y se introdujo con ayuda de una pipeta pasteur en el molde formado por dos 

placas de c ris ta l separadas por un marco constituido por tres  cintas de te -  

flón de 0 ,4  mm de g ro so r.

P ara  obtener una interfase lisa y horizontal entre las dos capas 

se depositó cuidadosamente una capa de agua destilada de aproximadamente un 

centím etro de a ltu ra  inmediatamente después de v e rte r  la mezcla de po lim eriza  

ción correspondiente a. la prim era capa (capa de resolución). Dicha capa de 

agua se eliminó antes de depositar la mezcla gel ¡ficante correspondiente a la 

capa de concentración.

La composición de las dos capas es la siguiente:

1 . -  Gel de resolución (8 % de acrilam id a , pH 8 ,8 ) .

Es una capa de 9 ,5  cm de a ltu ra , de una mezcla compuesta de 

2 ,6 2 5  mi de solución A; 2 ,4 3 8  mi de solución C; 4 ,6 8 8  mi de agua; 8 2 , 5  m ¡-

c ro litro s  de solución D y 4 ,5  m icro litro s  de T E M E D .

En lugar de agua, en esta capa se añadió; una solución de am ilo­

pectina azure  (131 m g/25 mi) ,  de almidón (2 6 2 ,5  m g/25 mi) o de glucógeno -  

(105 m g/25 mi) para p re p ara r los geles para e lec tro fo res is  con tinción espe­

c ífica  para actividad enzim atica, lo que representa un 0 , 2 5  %, un 0 ,5 0  % y 

un 0 ,2 0  % respectivamente en el volumen final de la mezcla de polim erización .

2 . -  Gel de concentración (4 % de acrilam id a , pH 6 , 8 ) .

Esta capa, de 1 ,2  cm esta compuesta por 0 ,4 9 8  mi de solución A; 

0 ,938  mi de solución B , 2,31 mi de agua; 2 2 , 5  m icro litro s  de solución D y 

3 , 7 5  m icro litros  de T E M E D .

Antes de añadir esta ultima capa se introdujo en el molde un pe^

ne de teflón (de dientes de 1 cm de anchura y 3 mm de separación) hasta la
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a ltu ra  que indicaba la profundidad de la capa. Esto perm itió  que una vez p o - 

lim erizada la mezcla se formasen pocilios donde se depositaron las m uestras.

B . -  E l e c t r o f o r e s i s . -

Un volumen variab le  de extrac to , entre 25 y 75 m ic ro litro s , se 

introdujo en los pocilios con ayuda de un m icro jeringa Ham ilton. La e lectro fo  

res is  se llevó a cabo a 4 2C en una cámara f r í a ,  a c o rrien te  constante (20  

mA) y vo lta je  v a ria b le , haciéndose avanzar las proteínas hacia el polo posi­

tiv o . El tampón de e lec tro fo res is  utilizado estaba compuesto por tr is -g lic in a  

a pH 8 ,5  (6 g de tr is  y 2 8 , 8  g de glicina por l i t ro ) .

C . -  I n c u b a c i ó n  de  l o s  g e l e s . -

T ras  separar el gel del molde de c r is ta l ,  se sumergió en tampón 

acetato 0 ,1  M pH 5 ,0  con C \ ^ C a  1 mM y se incubó durante dos horas en una 

estufa a 31 2C para la v isualización  de la actividad a m ilo lític a . En aquellas  

e lectro fo res is  en las que no se incorporó amilopectina o almidón al g e l, se 

añadió éste al medio de incubación.

La actividad am ilofosforolítica se detectó incubando el gel en tam 

pón c itra to  0,1 M a pH ácido con g lucosa-1-fosfato  0 ,7  % durante un tiempo 

variab le  entre 5 horas y toda la noche, a 30 2C , para la reacción de s ín te­

s is . P ara  la reacción de degradación se u tilizó  tampón fosfato a pH neutro  

con almidón 0 ,5  %, incubándose en este caso durante 2 h o ras , a 30 2C .

D . -  T i n c i ó n  y f i j a c i ó n  de  l o s  g e l e s . -

Inmediatamente después de la incubación, los geles se tiñeron  

con la solución iodo-iodurada d escrita  en la sección M . 2 . 2 . 1 v  manteniéndo
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los inmersos en e lla  durante unos minutos. A continuación se trasladaron a 

otras  bandejas con solución fijadora  compuesta de úna solución acuosa de ác i­

do acético 12 % e isopropanol 25 %.

E . -  F o t o g r a f í a . -

Los geles teñidos y fijados se extendieron sobre un soporte de -  

c ris ta l velado sobre una caja de iluminación para re a liz a r  las fc to g ra fías . Es 

tas se h icieron con una cámara Minolta s rT  101 provista de objetivo M .C .m a -  

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

La operación de fotografía no debe pro longarse, debido a que el

ca lo r emitido por el foco luminoso produce la aparic ión de burbujas y ondula

ciones que impiden un buen enfoque de todo el g e l.

F . — S e c a d o  d e  l o s  g e l e s . -

Después de fotografiado el gel se sumergió en una solución acuo

sa de ácido acético 12 %,.  isopropanol 25 % y g licerina  2 ,5  % durante la no

che. Utilizando como soporte una placa de v id r io , se envolvió el gel en papel 

de celofán previamente mojado en la solución an te rio r y se dejó secar a tem­

peratura  ambiente durante dos o tres  d ías.
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I I . 2 . 3 . -  E S T I M A C I O N  I N D E P E N D I E N T E  D E  L A S  A C T I V I ­

D A D E S  A L F A -  Y B E T A - A M  I L O L  I T I C A S  . -

La separación de las actividades a lfa -  y b eta -am ilo líticas  en ex­

tractos crudos se re a liza  en base a propiedades c arac te rís ticas  de cada una 

de e llas  ta les como la term orres is tencia  de la a lfa -am ilasa  en presencia de 

iones calcio  y su inactivación per agentes secuestradores de estos iones, y 

la term olabilidad de la beta-am ilasa , aún en presencia de ca lc io , su resisten  

cía a los secuestradores de calcio  y su inactivación por bajas concentracio­

nes de metales pesados, particularm ente por m ercu rio .

Aunque la  mayor parte de los autores se basan en estas propie­

dades indicadas para hacer análisis específicos de las am ilasas, existe una 

gran diversidad en cuanto a las condiciones en que se efectúan las inactiva­

ciones (Tablas 1, 2 y 3 ).

Las condiciones de inactivación utilizadas en este trabajo  se des­

criben a continuación.

I I . 2 . 3 . 1 . -  I N A C T I V A C I O N  CON CLORURO M E R C U R IC O .-

Se rea lizó  añadiendo al extracto crudo C I^Hg (reactivo  de los 

grupos -S H ) en solución acuosa a concentración variab le  entre 0,01 y 1 mM 

en proporción igual al extracto y utilizando directam ente esta solución en la 

determinación de la activ idad. P ara  la detección de la actividad por métodos 

e lectroforeticos y en los extractos sem ipurificados por crom atografía , la con 

centración de C ^ H g  u tilizada fue siempre de 0 ,0 4  mM, dando una concentra­

ción final en el extracto de 0 ,02  mM.
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T A B L A  1

I N A C T I V A C I O N  D E  L A E N Z I M A  B E T A - A M I L A S A  

P O R  C L O R U R O  M E R C U R I C O .

Referencia Concentración M aterial vegetal' P arte  de la planta

-3
Gates y Sim pson,1968 1 x 10 mM

-2
Shain y M ayer, 1968 5 x 10 mM

Pech et a l . ,  1971 2 x 10 ^ mM

-1

Hildebrand et a l . ,  1981 2 x 10. ^ mM

_2
Doehlert y Duke, 1983 1 x 10 mM

ssp

Pisum sativum

P iru s  communis

F .T a rra g o  et a l . ,  1976 1 x 10 mM Lens esculenta

Glycine max 

Hordeum vulgare

hojas

semilla

fruto

sem illa

sem illa

sem illa



-5 0 -

11.2 . 3 . 2 . -  I N A C T I V A C I O N  POR E L I M I N A C I O N  DE IO N E S  C A L - : 

C I O . -

Los iones calcio  unidos en las proteínas del extrac to , se secues- 

tra rq n  mediante la adición de í a ’sal disódica del ácido etilendiam inotetraaceH  

co (E D T A ) a una concentración final de 100 mM y preincubándolo distintos -  

tiempos con el extrac to . Este proceso se re a lizó  a una tem peratura de 4 2C 

con el fin  de ev ita r la acción de las proteasas que se encuentran en los ex­

tractos crudos.

Los extractos sem ipurificadós por crom atografía y los destinados 

a e lec tro fo res is  se preincubaron durante 30 minutos o durante toda la noche 

en presencia del agente secuestrante, indicándose el procedimiento seguido -  

en cada experim ento.

11.2 . 3 . 3 . -  I N A C T I V A C I O N  T E R M I C A . -

Los tubos con el extracto  se sum ergieron en un baño te rm o sta ti- 

zado a 70 2C durante tiempos va ria b les , colocándose inmediatamente en hielo  

para ev ita r que la inactivación continuase después del tiempo fijad o . A conti­

nuación se centrifugaron a 10.000  g durante 10 minutos y se desechó la pro ­

teína precip itada, utilizándose el sobrenadante directam ente en la determ ina­

ción am ilo lítica .

Se estudió en este apartado el posible efecto pro tector de distin  

tas concentraciones (de 0 .a: 45 mM) de C ^ C a  sobre la activ idad.
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T A B L A

N A C T I V A C I O N  D E  L A E N Z I M A  A L F  A - A M  I L A S A

P O R  E D T A

Referencia Concent. Tpo preinc M ateria l vegetal P arte  planta

Shain y M ayer, 1968 10 mM 30 min Pisum sativum semilla

Jacobsen et a l,  1970 5 mM 20 min Hordeum vulgare semilla

Baun et a L ,  1970 7 mM 30 min O ryza sativa semilla

B ild erb ack , 1971 5 mM 30 min Hordeum vul gare semilla

Thorpe y M e ie r, 1974 25 mM, 45 min Nicotiana tabacum callos

F .  T arrag o  et a l,  1976 5 mM 60 min Lens esculenta sem illa

Levi y P re is s , 1978 12,5  mM * Pisum sativum hoja

D av is , 1979 10 mM * ti ii semilla

Gepstein e Man, 1979 10 mM 4 días Phaseolus vulgaris semilla

Okita et a l . ,  1979 10 mM Spinacia olerácea hoja

*  sin espec ificar
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T A B L A  3

I N A C T I V A C I O N  T E R M I C A  D E  L A  E N Z I M A  B E T  A -  A M I L A S A .

R eferencia T a 'Tiempo C12Ca M aterial vegetal P a rte  pl«

Swain y D ekker, 1966a 702C 15 min 20 mM Pisum sativum semil la

Juliano et a l . ,  1969 70 2C 15 min X m  i t semil la

Tanaka et a l . ,  1970 702C 15 min 5 mM O ryza sativa semil la

Pech et a l . ,  1971 602C 10 min 50 mfví*3* r .̂P iru s  commums fruto

F .T a rra g o  et a l,  1976 702C 5 min 1 ,5  mM Lens esculenta semil la

Levi y P re is s , 1978

001 
O

 
[>- 5 min 20 mM Pisum sativum hoja

Okita et a l . ,  1979

UO
I

O

10-2Gnin 10 mM Spinacia o lerácea hoja

Adams et a l . ,  1980 702C 20 min 10 mM Glycine max semil la

Adams et a l . ,  1981 702C 15 min 20 mM i i  t i semil la

Hildebrand et a l,  1981 70 2C 20 min 10 mM t i  i i semil la

Koshiba et a l . ,  1981 702C 30 min 5 mM Viqna munqo semi I la

Doehlert y Duke, 1983 702C 20 min 3 mM ssp semil las ,
jas y ra íc e s .

*. sin especificar

x x  concentración en la extracción
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I I . 3 . -  D E T E R M I N A C I O N E S  A N A L I T I C A S ,  -  

I l „ 3 . , 1 . -  C L O R O F I L A . -

Se  ha seguido el método co lorim étrico  descrito  en los "O ffic ia l 

Methods of Analysis" (1 9 7 0 ) .  Un peso aproximado de 3 gramos de hojas se 

trocearon con t ije ra s , tomándose una alícuota de 0 ,3  gramos. Esta fue t r i ­

turada en m ortero , a 0 -4  2C y en penumbra para e v ita r la a lterac ió n  de la

c lo ro fila , con arena de cuarzo como abrasivo y acetona 80 %.

El tritu rad o  obtenido se f i lt ró  a través de papel Whatman n2 2

a un kitasato con ayuda de succión, lavando con acetona (80 %) hasta que

la pulpa retenida sobre el papel fuese incolora o ligeram ente a m arillen ta , -  

para lo cual se h icieron reextracciones si fueron n ecesarias. El filtra d o  se 

aforó a 50 mi con acetona 80 %, 25 de los cuales se pasaron a un embudo 

de decantación en donde se había añadido previamente 20 mi aproximadamen­

te de é te r e tílic o . T ra s  añadir el extracto acetónico al embudo, se v e rtió  

asimismo igual cantidad de agua destilada para favo recer el paso de los pig 

mentos al é te r . Cuando se separaron las dos fases se desechó la in fe rio r  

-d e  acetona-agua-. La fase é te r se lavó tres  veces con agua destilada ha-* 

ciendo s a lir  el extracto por el extremo del embudo, inmerso en el agua con 

tenida en otro embudo de decantación colocado debajo. .

„ Después de elim inar el agua del último lavado, se aforó a 25 mi 

con é ter e tílico  y se añadió sulfato sódico anhidro (en proporción 3 g /1 0  mi) 

para elim inar los últimos restos de agua.

Las lecturas espectrofotom étricas se rea liza ro n  a 662 y 6 4 4 ,5  

nm, utilizando éter e tílico  como blanco.

Los resultados se expresan como m iligramos de c lo ro fila  por 

centímetro cuadrado de te jid o , según las fórmulas:
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C lo ro fila  total (m g/l) = 7 ,1 2  x D .O . + 1 6 ,8  x D .O . (1)
o62 q44j d

y transformando estos valores en:

,  2 (1) x V x V "  .
mg /  cm = ------------------------------   siendo

V l:: x superfic ie

V = volumen aforado de acetona (mi)

V I = volumen de acetona añadido al embudo de decantación (mi)

V "  = volumen aforado de é te r e tílico  (mi)

S uperfic ie  del tejido tr itu ra d o , en cm.

I I . 3 . 2 . -  C A R B O H I D R A T O S . -

El m aterial vegetal desecado en una estufa de a ire  forzado a 

60 2C , durante al menos tres  d ías, se tr itu ró  con un molino de paletas y

se pasó a través de un tamiz de 60 m allas, guardándose en bolsas de plás

tico herméticamente cerradas hasta el momento de su u tilizac ió n .

N . 3 . 2 . I . -  E X T R A C C IO N  DE LAS M U E S T R A S .-

A . -  A z ú c a r e s . -

Una muestra de 100 mg se colocó en un tubo de centrífuga y se

añadió un volumen aproximado de 15 mi de alcohol e tílico  80 % a 75 2C , ca

lentándose a esta tem peratura durante 10 minutos con agitación ocasional. 

Después se centrifugó a 10.000 g 10 minutos y se decantó el sobrenadante 

a un erlenm eyer. El precipitado se reex tra jo  tres  veces del modo citado.

De los extractos alcohólicos combinados se eliminó el alcohol 

por evaporación a 50 2C con un evaporador ro ta to rio  y el extracto acuoso 

resultante se aforó a 50 mi con agua destilada, filtrándose a continuación 

a través de papel Whatman n2 2.
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Este extracto fue utilizado en los anális is  de azucares totales  

y reductores.

B . -  A l m i d ó n . -

Al residuo sólido precipitado después de la cuarta centrifuga­

ción en la extracción de azúcares se le añadieron 25 mi de ácido perclóH  

co al 35 %, se agitó y se dejó durante toda la noche a tem peratura ambieji 

te . Posteriorm ente la mezcla fue llevada a volumen lavando el tubo de cen 

trffuga varias  veces con agua destilada.

El contenido del matraz fue filtrad o  a través de papel Whatman

n2 2 y el filtra d o  se u tilizó  en el anális is  de almidón.

I I . 3 . 2 . 2 . -  A N A L IS IS  DE LOS E X T R A C T O S .-

A . -  A z ú c a r e s  r e d u c t o r e s . -

Se siguió el método de P ark  y Johnson (1949). A 1 mi de ex­

tra c to , convenientemente diluido y colocado en un tubo de ensayo, se aña­

dió 1 mi de solución carbonato-cianuro (5 ,3  g de CO^Na^ y 0 ,6 5  g de CNK

por litro ) y 1 mi de solución fe rric ia n u ro  (0 ,5  g de Fe(C N ) K por l it ro ) ,
o J

agitándose la mezcla y calentándola durante 15 minutos en un baño de agua 

hirviendo. Los tubos de ensayo se e n fria ro n , después de este tiempo, en 

un baño con agua a tem peratura ambiente, tras  lo cual se añadieron 5 mi 

de solución fé rr ic a  ( 1 , 5  g de (S O ^ ^ F eN H ^ . ^ f -^ O , 50 mi de SO^h^ 1 N y 

1 g de dodecil sulfato sódico), y se leyeron las densidades ópticas en un 

espectrofotómetro a 690 nm después de 15 minutos.

Al mismo tiempo que se analizaron las m uestras, se hizo una 

curva patrón con 0 , 4 y 8 microgramos de glucosa, curva en la que se in 

terpolaron los valores obtenidos para las m uestras.
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Los resultados se expresan en forma de porcentaje de azúcares  

reductores sobre peso seco, según la formula:

% azúcares = microgramos glucosa x - - -  10 ^ x 100 x — - — .
V ' PS

*

siendo:

microgramos de glucosa = valo r obtenido en la interpolación  

V = volumen aforado (mi)

V ’ = volumen analizado (mi)

10 ^ = conversión de microgramos a miligramos 

100 = conversión a porcentaje  

PS = peso seco analizado (mg)

B . -  A z ú c a r e s  t o t a l e s  y a l m i d ó n . -

Los azúcares totales y el almidón se determ inaron con el reac­

tivo antrona-su lfúrico  (McCready et a l . ,  1950).

Se añadieron 5 mi de extrac to , convenientemente d ilu ido , a tu­

bos p irex  con tapón de rosca y se colocaron en una bandeja con hielo has­

ta que alcanzaron 0 2C . En este momento se añadieron 10 mi del reactivo  

antrona-su lfúrico  (0 ,4  g de antrona en 200 mi de ácido su lfúrico  95 %, fr ío )  

preenfriado en la nevera y medidos con bureta . Los tubos se agitaron enér­

gicamente y se abrió  el tapón un cuarto de rosca para p e rm itir  la salida de 

gases, cerrándose de nuevo y calentando los tubos en un baño de agua h ir ­

viendo durante siete minutos y medio exactamente. A continuación se enfria ­

ron en un baño con agua a tem peratura ambiente y se midió su densidad óp­

tica con un espectrofotómetro a 630 nm.

Del mismo modo que se hizo en los anális is  de azúcares reduc­

to res , se preparó también una curva estándar de glucosa, usándose las con 

centraciones 0 , 50 y 100 microgramos de glucosa.
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Los valores de densidad óptica de las muestras se interpolaron  

en la curva patrón y los miligramos de glucosa obtenidos se transform aron  

en porcentaje sobre peso seco utilizándose la misma fórmula que en el caso 

de azúcares reductores, excepto para el cálculo del porcentaje de almidón 

en que se m ultiplicó el resultado obtenido en la fórmula por 0 ,9  para com­

pensar la pérdida de una molécula de agua en la polim erización de la gluco 

sa.

V -3  1
% almidón = microgramos glucosa x  x 10 x 100 x  x 0 ,9

V I PS
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I I . 4 . -  A N A L I S I S  E S T A D I S T I C O S . -

Los datos obtenidos se sometieron al anális is  de la varian za , in 

dicándose el modelo seguido en la sección correspondiente. En los casos en 

los que los datos representan porcentajes se re a lizó  la transform ación y = 

are  sen V p  . En consecuencia, los efectos que han llegado a establecerse  

lo fueron mediante pruebas F de Snedecor (Sokal y R oh lf, 1969).

La caracterizac ión  de los grupos de niveles o tratamientos den­

tro  de cada efecto, generadores de d iferencias s ig n ifica tivas , se rea lizó  me 

diante la prueba secuencial de S tudent-N ew m an-K euls, al nivel de probab ili­

dad del 95 % (Sokal y Rohlf, 1969). Los resultados así obtenidos se presen  

tan de forma sim plificada como diagramas en los que "1" representa la exis 

tencia de diferencias s ignificativas y "O" los casos en que no han podido -  

dem ostrarse. Una visualización inmediata de los resultados se obtiene de la 

parte in fe rio r de los diagram as, donde se representan como barras  los d is­

tintos grupos obtenidos del test secuencial.

En los casos en que los distintos niveles de un efecto, p rev ia ­

mente establecido por anális is  de la varianza que genera, poseen una natu­

ra leza  cuantitativa , el anális is  estadístico se ha completado mediante análi­

sis de regresión mínimo cuadrática. Se ha explorado el ajuste lin ea l, el -  

cuadrático y el cúbico, y la significación de la información asociada a los 

distintos ajustes se ha estudiado mediante el anális is  de la varianza sobre  

la partición generada por la regresión y a un nivel de significación del 1 %.

En todas las gráficas se representa el e r ro r  estándar de los 

puntos mediante b arras  v e rtic a le s .



resultados
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i ; i i : i .  -  C A R A C T E R I Z A C I O N  D E  L A  A C T I V I D A D  E N Z I M A T I C A  

I I I . 1 . 1  . -  E X T R A C T O S  C R U D O S . -

Como paso previo al estudio de las c a ra c te rís ticas  de las en­

zimas h id ro líticas  del alm idón, se rea liza ro n  una s e rie  de experimentos en­

caminados a la determinación de las condiciones óptimas de estimación de su 

activ idad. Este estudio p re lim inar consistió en la comprobación de la linea- 

lidad de la actividad am ilo lítica  frente  al tiempo de incubación y fren te  a la 

concentración re la tiva  de enzima en el medio. Se obtuvo asimismo el pH óp­

timo de incubación que presentan los extractos enzimáticos en diferentes tam 

pones y la influencia de los iones calcio sobre la actividad de los extractos  

obtenidos con tampón c ¡tra to -fo s fa to .

El resultado obtenido al incubar distintas concentraciones re la ­

tivas de extracto enzimático se presenta en la figura 3 . Hay un cambio de 

pendiente para una variación  de densidad óptica de 0 ,1 2 5  u d .,  que se obser, 

va también para el mismo va lo r de densidad óptica en la gráfica  que re p re ­

senta la actividad am ilo lítica  frente  al tiempo de incubación (figura 4 ), no 

alcanzándose en este caso el lím ite de significación debido al menor núme­

ro  de puntos en esta g rá fica . Cuando se compara la actividad en las dos -  

condiciones (tiempo constante, concentración 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

ción de enzima o a un tiempo de incubación de la m ezcla, sino a cambios 

producidos en la re lación enzima -  sustrato , es d e c ir , en la actividad enz_i_ 

m ática. En todos los experimentos realizados se han correg ido  los valores  

de densidad óptica superiores a 0 ,1 2 5  ud. para que los porcentajes de ac­

tividad recuperada no se vean afectados por el cambio de la razón de pro-^ 

porcionalidad que se da a p a r t ir  de ese punto.
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f  «0,0*2 ♦ 0, 33 8 x

r » 0,99»

y *  0.003 *  0,500 x 

r « 0,992

0

0 .2 ,*  .6 ,3 1.0

CONCENTRACION RELATIVA

F ig u ra  3 . -  Relación en tre  el descenso en densidad óptica  a 620 nm y la con­

cen trac ión  re la t iv a  de e x tra c to  enz im ático  c ru d o .  Tampón acetato 

0,1 M a pH 5 ,5 ,  con C l^Ca 1 mM, como medio de incubac ión.
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y *  0,0 31 ♦ 0 ,0 2 6 x 

r »0.9980.3

0,2

0,1

y *  0,0006 *  0,037 x  

r .  0,995

0

155 7 100 2 31

T I E M P O  ( min.)

F ig u ra  4 . -  Re lac ión  en tre  el descenso en densidad óptica  a 620 nm y el 

t iempo de incubac ión. Tampón acetato 0,1 M a pH 5 ,5 ,  con 

C l^Ca 1 mM, como medio de incubación.
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©
o

y *  0,038 *0 .343*

f *  0,002 *  0.432 x 

p « 0.990

0 ,1 32 5 ,7
CONCENTRACION RELATIVA

O t 2 3 5 7 10
TIEMPO (m in.)

F ig u ra  5 . -  V a r ia c ió n  de la densidad óptica  a 620 nm a tiempo constante

( • )  y a concen trac ión  re la t iv a  de enzima constante (o). Incu­

bación en tampón acetato 0,1 M a pH 5 ,5 ,  con CI_Ca 1 mM. (Datos de las — 

f ig u ra s  3 y 4). La adecuación de las escalas de las absc isas  perm ite  o b se r­

v a r  que ambas rec tas  de re g re s ión  son comunes para  las determ inac iones a 

tiempo constante y a concen trac ión  re la t iv a  constante .
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Los extractos crudos utilizados para la determinación del pH -  

óptimo se obtuvieron por tritu rac ió n  con agua destilada o con un tampón de 

baja fuerza  iónica * Al medio de incubación se añadió 1 mi de tampón al pH 

deseado en cada caso, utilizándose el tampón ácido acetico-acetato  sódico 

0 ,2 5  M con un rango de pH entre  3 ,7 5  y 5 ,5 0 , tampón tris -m a lea to  0 ,2 5  M 

para pH comprendidos entre 6 ,0  y 8 ,5  y tampón c itra to  0,01 M -  fosfató  

0 ,0 2  M para pH entre 3 ,2  y 7 ,0 .  Los resultados de actividad enzim ática, -  

representados en las figuras 6 , 7 y 8 respectivam ente, se expresan como 

porcentaje sobre el va lo r máximo de actividad obtenido en cada determ ina­

ción.

Con los tres  sistemas tampón utilizados se observa un descen­

so acusado de la actividad a los pH extrem os, tanto ácidos como básicos, y 

una meseta en la zona comprendida entre pH 5 ,0  y 6 ,5 .  Con tampón acetato  

la actividad aumenta hasta el va lo r de pH de 5 ,5  (figura  6 ), lím ite de u t i l i ­

zación de este tampón, existiendo además un hombro a lrededor de pH 4 ,5 .  

Con tampón tris -m alea to  (figura 7) la actividad máxima se alcanza a pH 6 ,2 5  

P ara  el tampón c itra to  -  fosfato se obtiene el máximo de actividad entre los 

pH 5 ,5  y 6 ,5 ,  zona en la que la actividad es igual o superior al 95 % de -  

la máxima. Se observa también un hombro entre pH 4 ,5  y 5 ,0 ,  lo que indi­

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

A pH 5 ,5  la actividad am ilo lítica  es muy s im ila r con los tres  -  

tampones u tilizados, en presencia de Cl^Ca 1 mM, produciéndose una activi_ 

dad máxima con tampón acetato y siendo 94 + 2 y 89 + 2 los valores relaU  

vos que se obtienen con tampón c itra to -fo s fa to  y tr is -m a le a to , respectivamen  

te .

La adición de iones calcio al medio de incubación no aumenta -  

la actividad am ilo lítica de los extractos crudos, aún en el caso en que se 

obtuvieron con tampón c itra to -fo s fa to  (figura 9 ), condiciones en que se pro
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c*

O

F ig u ra  6 . -  A c t iv id a d  a m ilo l í t ica  re la t iv a  (po rcen ta je  sobre  el v a lo r  máximo) 

a los d is t in to s  pH, con tampón aceta to . La cu rva  es el v a lo r  -  

medio de cua tro  rep e t ic iones  d is t in ta s .



F ig u ra  7 . -  A c t iv id a d  a m ilo l í t ic a  re la t iv a  (po rcen ta je  sobre  el v a lo r  máximo) 

a los d is t in to s  p H , con tampón t r is -m a le a to .  La cu rva  es el va ­

lo r  medio de se is  repe t ic iones  d is t in ta s .
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100

F ig u ra  8 . -  A c t iv id ad  a m ilo l í t ica  re la t iv a  (po rcen ta je  sobre  el v a lo r  máximo) 

a los d is t in to s  pH, con tampón c i t ra to - fo s fa to .  P a ra  cada v a lo r  

de pH s u p e r io r  a 3 ,7 5  la cu rva  represen tada  es la media de dos re p e t ic io  

nes d is t in ta s .
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F ig u ra  9 . -  A c t iv idad  a m i lo l í t ic a  (po rcen ta je  sobre  el v a lo r  máximo) en presen 

cía de d ive rsa s  concen trac iones  de C l-C a  en el medio de incuba - 

c ión . Tampón c i t ra to - fo s fa to ,  pH 6 ,2 5 .
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duce una notable activación en los extractos de cotiledones de guisante -  

(Swain y D ekker, 1966^).

I I I .  1-. 1 . 1 . -  E S T IM A C IO N  IN D E P E N D IE N T E  DE LAS D IS T IN ­

TAS A C T IV ID A D E S  A M IL O L IT IC A S .-

Los extractos crudos se sometieron a la acción de inhibidores  

específicos para separar las distintas actividades am ilo líticas  presentes.

Los experimentos se rea liza ro n  a dos pH , 4 ,5  y 6 ,2 5 ,  para determ inar qué 

inhibidores actúan preferentem ente a cada pH y comprobar así si estas dos 

zonas de pH corresponden a máximos de actividad de distintas amilasas co­

mo sucede en el guisante (Shain y M ayer, 1968).

A . -  I n a c t i v a c i ó n  p o r  c l o r u r o  m e r c ú r i c o . -

La inhibición de la actividad b e ta -am ilo lítica  se rea lizó  u tilizan
- 3  -1

do C ^ H g  a distintas concentraciones entre 5 x 1 0  y 5 x 10 mM. Los 

pH a los que se rea liza ro n  los experimentos; se obtuvieron con el tampón -  

acetato (pH 4 ,5 ) y c itra to -fo s fa to  y tr is  maleato (pH 6 ,2 5 ) .

Los resultados no se ven influidos por las condiciones de pH

en las que se re a liza  la determ inación; en todos los casos se obtienen re

sultados s im ilares para las distintas concentraciones de inh ib idor. El cloru

ro m ercúrico produce la inactivación progresiva de la amilasa del te jido fo

lia r  de naranjo (tabla 4 ), siendo muy pequeña a concentraciones bajas ( a 
-2

10 mM queda más del 90 % de la actividad in ic ia l) y aumentando con la -  

concentración hasta obtenerse una inactivación de a lrededor del 45 % con 

clo ruro  m ercúrico 0,1 mM.

Puesto que no se han encontrado d iferencias s ignificativas en­

tre  la inhibición obtenida bajo las distintas condiciones de pH , se ha hecho 

un ajuste por regresión con todos los datos de los distintos experimentos ,



- 70-

T A B L A  4

MODELO. -

siendo A = pH y B = concentración de inhibidor

x . . = u + A. + B . + (A *  B ) . . + Z . . . . .
¡J /  i J ij k (ij)

TA B LA  DEL A N A L IS IS  DE LA V A R IA N Z A . -

Fuente Suma de cuadrados Grados l ib e r ta d  Cuadrados medios F

pH 24,23 1 24,23

C oncen trac ión  
de in h ib id o r 18477,29 7

* *
2639,61 48,26

pH *
concen trac ión 548,43 7 7 8 ,3 5  1,43 ns

res idua l 2625,23 48 54,69

D lA G R A M A  DEL

0

0,005

0,01 

0,02

0 ,03

0 ,05

0,1

0 ,5

* *  s ig n if ic a t iv o  a l  1 %
T E S T . -

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

B . -  I n a c t i v a c i ó n  t é r m i c a . -

Los experimentos de inactivación térm ica se llevaron a cabo ca

lentando los extractos crudos a 70 2C , a los dos pH mencionados, con y -

sin la adición de calcio (C ^ C a ) 25 mM (concentración f in a l) .

«
No se obtiene protección de la actividad por la presencia de -  

iones calc io  a ninguno de los dos pH ensayados (Tab la  5 ).

A pH 4 ,5  (figura 11-A ) se produce una inactivación casi total -  

desde el prim er minuto de tratam iento, que deja una actividad del 10 % del 

testigo y que se mantiene constante a lrededor de este v a lo r hasta los 30 -  

minutos de calentam iento.

A pH 6 ,2 5  el efecto del ca lo r es más gradual y menos acusado

(figura  11 —B ). El descenso de la actividad es menos importante que a pH

4 ,5 ,  en especial durante los prim eros minutos de calentam iento, quedando 

alrededor de un 50 % de la actividad después del p rim er minuto y más de 

un 30 % a los 10 minutos de tratam iento

C . -  I n a c t i v a c i ó n  p o r  s e c u e s t r o  d e  i o n e s  c a l c i o .

La inactivación de la enzima a lfa -am ilasa  se llevó a cabo u t i l i ­

zando E D TA  a una concentración final de 100 mM, que se ha demostrado -  

más efectiva en la inactivación de extractos crudos de guisante (S an z, 1978) 

que las u tilizadas por otros autores (Tabla  2) y preincubando la mezcla a 

4 2C durante distintos tiempos, de 0 a 60 minutos. Los expérimentos se rea  

Iizaron  bajo las mismas condiciones de pH que con los demás inhib idores.

Existen d iferencias entre los distintos experimentos en la inac­

tivación obtenida durante los prim eros minutos de preincubación. S in embar
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e
o»

n
b

aM»

60 -

o
o

y = 98,506 *521,390 x * 783,0 26 x2

■ ' 1 ' ■ ' i - - ' .  --------------------------------------- *— —r1  ■
0 001 00? 00 3 0,05 0.1 0,5

(C l2Hgl (mM)

F ig u ra  10 .— Inac t ivac ión  de e x tra c to s  c rudos  p o r  d is t in ta s  concen trac iones de

La a c tiv id ad  se rep resen ta  como porcen ta je  sobre el va­

lo r  del e x trac to  s in in h ib id o r .  La cu rva  es el v a lo r  medio de ocho re p e t ic io  

nes d is t in ta s .
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pK 4 ,5
100

TIEMPO ( m in .)

100

pH 6,25

TIEMPO ( min.)

F ig u ra  1 1 . -  Ina c t ivac ión  té rm ica  a 70 2C de los e x tra c to s  c ru d os  a pH 

4 ,5  (A) y a pH 6 ,25  (B ) .  La ac t iv idad  se p resen ta  como -  

porcen ta je  sobre  el v a lo r  del e x trac to  s in  c a le n ta r .  Las cu rva s  sen el 

va lo r  medio de dos repe t ic iones  d is t in ta s .
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L A _ _ EL k _ A _ _ i_

MODELO. ^  _  + a .  + B . + C + ( a * B ) . .  +(A#C) + (B*C).,  + (A *B *C )
i jk  /  i j  k i j  ik jk  i jk

siendo A = tiempo de calentam iento; B = p resenc ia  de ca lc io  y C = pH

T A B LA  DEL A N A L IS IS  DE LA V A R IA N Z A . -

Fuente Sufría de cuadrados grados l ib e r ta d Cuadrados medios F

Tiempo 12438,91 6 2073,15
* *

291 ,53

C a lc io 15,93 1 15,93 2 ,2 4  ns

pH 1816,73 1 1816,73
*  *

255,47

T¡empo#calc¡o 267,03 6 44,50 6 ,2 6 *

Tiempo*pH 410,57 6 68,43
*•*

9 ,62

Calc¡o#pH 13,25 1 13,25 1 ,86 ns

Residual 42,67 6 7,11

*  s i g n i f i c a t i v o  a l  5 %  ; * *  s i g n i f i c a t i v o  a l  1 % 

D IA G R AM AS  DE LOS T E S T S  S E C U E N C IA L E S .-

pH 4 ,5  pH 6 ,2 5

0 1 3 5 10 20 30 0 1 3 5 10 20 30

0

1

3

5

10

20

30

0

1

3

5

10

20

30
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go, las inactivaciones finales son s im ilares  en todos los casos, estando en 

general a lrededor del 40 %, independientemente del pH al que se preincuba  

la mezcla (figura 12).
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100

6 0 .

T ie m p o  de p re in c u b a c ió n  (m in.)

100

pH 6.25

60 -

T iem po de p re incub ac ión  (m in . )

F ig u ra  1 2 . -  Inac t ivac ión  de los e x trac to s  c ru d os  p o r  E D T A ,  a pH 4 ,5  

(A) y a pH 6 ,25  (B ).  La a c t iv idad  se p resen ta  como p o r ­

centa je  sobre  el v a lo r  del e x tra c to  s in  in h ib i r .  Cada una de las repe ­

t ic iones  rea l izadas  se rep resen ta  p o r separado.
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I I  I . í  . 2 . -  E X T R A C T O S  S E M  I P U R  I F I C A D O S  P O R  C R O M A ­

T O G R A F I A  D E  E X C L U S I O N  M O L E C U L A R . -

I I I . 1 . 2 . 1 . -  S E P A R A C IO N  DE LAS E N Z IM A S .-

La separación de un extracto crudo de proteínas en una colum­

na de Sephadex G -100 de 31 x 2 ,5  cm, con un flu jo  de eluyente de 1 ,6  m i/  

min perm itió  separar la actividad am ilo lítica  de la fracción mayor de pro te í 

ñas del extrac to . Solamente se encontró actividad enzimática en las fraccio  

nes entre 74 y 133 mi de volumen de elución, con un máximo para 92 mi y 

un hombro a lrededor de 84 mi (correspondiente a los volúmenes re lativos -  

de elución, V e/V o ,  de 1 ,62  y 2 ,0 0 ) ,  lo que sugiere una m ultiplicidad de -  

enzimas (figura 13).

Alargando la columna hasta una longitud de 65 cm y reduciendo 

el flu jo  hasta un va lo r de 0 ,5  m l/m in se optimizó la resolución, separándo­

se dos picos claram ente entre los volúmenes, de elución de 155 a 200 mi —  

<Ve/V o = 1 ,66) el prim ero y de 200 a 270 mi el segundo (V e/ V o= 2 ,0 5 ), y que 

denominaremos como Fracción  enzimática 1 y Fracc ión  enzimática 2 según 

el orden en que son e lu ídas. La proporción re la tiva  de ambas fracciones -  

fue variab le  para cada crom atografía , aunque de forma general puede deci_r 

se que cada una representa a lrededor del 50 % de la actividad total recupe 

rada tras  el proceso de purificac ión , con el método de estimación utilizado.

La separación de las dos fracciones enzim áticas sin embargo -  

no fue to ta l, ya que no existen entre e llas fracciones crom atográficas sin 

actividad (figura 14), y no pudo m ejorarse variando las condiciones de la -  

crom atografía . En los experimentos subsiguientes de caracterizac ión  de es­

tas fracciones enzimáticas se e lig ieron  por tanto las fracciones cromatográ 

ficas extremas de cada una de las zonas para e v ita r la presencia de los -  

dos tipos de enzimas.
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0.0S

200
VOLUMEN 06  ELUCION ( ■ I I

100

F ig u ra  1 3 . -  A bso rbanc ia  a 280 nm (o) y a c t iv idad  a m ilo l í t ic a  ( A D .O .  ) ( • )
620

que p resen ta  el e luato de la columna de 31 x 2 ,5  cm. Volumen de 

las f ra c c io n e s ,  7 ,4  mi; f lu jo ,  1 ,6  m l /m in . ;  e luyen te , tampón acetato 0,1 M a 

pH 5 ,0 ,  con C l^Ca 1 mM.
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A0.0.,

toa 200 300 500
VOLUMEN OE ELUCION (mi)

F ig u ra  1 4 . -  Absorbanc ia  a 280 nm (o) y ac tiv idad  a m i lo l í t ic a  ( A D .O .  ) ( • )
620

que presenta  el e luato de la columna de 65 x 2 ,5  cm. Volumen de 

las f ra c c io n e s ,  6 ,9  mi; f lu jo ,  0 ,575  m l /m in . ;  e luyen te , tampón acetato 0,1 M 

a pH 5 ,0 ,  con C l^C a 1 mM.
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La disminución del volumen de cada fracción crom atográfica sí 

perm itió  poner de manifiesto la fa lta  de homogeneidad de la fracción  enzi­

mática 2 , apareciendo hasta 5 subpicos, pero no la de la fracción  enzimá­

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

I I I .  1 . 2 . 2 . -  C A R A C T E R IZ A C IO N  DE LAS F R A C C IO N E S  E N -  

Z IM A T IC A S .-

Del mismo modo que con el extracto  crudo, se re a liza ro n  es­

tudios del comportamiento fren te  a distintos inhibidores de las dos fra c c io ­

nes enzim áticas, con la finalidad de c a ra c te riz a r  su actividad como pertene  

cíente a a lfa -  o a beta-am ilasa . Se llevó a cabo además un estudio de su 

pH óptimo, realizándose la extracción de las enzimas con agua destilada , -  

que se u tilizó  también como eluyente. Las crom atografías se re a liza ro n  en 

una columna de 65 cm de a ltu ra  y el flu jo  fue de 0 ,5  m l/m in . P ara  la con­

secución de los pH deseados se u tilizaro n  los tres  sistemas tampón mencio 

nados en la sección I I 1 .1 .1 .

A . -  F r a c c i ó n  e n z i m á t i c a  1 . -

En la curva de pH obtenida para la fracción enzimática 1 (figu­

ra  16) se observa que en un rango muy amplio de valores de pH no influye 

este en la activ idad, no encontrándose d iferencias s ign ificativas  (Tab la  6 ) 

entre la actividad obtenida de pH 4 ,0  a pH 6 ,5 .  Se observa también que -  

esta fracción  enzimática no es muy afectada por los pH bajos, recuperándo  

se más del 70 % de la actividad máxima a pH 3 ,0 .  P ara  todo el rango de 

pH estudiado no se encuentran d iferencias entre los distintos tampones para  

el mismo pH, con la única excepción del pH 5 ,5  entre  los tampones c itra to -  

fosfato y tris -m a lea to .
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0 . 0 . 2 80

a  o . a 420 ( • )

0 ,5 l

O.V

0.3 '

0,2

0,1

100 * 200 VOLUMEN DE ELUCION (mi )O

1 1.5 2 25 3 3.5 V

V« /  v 0

F ig u ra  1 5 .-  A bso rbanc ia  a 280 nm (tra z o  grueso) y a c tiv id a d  a m ilo lít ic a  (A D .

O . ) ( • )  que p resen ta  el e lua to  de la columna de 65 x 2 ,5  cm .
620

Volumen de las fra c c io n e s  , 4 ,4  m i. E lu c ió n  con tampón acetato  0,1 M a pH 5,0 

con C l^C a 1 mM, a un f lu jo  de 0 ,4 6  m l/m ¡n . Los volúm enes re la t iv o s  de e lu ­

c ión  son m ayores que en los o tro s  casos debido a un d is t in to  empaquetamien­

to de la colum na.



20

pH

F ig u ra  1 6 .-  C urva  de pH de la fra c c ió n  enz im ática  1. La cu rva  rep resen ta  

la media de t re s  re p e tic io n e s  d is t in ta s  con cada Lampón. Se -  

u t i l iz a ro n  los tampones a ce ta to , c it ra to - fo s fa to  y t r is -m a le a to .
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T A B L A

M O DELO .-
x .. = u + A. + £ . , .v

ij /  i j( i)

siendo A = condiciones de la determinación (pH y tampón).

TABLA DEL A N A L IS IS  DE LA V A R I A N Z A .-

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad  Cuadrados medios F

Condiciones 5114,09 21 243 ,53  9 ,0 2 * *

Residual 1188,39 44 27,01

** significativo al 1 %

DIAG RAM A DEL T E S T .-

Acetato C itra to -fo sfa to  T ris -m aleato

3 3 ,5  4 4 ,5  5 .5 ,5  3 3 ,5  4 4 ,5  5 5 ,5  6 6 ,5  7 7 ,5  5 ,5  6 6 ,5  7 7 ,5  8

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 ,5 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1

Ace 4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
tato 4 ,5 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

5 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
5 ,5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

3 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1
3 ,5 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
C it r . 4 ,5 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1

5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1
F o s f. 5 ,5 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1

6 0 0 1 0 0 0 0 1 1
6 ,5 0 1 0 0 0 0 1 1

7 0 0 0 1 0 0 1
7 ,5 ' 0 0 0 0 0 1

5 ,5 0 0 0 0 1
T ris 6 0 0 1 1
. .  — 6 ,5 0 0 1
m al. 7 0 1

7 ,5 1
8
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Las fracciones crom atográficas elegidas se sometieron a tra ta ­

miento con los dos inhibidores específicos utilizados con los extractos cru
-2

dos: E D T A  y C I^H g, a concentraciones finales de 100 mM y 2 x 10 mM, 

respectivam ente. Ambos agentes se dejaron en contacto con el extracto  du­

rante media hora antes de proceder al anális is  de la activ idad.

La fracción enzimática 1 es drásticam ente inhibida por el C ^ H g  

quedando menos de un 10 % de la actividad o rig in a l, m ientras que el E D TA  

la afecta muy poco (Tab la  7 ) , recuperándose el 90 % de la actividad in ic ia l.  

La preincubación del extracto  enzimático durante toda la noche con los in­

hibidores no varía  los resultados.

T A B L A  7

Preincubación, 30 m in. Preincubación, toda la noche

E D TA  100 mM 90 + 4 *  96,1

C I2Hg 2 x 10“ 2mM 9 + 3 6 ,3

*  los datos de esta columna son la media de cinco repeticiones d is tin tas .

La crom atografía de beta-am ilasa de cebada com ercial (E .C .  3 . 

2 .1 .2 . ;  M erck, n2 de catálogo 1327) en la misma columna y bajo las mismas 

condiciones que las realizadas para los extractos de tejido fo lia r  de naran­

jo (figura 14) perm itió com parar los volúmenes de retención respectivos. En 

la figura 17 están representados los valores de absorbancia a 280 nm del 

eluato de la crom atografía de la beta-am ilasa de cebada; en e lla  aparecen  

varios máximos de absorción. De cada uno de ellos se analizó la actividad  

enzimática de la fracción crom atográfica que~-presenta mayor absorción a 

280 nm, obteniéndose actividad am ilo lítica únicamente en el p rim er p ico, y 

siendo los restantes debidos a proteínas contaminantes o bien a productos 

de degradación. Como puede o bservarse , la beta-am ilasa de cebada tiene un
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B - A M I L A S A  DE C E B A D A

o.o. 280

0,10

0.05

V « lu *«n  «lucían 
da la fra cc ión  cn z ia á fica  1

O 100 200 300
VOLUMEN OE ELUCION (a i)

1.S 2.5 15
V ,  / v 0

F ig u ra  1 7 .-  A bsorbanc ia  a 280 nm del e luato  de la c ro m a tog ra fía  de beta-arm  

lasa de cebada. La fra c c ió n  que p resen ta  a c tiv id a d  a m ilo lít ic a  se 

señala con un c írc u lo .  Columna y cond ic iones iguales a las de la f ig u ra  14.
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M O D E L O .-

siendo

T A B L A  8

x .. = u + A. + £ v 
i j  /  i j ( i )

A = condiciones de la determinación (pH y tampón),

TABLA DEL A N A L IS IS  DE LA V A R IA N Z A .-

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad  Cuadrados medios

Condiciones

Residual

13839,10

1169,47

21

22

6 59 ,00

5 3 ,1 6

12,40

DIAG RAM A DEL T E S T . -  

Acetato

** significativo al 1 %

Ace­

tato

C i t r . 

F o s f.

T r is  

m al.

C itra to -fo sfa to T  ris -m aleato

3
'3 ,5

4
4 .5

5
5 .5

3
3 .5

4
4 .5

5
5 .5

6
6 .5  

7
7 .5

5 .5  
6

6 .5
7

7 .5
8

3 3 , 5 4  4 , 5 5  5 , 5  3 3 , 5 4  4 , 5  5 5 , 5 6  6 , 5 7 7 , 5  5 , 5 6 6 , 5 7 7 , 5 8  

0 1 1 1 1 0 0 1 1
.1 1 1 1 0 0 1 1

0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0
0 0 0 0

0 1 1

1 1 
1 1
1 0 1 
0 0 0 
0 0 0

1 1 
1 1

1 1 1 1  
1 1 1 1 1 1

1 0 1 
0 0 0 

0 0 
0

1 
1

0 0 
0 0 
0 0 1 
0 0 0 
0 0 1 

0 0 
0

1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0
0 0 0 0

0 0 0
0 0

0
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volumen de retención de 175 m i, volumen que se encuentra centrado entre  

los márgenes obtenidos para la fracción  enzimática 1 de los extractos de 

naranjo y que se indican en la fig u ra .

B . -  F r a c c i ó n  e n z i m á t i c a  2 . -

El rango de pH en el que la actividad de la fracción enzim áti­

ca 2 no se ve influida por este es igual de amplio que para la fracción en­

zim ática 1, aunque se encuentra desplazado media unidad hacia la región -

más a lcalina (4 ,5  - 7 , 0 )  (F ig u ra  18). La principal d iferencia  con la fracción  

enzimática 1 se encuentra en su comportamiento fren te  a los pH más ácidos 

ensayados puesto que la actividad de la fracción  2 está fuertemente influida  

por los pH 3 y 3 ,5 .  A pH 3 ,0  la actividad es in fe rio r al 20 % del máximo,

y a pH 3 ,5  es in fe rio r al 25 %. P or el c o n tra rio , las dos fracciones enzi­

máticas no presentan d iferencias de actividad entre s í a los pH básicos. Al 

igual que en la fracción enzimática 1, no se encuentran d iferencias entre -

los distintos tampones a los mismos pH (Tab la  8 ).

La actividad de esta fracción  enzimática está fuertemente influ í 

da por el E D TA  100 mM, aunque el porcentaje de inhibición es variab le  se 

gún los experim entos. Existe también un c la ró  efecto del CI^Hg sobre su -  

actividad que produce una inactivación p arc ia l de a lrededor del 50 % en las 

condiciones de experim entación. Cuando la preincubación se alargó toda la 

noche, la actividad en presencia de C ^ H g  disminuyó drásticam ente, quedan

do menos de un 10 % de la actividad o r ig in a L (T a b la  9 ).

J__A _B_L_A 9

Preincubación, 30 min. P reincubación, toda la noche 

E D TA  100 mM 23 + 8 *  15 ,5

C I.H g  2 x 1Ó_2mM 47 + 4 6 ,0

*  los datos de esta columna son la media de cinco repeticiones d is tin tas.



t

100

Figura 1 8 .-  Curva de pH de la fracción enzimática 2 . La curva representa  

la media de dos repeticiones distintas con cada tampón. Se -  

utilizaron  los tampones acetato, c itrato -fosfato  y tr is -m a le a to .
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En la crom atografía de a lfa-am ilasa  de Bacillus subtilis  (E .C .  

3 . 2 . 1 . 1 . ;  Merck na de catálogo 1329) en las mismas condiciones que las -  

demás crom atografías realizadas (figura 19) aparecen dos picos de p ro te í­

nas, detectándose actividad am ilo lítica  únicamente en el p rim ero . E l volu­

men de retención de esta proteína es de 205 m i, lo que indica un ligero  -  

desplazamiento respecto a la fracción enzimática 2 de los extractos de na­

ran jo . Hay que señalar a este respecto, que según F isch er et a l1. (1960), 

la a lfa -am ilasa  de B . subtilis  tiene un peso m olecular de 100.000 daltons, 

valo r superior a los pesos m oleculares de las a lfa-am ilasas de otros oríge  

nes, que oscilan entre  4 5 .0 00  y 60 .000  daltons.
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ot - AMI  LASA DE BAC1LLUS SUBTILIS

o.o.2|0

0.10

Volumen 0» «lución 
ó* la fracción «nziaáfica 2

100 2000 300
VOLUMEN CE ELUCION (al)

1 1.5 2 2.S 3

V # / V a

F ig u ra  1 9 .-  A bsorbanc ia  a 280 nm del e luato  de la c ro m a tog ra fía  de a lf e-am_¡_ 

lasa de B a c illu s  s u b t il is  . La fra c c ió n  que p resen ta  a c tiv id ad  am] 

lo lí t ic a  se señala con un c írc u lo .  Columna y cond ic iones igua les a las de la 

f ig u ra  14.
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I I I . 1 . 3 . - -  E N Z I M A S  S E P A R A D A S  P O R  E L E C T R O F O R E S I S

E N  G E L E S  D E  P O L I A C R I L A M I D A . -

I I I . T . 3 . 1 . -  S E P A R A C IO N  DE LAS E N Z IM A S .-

La e lec tro fo res is  en geles de políacrilam ída perm itió la separa  

ción a p a r t ir  de extractos crudos de dos zonas de actividad enzim ática. Los

lím ites de estas dos zonas de actividad están bien defin idos, llegando a pro

ducirse una separación en bandas que en ocasiones no es completa, lo que 

impide re a liz a r  el estudio de las carac te rís ticas  de cada banda.

La incorporación del sustrato de la reacción enzimática a los 

geles previamente a la separación e lec tro fo ré tica  m ejoró notablemente la re  

solución obtenida, reduciendo la movilidad re la tiva  de las enzimas, mejoran  

do la n itidez de las bandas y permitiendo la detección de bandas adicionales  

en algunos extractos . Los resultados obtenidos son m ejores cuando se incor 

pora amilopectina azure a una concentración final de 0 ,2 5  % que con alm i­

dón soluble, por lo que la mayor parte del trabajo  se rea lizó  en aquéllas  

condiciones.

El número total de bandas separadas es de 13, que se numeran 

en el texto correlativam ente según su movilidad re la tiva  y siendo la número 

1 la más cercana al o rigen. Su detección depende críticam ente de la canti­

dad de extracto introducido en el gel así como de su actividad específica y 

las condiciones de incubación. Debido a las d iferencias notables de a c tiv i­

dad, la demostración simultánea de todas e llas  no es posible ya que las con 

diciones adecuadas para las más intensas no permiten la visualización de -  

las menos activas, que exigen tiempos de incubación con el sustrato muy su 

perio res  y provocan la difusión excesiva de las an te rio res  (figura 20). Seis  

de estas bandas, de gran intensidad, se encuentran invariablem ente en to -
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Figura 2 0 . -  E lectroforegram as de extractos crudos de hojas adultas en gel 

de poliacrilam ida con amilopectina azure 0 ,2 5  % como sustrato  

incorporado al gel. Extractos enzimáticos obtenidos con tampón acetato 0,1

M, pH 5 ,0 ,  con Cl Ca 1 mM. Geles incubados durante 2 horas en tampón -
2de extracción, a 30 2C . A . -  Actividad del extracto: 0 ,053  ud. /  cm x min.

2
B . -  Actividad del extracto: 0 ,022  ud. /  cm x min.
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dos los extractos (números 1, 2 -3 ,  5 , 12 y 13). Junto a éstas hay otras ban 

das menos intensas pero que también se encuentran en todos los e lec tro fo re  • 

gramas (números 4 , 10 y 11). Las bandas 6 , 7 , 8 y 9 solo se detectan oca 

sionalmente.

Según su movilidad e lec tro fo ré tica  se distinguen dos grupos de 

bandas. Las de menor movilidad son 8 , de las cuales hay tres  p rincipales: 

a) la número 1 , que se presenta siempre con ondulaciones típ icas; b) en se 

gundo lugar aparecen siempre dos bandas muy próximas (números 2 y 3) , 

que en ocasiones resulta  d ifíc il de lim itar entre s í,  y c) la número 5 , que 

es la banda más ancha. Además de éstas se encuentran cuatro bandas más 

en esta zona del gel: en p rim er lugar la banda número 4 que se encuentra 

en prácticam ente todas las e lec tro fo res is  y se tra ta  de una banda difusa -  

con lím ites menos c laros  que las mencionadas anteriorm ente . Lo mismo pue­

de decirse de la banda número 6 salvo que ésta no se encuentra s iem pre. 

Respecto a las dos restantes (números 7 y 8 ), se tra ta  de bandas muy es­

trechas que se han detectado únicamente en e lec tro fo res is  en geles con 

am ilopectina, principalm ente en extractos de hojas jóvenes.

El grupo de bandas de mayor movilidad está formado por c inco, 

observándose dos principales (números 12 y 13), dos de menor actividad -  

(húmeros 10 y 11) y una última banda (número 9) de actividad mucho menor 

y que, a d iferencia de las otras cuatro , no se detecta en todas las e lec tro  

fo re s is . Tantc estas cinco bandas como las números 7 y 8 degradan la am_¡_ 

lopectina azure dejando un color residual en el ge l, a d ife renc ia  de las -  

otras seis bandas, que degradan el sustrato totalm ente, por lo que apare­

cen bandas blancas sin co lor res idua l.

En la tabla 10 se presentan los r f  medidos así como los e rro  

res estándar correspondientes, en buena parte debidos a d iferencias  en ac 

tiv idad . Si bien el modelo de separación no cambia, la menor actividad del



-9 4 -

extracto  produce una ligera  variación en la localización de las bandas, obte­

niéndose r f  mayores para los extractos de mayor activ idad. Los r f  calculados 

para'e lectnóforests  con almidón como sustrato son mayores que los correspon­

dientes a am ilopectina; la equivalencia de las bandas en los dos sustratos se 

obtiene fácilm ente por comparación de los distintos e lectro foregram as.

La precip itac ión  fraccionada dé los extractos con sulfato amónico 

no perm ite sep ara r las distintas bandas o grupos de bandas en fracciones de 

term inadas, si bien se observa una intensificación de ías bandas de menor -  

movilidad en la fracción  proteica que precip ita  entre el 25 y el 45 % de sa­

turación y de las de mayor movilidad con las que precip itan del 45 al 60 % 

(figuras  21 y 22).

I I 1. 1 .3 .2 v -  C A R A C T E R IZ A C IO N  DE LAS BANDAS DE A C T IV ^  

DAD A M IL O L IT IC A .-

A . -  I n a c t i v a c i ó n  p o r  i n h i b i d o r e s  s e l e c t i v o s . -

La carac te rizac ió n  de la actividad de las distintas bandas se lie  

vó a cabo, al igual que con los extractos crudos y las fracciones crom ato- 

g rá ficas , por medio de inactivaciones específicas con las mismas concentra­

ciones de inactivador, aunque la preincubación se prolongó toda la noche. El 

estudio se re a lizó  con extractos proteicos fraccionados con el fin de aumen­

ta r  la actividad específica . La fracción precipitada entre 25 y 45 % de satu 

ración se u tilizó  para la caracterizac ión  de las bandas de menor movilidad  

y la que p rec ip ita  entre 45 y 60 % para las de mayor m ovilidad.

La preincubación de los extractos con E D T A  100 mM dio como 

resultado la desaparición de las bandas numeradas del 2 al 6 , produciéndose 

una disminución muy importante de la banda numero 1 de la que sólo queda 

un ra s tro  tenue (figuras 23 , 24 y 25 , geles con almidón y figuras 26 , 27 y
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2 8 , geles con am ilopectina). Las bandas 10 a 13 no se ven afectadas por es 

te tratam iento , permaneciendo inalteradas.

-2
El tratam iento de los extractos con C ^ H g  2 x 1 0  mM produce 

la desaparición de las bandas 10 a 13, provocando además una disminución 

de la intensidad de las seis prim eras .

P or últim o, el calentamiento de los extractos durante 15 minu­

tos a 70 2C en presencia de Cl^Ca 19 mM y a pH 7 ,4  (tampón t r is - C IH '0 ,0 2 5  

M) produce la disminución de la actividad de las bandas 1 a 6 m ientras que 

desaparecen totalmente las restantes, con excepción de la número 12 que -  

mantiene una pequeña actividad que se ve prácticam ente eliminada cuando el 

extracto  calentado se dial iza toda la noche fren te  a tampón tr is -C IH  0 ,0 1 25  

M a pH 7 ,4  (figura 29).

B . -  E I e c t r  o f o r  e s i s d e  la s  f r a c c i o n e s  c r o m a t o g r á  

f i c a s . -

En las e lec tro fo res is  de la fracción enzimática 1 de la cromato­

grafía  se observa la aparición de las bandas de mayor movilidad y en ocasio 

nes se detecta un resto de las bandas números 1 y 2 -3 ,  debido a la existen  

cia de solapamientos entre los dos picos crom atográficos, (figuras 30 y 31 ).

Las inactivaciones específicas de la actividad am ilo lítica  de las 

bandas correspondientes a esta fracción enzimática ponen de manifiesto en la 

e lectro fo res is  con almidón en el gel que el comportamiento de las mismas es 

idéntico al encontrado en las e lec tro fo res is  de extractos crudos, no siendo 

afectadas por el E D TA  m ientras que son totalmente inhibidas por el C I^Hg -  

(figura  32).

En las e lec tro fo res is  de la fracción enzimática 2 se observan  

también los dos grupos de bandas, aunque se v isualizan preferentem ente las
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de menor movilidad (figuras  30 y 31). Estas bandas desaparecen de forma -  

casi total con E D T A , quedando un resto de la número 1 y siendo afectadas 

en menor medida por el Cl Hg (figura 33).

r f  de las bandas de actividad am ilo lítica en electroforegram as con am ilopec- 

tina o con almidón incorporado al gel como sustrato .

Banda Amilopectina Almidón

1 0 ,0 7 8 + 0 ,0 0 3 0 ,1 3 0 + 0 ,0 1 3

2 -3 0 ,1 2 5 + 0 ,002 0 ,1 7 0 0 ,0 1 3

4 0 ,1 5 9 + 0 ,0 0 3 0 ,1 7 9 + 0 ,0 0 8

5 0 ,2 0 6 + 0 ,0 0 4 0 ,2 3 0 + 0 ,0 1 3

6 0 ,2 4 0 + 0 ,0 0 9

7 0 ,3 0 0 + 0 ,0 1 3

8 0 ,3 3 + 0 ,0 3

9 0 ,4 4 + 0 ,0 4

10 0 ,5 0 0 + 0 ,0 0 8 0 ,5 5 + 0 ,02

11 0 ,5 3 0 + 0 ,0 0 8 0 ,5 9 + 0 ,02

12 0 ,5 7 0 + 0 ,0 0 8 0 ,6 3 0 + 0 ,0 0 4

13 0 ,6 1 0 + 0 ,0 1 0  . 0 ,6 7 + 0 ,02
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F igura  21 . -  E lectroforegram as y densitogramas de las fracciones proteicas  

que precip itan entre el 25 y 45 % y entre 45 y 60 % de satura  

ción con sulfato amónico. Gel con almidón soluble 0 ,5  % incorporado al gel 

como sustrato .
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F igura  2 2 . -  E lectroforegram as y densitogramas de las fracciones proteicas  

que precipitan entre 25 y 45 % y entre 45 y 60 % de satu ra ­

ción con sulfato amónico. Gel con amilopectina azure 0 ,2 5  % incorporado  

como sustrato .
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Figura  2 3 . -  E lectroforegram as y densitogramas de las fracciones proteicas  

que precip itan entre 25 y 45 % y entre 45 y 60 % de s a tu ra - ' 

ción con sulfato amónico. Gel con almidón soluble 0 ,5  % como sustrato .
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F ig u ra  2 4 . -  E lectroforegram as y densitogramas de I 

tívada con E D TA  100 mM y con CI^Hg 2 

midón soluble 0 ,5  % como sustrato .

i fracción 25-45% , in a c -  
-2

x 10 mM. Gel con a l -
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Fdgura 2 5 . -  E lectroforegram as y densitogramas de la fracción 45-60  %, 

tivada con E D TA  100 i 

midón soluble 0 ,5  % como sustrato .

_2
tivada con E D TA  100 mM y con CI^Hg 2 x 1 0  mM.  Gel con

inac

a l-



-106

I N A C T I V A C I O N E S  OE LA FRACCION LS -  60 %

12

E D T A  100 mM

<3o-

O
d

i r

10111213

1

12-34 5



-107 -

F igura  2 6 . -  E lectroforegram as y densitogramas de las fracciones proteicas  

que precip itan entre 25 y 45 % y entre 45 y 60 % de satura­

ción con sulfato amónico. Gel con amilopectina azure 0 , 25 % como sustrato .
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Figura 2 7 .-  Electroforegramas y densitogramas de la fracción 25-45

tivada con EDTA 100 mM

lopectina azure 0,25 % como sustrato.

-2
tivada con E D TA  100 mM y con C ^ H g  2 x 1 0  mM. Gel

%, i nac 

con ami



- 110-

IN A C T IV A C IO N E S  OE LA FRACCION 25 - 45  %

10 1213
E O T A  100 mM

o

O
O

\  p



-111-

Figura 2 8 .-  Electroforegramas y densitogramas de la fracción 45-60 %,

tivada con EDTA 100 mM

lopectina azure 0,25 % como sustrato.

_2
tivada con E D T A  100 mM y con C ^ H g  2 x 1 0  mM. Gel con

inac

ami
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F ig u ra  2 9 . -  E lectroforegram as y densitogramas de un extracto  proteico pre­

cipitado at 100 % de saturación con sulfato amónico. Gel con -  

amilopectina azure 0 ,2 5  % como sustrato .

A . -  E xtracto  crudo.

B . -  E xtracto  calentado a 70 2C durante 15 minutos.

C . -  E xtracto  calentado y dializado frente  a tampón t r is - C I .
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Figura 3 0 .-  Electroforegramas y densitogramas de las fracciones enzimáticas

separadas por cromatografía, en gel con amilopectina azure 0,25

% como sustrato.
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Figura 3 1 .-  Electroforegramas y densitogramas de las fracciones enzimáticas

separadas por cromatografía, en gel con almidón soluble 0 ,5  %

como sustrato.



FRACCION ENZIMATICA 2

o
d

123 111213

FRACCION ENZIM ATICA 1

10111213



-119-

F ígura  3 2 . -  E lectroforegram as y densitogramas de la fracción enzimática 1 ,
-2

inactivada con E D TA  100 mM y con C I^Hg 2 x 1 0  mM. Gel con 

almidón soluble 0 ,5  % como sustrato .
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Figura  3 3 . -  E lectroforegram as y densitogramas de la fracción  enzimática 2 ,
-2

inactivada con E D T A  100 mM y C ^ H g  2 x 1 0  mM. Gel con a_l_ 

midón soluble 0 ,5  % como sustrato .
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I I  1 . 1 . 3 .3 . -  A M IL O F O S F O R IL A S A S . -

La posibilidad de que parte de la actividad detectada pudiera ser  

debida a am ilofosforilasas se comprobó estudiando su presencia en los geles 

mediante la reacción de síntesis de alm idón, mucho más sensible y específi­

ca para detectar su presencia que la h id ró lis is . Se incorporó en este caso 

glucógeno al gel como in iciador de la s ín tes is ; la presencia de actividad h i-  

d ro lítica  en estos geles se detectó añadiendo almidón soluble al medio de ¡n 

cubación (m ateriales y métodos) ya que el color del glucógeno con el iodo es 

muy tenue e insuficiente para c a ra c te riz a r  la actividad enzimática d eg rad ati- 

va . - .

Los resultados de un experimento típico se presentan en la figu  

ra 34. No se encuentran diferencias en los zimogramas obtenidos mediante -  

incubación en tampón fosfato y en tampón acetato cuando se estudia la h idró­

lis is  del almidón soluble, lo que excluye la posibilidad de que alguna de las 

bandas estudiadas fuera  debida exclusivamente a una am ilo fosforilasa . La po 

sib ilidad de que la actividad resistente al E D TA  asociada a la banda 1 fuera  

una am ilofosforilasa es incompatible no sólo con el hecho de que no requ iere  

fosfato inorgánico (aparece en tampón acetato) sino también con la ausencia 

de actividad sintética a ese r f .  Sólo se encuentra actividad de síntesis de 

almidón a un r f  s im ila r al de la banda número 4 , pero su actividad h idro líH  

ca es inapreciable como se demuestra cuando se inhibe la actividad am ilolíH  

ca por acción del E D T A .

La baja actividad obtenida para las am ilofosforilasas es debida a 

las condiciones de determinación en este estudio y no re fle ja  el contenido -  

real de esta enzima en las hojas. Una actividad sustancialmente superior se 

obtiene cuando la extracción se re a liza  a pH más alcalinos (6 ,5  y 7 ,0 )  y -  

cuando la incubación se rea liza  a pH 6 ,0 ,  fren te  al pH 5 ,0  normalmente uü 

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 distintas de la enzima am ilo fosforilasa . Una de e llas  queda retenida  

en el lím ite del ge! de concentración, sin desplazarse de modo detectable -  

dentro del gel de resolución en el que está incorporado el glucógeno. Las 

otras dos tienen una movilidad re la tiva  s im ila r y aparecen como dos bandas 

bastante próximas que pueden separarse parcialm ente mediante un fracciona­

miento con sulfato amónico; en la fracción  que precip ita  entre  25 y 45 % de 

saturación sólo se detecta la banda de menor m ovilidad, m ientras que parte  

de la actividad correspondiente a esta enzima y toda la actividad de la iso -  

enzima de mayor movilidad se recupera en la fracción que precip ita  entre 0 

y 25 % de sa tu rac ió n ,(fig u ra  35). En algunos casos las dos bandas que pe­

netran en el gel de resolución no son distinguib les, sin que se haya hecho 

un estudio c rít ic o  de la ausencia de alguna de ellas o si es un artefacto  de 

bido a la u tilizac ión  de condiciones poco favorables para su separación. El 

tratam iento de los extractos con detergente (Tween 80) reduce la actividad  

retenida en la ¡nterfase entre las dos capas del gel y parece aumentar la 

presente en las bandas de mayor movilidad (figura 36 ).
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F igura  3 4 . -  E lectroforegram as de extractos crudos obtenidos con tampón ace 

tato 0,1 M, pH‘ 5 ,0 ,  con Cl Ca 1 mM. P ara ia reacción de de- 

gradación los geles se incubaron durante 2 horas a 30 2C en presencia de a l­

midón soluble 0 ,5  % como sustrato , en tampón de extracción (A ), tampón fosfato 

0,07 M, pH 7 ,0  (B) y tampón fosfato 0,07 M, pH 7 ,0 ,  con E D TA  100 mM (C ). Pa 

ra la reacción de síntesis (D) la incubación se rea lizó  durante 5 horas a 30 9C 

en tampón c itra to  0,1 M, pH 5,1 , en presencia de glucosa-1-fosfato 0 ,7  %. Gel 

con glucógeno 0 ,2  % incorporado como in iciador de la s ín tes is .
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Figura 3 5 . -  E lectroforegram as de extractos fraccionados con sulfato amónico 

entre el 0 y el 25 % (A) y el 25 y el 45 % de saturación (B ), -  

obtenidos con tampón acetato 0 ,1  M a pH 5 ,0  y tampón c itra to  0 ,1  M a pH -  

6 ,5 .  Incubación durante 5 horas a 30 gC en tampón c itra to  0 ,1  M a pH 5,1  

y a pH 6 ,0 ,  en presencia de g lucosa-1-fosfato  0 ,7  %. Gel con glucógeno 0 ,2  

% incorporado como iniciador de la s ín tes is .
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r

Figura 3 6 . -  E lectroforegram as de extractos obtenidos con tampón c itra to  0,1  

M a pH 6 ,5  (A) y con el mismo tampón más Tween 80 ai 1 % (B). 

Incubación durante 5 horas a 30 2C en tampón c itra to  0,1 M a pH 6 ,0 ,  en -  

presencia de glucosa-1-fosfato 0 ,7  %. Gel con glucógeno 0 ,2  % incorporado  

como in iciador de la sín tesis.
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I I i . 2 , -  V A R I A C I O N E S  D U R A N T E  E L  D E S A R R O L L O . -

I I I . 2 . 1 . -  V A R I A C I O N  E S T A C I O N A L  D E L  C O N T E N I D O  E N  

C A R B O H I D R A T O S . -

Las muestras tomadas para el estudio de la variac ión  estacional 

del contenido en carbohidratos presentaron oscilaciones muy amplias tanto en 

el peso fresco como en el peso seco (figura. 37), que no se corresponden con 

cambios reales en .las hojas sino que son originadas por el e r ro r  del m ues- 

tre o . Las variaciones en el peso se corresponden fielm ente con el tamaño de 

las hojas tomadas en cada caso (figura  38) y , al menos para las hojas adul­

tas , resulta  evidente que no representan una situación real ya que completa­

ron su expansión mucho antes de que se in ic iaran  las determ inaciones. Algún 

aumento en. superfic ie  tuvo lugar indudablemente en las hojas jóvenes durante  

las prim eras semanas de muestreo -p rin c ip io s  de A b ril a mediados de Junio- 

pero las variaciones en superfic ie  debidas al crecim iento no son separables  

de los e rro re s  de muestreo con los datos de este estudio, si bien estos e rro  

res fueron en este caso mucho menores durante los muéstreos in ic ia les  (sema 

ñas 15 a 25) que posteriorm ente, debido a que al comienzo se m uestrearon -  

las hojas mas grandes de la brotación .m ientras que mas adelante los muestre  

os se rea liza ro n  al a z a r .

Los resultados analíticos se expresan como contenido por unidad 

de superfic ie  de la hoja, procedimiento que compensa las d iferencias  provoca 

das por el distinto tamaño de las hojas (Monselise et a l . ,  1953; Monselise , 

1980) y que se ha mostrado mas sensible para detectar variaciones en el con 

tenido en elementos m inerales de las hojas que el contenido por hoja (G u a r-  

diola y G onzález, 1982). En el caso de las hojas adultas, ambos sistemas de 

expresión de resultados son proporcionales; la razón de proporcionalidad, la 

superfic ie  de la hoja, es además constante durante todo el periodo experimen
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PESO FRESCO POR HOJA •  hoja» da otoño
•  " " priaavara

SEMANA

PESO SECO POR HOJA a hojas da o toño 
o * •  pri «avara

SEMANA

MES

F ig u ra  3 7 . -  V a r ia c ió n  del peso f re s c o  (A) y del peso seco (B) por hoja a lo 

la rgo  del año. M uestras de la parce la  de A lm enara .
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Figura 3 8 . -  V ariación  de la superficie por hoja a lo largo del año. Muestras 

de la parcela de A lm enara.
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ta l .  No ocurre  lo mismo en las hojas jovenes durante la fase de crecim iento , 

no pudiéndo evaluarse cuantitativamente la influencia del mismo en la acumula­

ción de metabolitos con los datos de este estudio.

Los cambios en el peso de las hojas por unidad de superfic ie  a 

lo largo del año se representan en la figura 39. El peso seco de las hojas 

vie jas Se mantuvo razonablemente constante, siendo la máxima desviación res  

pecto al va lo r medio de todos los muéstreos in fe rio r al 10 % del peso de la 

hoja. En las hojas jovenes, el peso seco aumenta durante los prim eros mués­

treos; como coincide con el aumento en superfic ie  de la hoja esta acumula du 

rante estas semanas in ic ia les una cantidad importante de m etabolitos. Hay una 

detención en el aumento en el peso a lrededor de la semana 25, para proseguir 

a continuación , aunque a un ritmo más lento, hasta el final del periodo expe­

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

Las variaciones en el peso fresco siguen una pauta s im ila r , si -  

bien la variab ilidad  es m ayor, a lo que contribuye indudablemente la influen­

cia del estado h ídrico  de la planta en el momento del muestreo y las pérdidas  

de agua durante el transporte  al lab o ra to rio . El máximo peso fresco de las 

hojas jóvenes se alcanza la semana 21 , antes que el máximo 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 jóvenes durante todo el pe­

riodo experimental (figura 40 ), con una pauta de variación  s im ila r a la señala 

da para el peso seco, si bien las d iferencias son relativam ente m ayores.
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^  PESO FRESCO POR U NtO AQ  OC SUPERFICIE
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Figura 3 9 . -  Variación del peso fresco (A) y del peso seco (B) por unidad de 

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

ra .
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P O R C E N TA JE  EN PESO SECO

□ Aojas d« otoño 
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Figura 4 0 . -  V ariación  del porcentaje en peso seco a lo largo del año. Mues­

tras de la parcela de Alm enara.
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I I 1. 2 . 1 . 1 . -  A L M ID O N .-

El contenido en almidón de las hojas adultas v a ría  de modo carac  

te rís tic o  durante el periodo considerado, si bien la magnitud absoluta de este 

contenido así como la iniciación de los cambios varía  tanto con el año como 

con la parcela  (figúra  41 ). En las hojas adultas se observan tres  fases bien 

diferenciadas. Una in ic ia l, de acumulación, durante el comienzo de la prim a­

vera  con contenidos máximos en las semanas 10 a 15 y que no presentan un 

p erfil reg u lar posiblemente debido a las oscilaciones clim áticas en esta época del 

año. Sigue a continuación una fase de desaparición rápida del almidón en la 

que se p ierde a lrededor del 50 % del contenido máximo en las hojas de 1980 

en un plazo de unas diez semanas y más de un 75 % en 1981 y 1982, mante­

niéndose los valores  a p a rtir  de ese momento hasta que se interrum pieron los

m uéstreos. El contenido final no guarda una relación evidente con el conteni-
2

do máximo y a s í, es in fe rio r en 1981 (0 ,3 8  mg/cm ) que en 1980 (0 ,6 0  m g/
2

cm ) a pesar de que el contenido máximo es notablemente mayor en 1981 (2 ,3 8
2 2 

mg/cm fren te  a 1 ,3 0  mg/cm ).

La pauta de variación  cambia con la parcela estudiada pero la  in N 

fluencia del año parece se r de mayor im portancia. Aunque los datos exp eri—  

mentales para la parcela de V illa r re a l en 1982 no son suficientes para carac

te r iz a r  la pauta de variación  d e sc rita , sí’ bastan para estab lecer un mayor -
2 2 

contenido máximo (1 ,9 4  mg/cm fren te  a 1 ,47  mg/cm ) y un menor contenido
2 2 

mínimo (0 ,4 8  mg/cm frente  a 0 ,6 0  mg/cm ) que eñ el año j1 980.

El contenido en almidón en las hojas de la brotación de prim ave
2

ra  es muy bajo inicialm ente (0 ,4 2  + 0 ,0 5  mg/cm en la semana 17) aumentan­

do rápidamente durante las prim eras semanas, coincidiendo con la d esap ari-. 

ción del almidón en las hojas adultas. Alcanzan un prim er máximo al que s i­

gue de modo inmediato un mínimo re la tivo  (semana 24, año 1980 y 25 en 1981) 

seguido de una recuperación muy ráp id a , en el plazo de una semana, para -
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Fígura  41 V ariac ión  del contenido en almidón por unidad de superfic ie  a lo 

largo del año en las distintas parcelas estudiadas. Las hojas jó ­

venes se representan mediante c írcu los  unidos con trazo  grueso; las adultas, 

con cuadrados unidos por trazo  fino .
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SEMANA

F ig u ra  4 2 . -  V a r ia c ió n  del contenido en almidón como po rcen ta je  sobre  el peso 

seco de las hojas adultas (A) y jóvenes (B) a lo la rg o  del año.

pa rce la de B u r r ia n a (1980)

parce la de V i l la r r e a l (1980)

parce la de A lm enara (1981)

parce la de V il  la r re a l (1982)
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descender a continuación de un modo p ara le lo  al de las hojas adultas hasta un 

contenido s im ila r al in icial e in fe rio r en un 50 % aproximadamente al contení^ 

do final de las hojas adultas, sin que aumente de modo s ign ificativo  hasta el 

final del m uestreo.

En ambos tipos de hojas el contenido en almidón representa un -  

porcentaje relativam ente pequeño del peso seco total de la ho ja , con un Valor 

máximo para este parám etro en las hojas adultas del 17 ,4  % y del 9,1 % en 

las hojas jóvenes. Después de la semana 35 el contenido en almidón re fe rid o  

al peso seco de la hoja es del orden del 5 % en las hojas adultas y lig e ra ­

mente in fe rio r en las hojas de prim avera (a lrededor del 3 %; figura  42). Es 

notable la velocidad de los cambios en el "contenido en alm idón, con variacio_  

nes drásticas en el plazo de una semana y que en las hojas jóvenes parece  

estar relacionado con la proximidad a las flo res  y /o  el fru to . Las hojas de 

brotes vegetativos presentan unos lím ites de variación  acusados (figura 43), 

con contenidos más bajos hasta la semana 27 y más elevados posteriorm ente, 

que las hojas de la misma edad de brotes fru c tífe ro s , tendiendo a igualarse  

ambos valores (semana 41).

I I  1 .2 .1 .  2 . -  A Z U C A R E S .-

El contenido en azucares solubles en las hojas adultas desciende 

gradualmente desde las prim eras determinaciones experim entales a un ritm o -  

constante, para el va lo r medio de las cuatro parcelas estudiadas, hasta el. -
r

mes de Julio a p a r t ir  del cual su va lo r se estab iliza  a lrededor de 0 ,8  mg/cm  

(figura  44), contenido notablemente superior al;del almidón en ese momento.

En las hojas jóvenes el contenido en azucares solubles represen  

ta un porcentaje del peso seco total de la hoja mayor que en las hojas adul­

tas (figura  45) y que el almidón (figura 42). Su contenido por unidad de super 

fic ie  aumenta durante las prim eras semanas de muestreo (figura  44 ), para a l -



-139-

2.0

O*
•  o

SEMANA

MES

F ig u ra  4 3 . -  Contenido en almidón ( ) ,  azúcares so lub les  (**  *) y c a rb oh id ra tos

to ta les  (------- ) p o r  unidad de s u p e r f ic ie  de las hojas jóvenes de b ro ­

tes f ru c t í fe ro s  (c í rc u lo s  unidos p o r  t ra zo  grueso) y de b ro te s  vege ta t ivos  ( t r iá n ­

gulos unidos po r t ra zo  f ino) en los muéstreos rea lizados  en 1982 en la pa rce la  

de V i l l a r r e a l .
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Flgura  4 4 . -  V ariac ión  del contenido en azúcares solubles por unidad de super 

fic ie  a lo largo del año en las distintas parcelas estudiadas. Las 

hojas jóvenes se representan mediante c írcu los unidos por trazo  grueso; las -  

adultas, con cuadrados unidos por trazo  fino .
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canzar el va lo r máximo entre las semanas 19 a 21; se presenta un segundó -

máximo re la tivo  a finales de Junio o princip ios de Ju lio , para descender l i -
/ 2geramente a un valo r próximo a 0 ,8  mg/cm durante la semana 33 , a p a r t ir  

de la que su contenido puede perm anecer constante (parcela  de A lm enara, 19 

81), dism inuir (parcela de V i l la r r e a l ,  1982) o aumentar de modo s ignificativo  

(parcelas de B urriana y V i l la r r e a l ,  1980).

Los cambios en el contenido en azúcares durante las semanas 5 

a 35 son paralelos a los cambios en el contenido en alm idón, tanto en las ho 

jas adultas como en las jóvenes. Durante el año 1980 el contenido en azúca­

res de las hojas adultas permanece elevado hasta la semana 16, al mismo - -  

tiempo que acumulan almidón y el descenso en su contenido sólo se in ic ia  con

 —— la -h id ró lis is  de este compuesto. En las hojas jóvenes, el máxima contení do- er> ------

_ azúcares coincide con (1980, parcela de V illa r re a l;  1981, parcela  de A lm en a-..........

ra ) o precede a (1980, parcela de B u rria n a , semanas 21 y 23) los máximos -  

en el contenido de almidón. S in embargo, no existe una relación d irec ta  en -  

el contenido de estos dos grupos de sustancias y si el contenido de azúcares  

solubles es superior en 1980 que en 1981 tanto en hojas jóvenes como en ho_ 

jas adultas (figura 44), lo co n trario  sucede para el contenido en almidón ( f i ­

gura 41).

La mayor parte  de los azúcares solubles son de un bajo grado -  

de polim erización como indican los valores  para el contenido en azúcares re  

ductores -expresados en equivalentes de glucosa- que siguen una pauta de va 

riac ión  s im ila r aunque no idéntica a la de los azúcares totales (figura 46). El 

grado de po lim erización , obtenido mediante el cociente entre ambas determ i­

naciones, es en las hojas jóvenes inicialm ente próximo a la unidad para aumen 

ta r  gradualmente hasta un valo r máximo de 2 ,5  en 1980 (semana 28) y de 3 — 

en 1981 y 1982 (semana 24); posteriorm ente se mantiene entre 2 y 2 ,5  hasta 

el final de las determinaciones (figura  4 7 -B ).
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Figura  4 6 . -  Variación  del contenido en azucares reductores por unidad de su 

p erfic ie  a lo largo del año en las distintas parcelas estudiadas. 

Las hojas jóvenes se representan mediante círcu los unidos por trazo  grueso; 

las adultas, con cuadrados unidos por trazo  fino .
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Figura 4 7 . -  V ariación  de la longitud de los azúcares solubles a lo largo del 

año en hojas adultas (A) y jóvenes (B ).

parcela de B urriana (1980)

----------------- parcela de V illa rre a l (1980)

-----------------  parcela de Almenara (1981)

  parcela de V illa rre a l (1982)
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En las hojas adultas, m ientras el grado de polim erización es l i ­

geramente mayor en las muestras de Almenara en re lación  con las hojas jóve 

nes y va aumentando desde un va lo r de 2 ,5  en la semana 10 hasta cerca de 

3 en la semana 39, en las restantes parcelas es bastante superior al comien­

zo (entre  3 y 5 unidades) y disminuye a lo largo de la prim avera hasta el -  

mes de Junio, durante el cual se alcanzan valores s im ilares  a los obtenidos 

en 1981 en la misma época y se mantienen hasta el final de las determ inacio­

nes (figura 4 7 -A ).

1 1 1 .2 .3 .1 . -  C A R B O H ID R A TO S  T O T A L E S .-

La variación  de los carbohidratos totales (almidón más azúcares  

solubles) a lo largo del año se presenta en la figura  4 8 . En las hojas ad u l- 

tas -se  distinguen claram ente tres  fases (figura 48 -A ); en prim er lugar se pro

duce un acumulo de carbohidratos durante el periodo de reposo vegetativo.
2

El va lo r máximo (a lrededor de 3 ,2 5  mg/cm ) se alcanza al comienzo de la -  

prim avera (finales de M arzo ). Inmediatamente se in ic ia  una rápida m oviliza­

ción de las reservas acumuladas en las hojas durante la fase an te rio r; esta 

degradación se produce de forma lineal con el tiempo y a un ritmo constante 

hasta la semana 28-30  (mediados de Ju lio ), excepto en la parcela de V iIla ­

rre a  I en la que se observa un descenso en dos fases, la prim era al comien_ 

zo de la prim avera y la segunda durante el mes de Junio (figura 4 8 -D ). A 

p a rt ir  de ese momento y hasta el final de los muéstreos el contenido en car, 

bohidratos se mantiene constante en este tipo de hojas.

En las hojas jóvenes de brotes fru c tífe ro s  existe una fase de -  

almacenamiento durante la época de desarro llo  de las mismas (figura 4 8 -B ),  

que coincide en el tiempo con los prim eros momentos de degradación de los 

carbohidratos en las hojas adultas (semanas 15 a 23 ). En cuanto cesa el e re  

cimiento de las hojas jóvenes (figuras 38 y 39) desciende de manera brusca 

y en muy pocos días el contenido en reservas hidrocarbonadas de estas ho­
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ja s , para recuperarse  posteriorm ente con rapidez (figura  4 8 -C  y E ) y se­

guir a p a r t ir  de la semana 27 una evolución' para le la  a la de las hojas adu[ 

tas (figura 4 8 -B ). También en las hojas jóvenes el descenso en el conteni­

do en carbohidratos cesa hacia mediados del mes #de Ju lio , época en la que 

el índice de crecim iento de los frutos disminuye drásticam ente (González -  

F e r r e r ,  comunicación personal).

Los valores máximos obtenidos se encuentran a lrededor de 3 ,2 5
2 2 

mg/cm en las hojas adultas y de 2 ,0 0  mg /  cm en las jóvenes, observán­

dose que en las prim eras el contenido en almidón es menor al de azúcares  

en las parcelas muestreadas en 1980 m ientras que en los dos años posterio  

res el almidón contribuye m ayoritariam ente al total de los carbohidratos de 

las hojas (figuras 41 y 44), dando valores s im ila res  en las cuatro parcelas  

estudiadas (figura  48). En las hojas jóvenes, sin embargo, si bien los azu  

cares solubles representan un porcentaje mayor de los carbohidratos totales  

que el almidón, no se encuentran d iferencias importantes entre los valores  

obtenidos en las distintas p arce las .



-149-

Figura  4 8 . -  V ariación  del contenido en carbohidratos totales por unidad de 

superfic ie  a lo largo del año.

A . -  Valores medios para Iss hojas adultas de las cuatro parcelas

B . -  V alores  medios para las hojas jóvenes de las cuatro parcelas

C . D , E y F . -  Valores obtenidos para cada p a rce la . Las hojas jó­

venes se representan mediante c írcu los unidos con trazo  grueso; las adultas, 

con cuadrados unidos por trazo  fino .
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I I I . 2 . 2 . -  V A R I A C I O N  E S T A C I O N A L  D E  . L A A C T I V I D A D  

A M I L O L I T I C A . -

La actividad am ilo lítica en las hojas v a ría  ampliamente a lo la r ­

go del año, mostrando oscilaciones notables en la actividad enzimática total 

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

de otoño y en las de la brotación de p rim avera , sugiriendo un mecanismo de 

regulación común. Las oscilaciones en la actividad enzimática son cuantitati­

vamente más importantes en las hojas adultas (figura  49) que presentan a lo 

largo del estudio una actividad superior al de las hojas jóvenes, si bien las 

curvas de variación  para ésta a lo largo del año sigue una pauta s im ila r en 

ambos tipos de hojas.

No existe una correspondencia c la ra  entre el contenido en alm i­

dón de las hojas y las variaciones en la actividad am ilo lítica . En las hojas
2

adultas ésta presenta un valo r máximo (0 ,057  u d ./cm  xm in .) la semana 12, en

coincidencia con el máximo contenido en almidón, para caer de modo inm edia-
2

to a un nivel notablemente in fe rio r (0 ,0 2  a 0 ,0 3  u d ./cm  x m in .) durante las 

semanas 13 a 23, en las que el almidón se h id ro liza  a un ritm o constante y 

elevado. El máximo re la tivo  de la actividad am ilo lítica  que se presenta en la 

semana 24 no se corresponde con un cambio significativo en el ritm o de hi­

d ró lis is  del almidón y cuando la h id ró lis is  neta del almidón se completa, en 

la semana 33, hay un aumento en la actividad enzimática a niveles superiores  

a los encontrados durante el periodo de máxima velocidad de h id ró lis is  del -  

almidón (semanas 15 a 23).

En las hojas de prim avera la actividad enzimática es baja duran 

te las semanas 15 a 22 , en las que se produce la acumulación in ic ia l del aj_ 

midón. El máximo en actividad am ilo lítica  durante las semanas 23 y 24 coin­

cide con la h id ró lis is  del almidón, pero la actividad am ilo lítica , que había -
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F ig u ra  4 9 . -  V a r ia c ió n  de la a c t iv id ad  a m ilo l í t ica  en hojas jóvenes (c í rc u lo s  -  

unidos p o r  t ra z o  grueso) y adultas (cuadrados unidos p o r  t ra zo  

f in o ) .  M uestras de la pa rce la  de A lm enara .
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descendido notablemente durante la semana 25 a un valo r próximo al 50 % del 

valo r encontrado la semana 24 , vuelve a aumentar la semana 26 coincidiendo  

con la acumulación de almidón. Durante las semanas 30 a 40 la actividad en­

zim ática es superior a la encontrada durante las semanas 14 a 22.

Las d iferencias en actividad am ilo lítica  en las hojas adultas a lo 

largo del tiempo no se traducen en modelos de zimogramas distintos en las -  

e le c tro fo re s is . Se encuentran las 13 bandas descritas  en la sección 111.1.3.1 

s i bien los números 7 ,8  y 9 sólo aparecen ocasionalmente y sin que su p re ­

sencia está relacionada con la actividad total del extrac to . A s í, estas tres  -

bandas son indetectables en los electroforegram as correspondientes a la sema
2

na 18 (figura 50), en que la actividad del extracto es de 0,03 u d ./cm  x m in . ,  

m ientras tanto la banda 7 como la 8 son evidentes en el electroforegram a de

la semana 33 , en que la actividad total es marcadamente in fe rio r (0 ,0 2  u d . /
2 ‘ , 

cm x m in .). En los correspondientes a la semana 24 (con un máximo de acti_

vidad muy acusado) sí que es evidente la presencia de las tres  bandas c ita ­

das.

S í se encuentran d iferencias cualita tivas en ios e le c tro fo re g ra -  

mas de las hojas jóvenes con el transcurso del tiempo y cuando se comparan 

con los correspondientes a hojas adultas de la misma época. En aquéllas, las 

bandas número 7 y 8 son inicialm ente muy evidentes (semana 22; figura 50) -  

disminuyendo su intensidad con el tiempo para hacerse indetectables a p a r t ir  

de la semana 25. Con posterioridad a estas fechas, estas bandas sólo se pre  

sentan ocasionalmente y precisamente en los mismos muéstreos en que se de­

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

Coincidiendo con la reducción en la intensidad de las bandas 7 y 

8 hay un aumento en la actividad de las bandas 5 y 6 , inicialm ente ¡ndetecta 

bles, siendo esta banda número 5 perfectamente v is ib le  en la semana 25 (f i­

gura 51). En las semanas siguientes su actividad re la tiv a  fren te  a las bandas
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SEMANA 18 SEMANA 24 SEMANA 33  
I

4

£

SEMANA 22 SEMANA 23 SEMANA 24 SEMANA 25

I

Figura 5 0 . -  E lectroforegram as de extractos crudos de hojas adultas (A) y jó  

venes (B) en geles con amilopectina azure  0 ,2 5  % como sustrato . 

Incubación en tampón acetato 0,1 M pH 5 ,0  con Cl^Ca 1 mM, durante dos ho 

ra s , 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 prim eros muéstreos las cuatro bandas de mayor moviH 

dad presentan una intensidad s im ila r en las hojas jovenes. Con la edad de la 

hoja disminuye la intensidad re la tiva  de las bandas 10 y 11 en relación  con 

la de las bandas 12 y 13 y en la semana 25 el modelo de zimograma obtenido 

es comparable en los dos tipos de hoja (figura  52).
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F igura  5 1 . -  Zona de menor movilidad de los electroforegram as y densitogra- 

mas de extractos crudos de hojas adultas y jóvenes. Incubación  

en tampón acetato 0,T M 'pH  5 ,0  con Cl^Ca 1 mM, durante dos horas, a 302C . 

Amilopectina azu re  0 ,2 5  % como sustrato .
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F ig u ra  5 2 . -  Zona de mayor movilidad de los electroforegram as y d en s ito g ra - 

mas de extractos crudos de hojas adultas y jovenes. Incubación  

en tampón acetato 0,1 M pH 5 ,0  con C \ ^ C a  1 mM, durante dos horas , a 302C . 

Amilopectina azure 0 ,2 5  % como sustrato .
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1 * 1 1 . 2 . 3 . , -  I N F L U E N C I A  D E L  F R U T O  S O B R E  L A  M O V I L I Z A ­

C I O N  D E  L O S  C A R B O H I D R A T O S  Y L A  A C T I V I D A D  

A M  1 L O L  í T I C A . -  •

La  elim inación de los frutos en d esarro llo  de los brotes con una 

sola f lo r  (fruto) en posición term inal aceleró  la h id ró lis is  del almidón de modo 

ligero  pero s ign ificativo  en las hojas del brote (F ig u ra  5 3 -A , Tabla 11) que, al 

cabo de nueve días presentaron un contenido s im ila r al de las hojas de brotes 

vegetativos, manteniendo posteriorm ente valores iguales a estas. En las hojas 

de brotes con frutos la m ovilización del almidón continuó más lentamente. En -  

los tres  tipos de hojas se produce una ligera  disminución en el contenido en -  

azúcares solubles, principalm ente durante los nueve prim eros días (F ig u ra 5 4 -A , 

Tabla 12), sin que se observen d iferencias entre las hojas de ramas con y sin 

fru to , de modo que la evolución de los carbohidratos totales en estas hojas es 

igual a la descrita  para el almidón (figura 5 5 -A , tabla 13).

La actividad am ilo lítica  aumentó de forma constante a p a r t ir  del co 

mienzo en las hojas de brotes sin fruto hasta 9 días (figura 56-A ) o una sema 

na (figura  57) después de in ic ia rse  los experim entos, aproximándose rápidamen 

te a los valores de actividad que presentaban las hojas de brotes vegetativos, 

inicialm ente m ayores, para seguir una evolución p arale la  hasta al menos un -  

mes después de la elim inación del fruto  (tabla 14).

En las hojas de otoño no se aprecian d iferencias en la m oviliza—  

ción del almidón cuando se eliminan todos los frutos en d esarro llo  de la rama 

en que están situados con respecto a ramas con frutos (figura 5 3 -B , tabla 11).  

Se produce un descenso rápido del contenido en almidón en ambos tipos de ho­

jas durante los prim eros d ías, seguido de un descenso más gradual. Tampoco 

se advierten d iferencias en azúcares solubles (figura 5 4 -B , tabla 12) y ac tiv i­

dad am ilo lítica  (figura 5 6 -B , tabla 14); ambos parám etros mantienen los valores  

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

A vegetativas

F ig u ra  5 3 . -  Cambios en el contenido de almidón en hojas jóvenes (A) y adu l­

tas (B) en re la c ió n  con la p resenc ia  o ausencia de f ru to  en las 

ram as. M uestras de la pa rce la  de A lm enara , tomadas duran te  el pe r iodo  de

la caída de f ru tó  en p r im a v e ra ,  en 1982. Para  la t ra ns fo rm a c ió n  de los d a -
2

tos ,  obtenidos como po rcen ta je  sobre  peso seco, en mg /  cm , se m u lt ip l ica  

ron los v a lo re s  p o r  el peso por unidad de s u p e r f ic ie  de hojas de la misma 

b ro tac ión  y tomadas en las mismas fechas.
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J ^ A  B_J_ A 1_1_

Efec to  de la e lim inac ión  del f ru to  sobre  el contenido de a lmidón en hojas

M O D E LO .-
x uk= r, j ,j

+ A. + B .  + (A # B ) . . +
k( i j)

s iendo: A = fecha ; B = tra tam ien to  (p resenc ia  o ausencia de f ru to )

TA B LA  DEL A N A L IS IS  DE LA VAR IA N Z A . -  Ho jas  jóvenes.

Fuente Suma de cuadrados Grados l ib e r ta d  Cuadrados medios F

Fecha 3,438 4 0 ,860 5 3 ,1 9 * *

T ra tam iento 0 ,238 • 2 0 ,119 7 , 3 5 * *

1n te racc ión 0 ,123 8 0 ,015 -

Residual 0 ,242 15 0 ,016

* *  s i g n i f i c a t i v o a l  1 %

DIAG R AM A DEL T E S T  (efecto  t ra ta m ie n to ) . -

-  ■ Con f ru to  S in  f ru to Vegeta tivas

Con f ru to 1 1

S in  f ru to 0

Veaeta tivas

T A B LA  DEL A N A L IS IS  DE LA V AR I A N Z A . -  Hojas a d u lta s .

Fuente Suma de cuadrados Grados l ib e r tad Cuadrados medios F

Fecha 2,393 4 0 ,598 3 0 ,7 4 * *

T ra tam iento 0,012 1 0,012 -

1 n te racc ión 0 ,096 4 0 ,024 1 ,23 ns

Residual 0 ,195 10 0 ,019

* *  s i g n i f i c a t i v o  a l  1 % 

ns no s i g n i f i c a t i v o
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0.5'

■  con fruto 
a  si n f ru to

# con fruto 
o «jo fruta
*  vagototivo*

JULIOJ U N IOJULIOJ U NI Q

F ig u ra  5 4 . -  Cambios en el contenido en azúcares so lub les  en hojas jovenes

(A) y adultas (B) en re la c ió n  con la p resenc ia  o ausencia de -

f ru to  en las ram as. M uestras tomadas en 1982 en la pa rce la  de A lm enara  ,

duran te  el p e r iodo  de caída de f ru to  en p r im a v e ra .  P ara  la t rans fo rm ac ión
2

de los datos, obtenidos como po rcen ta je  sobre  peso seco, en mg /  cm , se 

m u lt ip l ic a ro n  los va lo res  p o r  el peso po r unidad de s u p e r f ic ie  de hojas de 

la misma b ro tac ión  y tomadas duran te  las mismas fechas.
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JQ A  B_J_ A 12

Efecto de la eliminación del fru to  sobre el contenido de azúcares solubles en hojas

MODELO. -

s iendo: A = fecha; B = tra tam ien to  (p resenc ia  o ausencia de f ru to )

•JK /  i j  i j  k( i j)

T A B LA  DEL A N A L IS IS  DE LA V AR I A N Z A . -  Ho jas jovenes.

Fuente Suma de cuadrados Grados l ib e r ta d  Cuadrados medios

Fecha 0,263 4 0,066 16,01 * *

T ra tam iento 0,057 2 0,029 6 , 9 6 * *

1 n te racc ión 0,013 8 0,002 -

Residual 0,062 15 0,004

* *  s i g n i f i c a t i v o  a l 1 %

D IA G R AM A DEL T E S T  (efecto t ra ta m ie n to ) . -

Con f ru to  S in  f ru to Vegeta tivas

Con f ru to 0 1

S in  f ru to 1

Vegetativas

TA B LA  DEL A N A L IS IS  DE LA V A R IA N Z A . -  Ho jas adu ltas .

Fuente Suma de cuadrados Grados l ib e r ta d  Cuadrados medios F

Fecha 0,020 4 0,005 1,33 ns

T ra tam iento 0,010 1 0,010 2,61 ns

1 n te racc ión 0,016 4 0 ,004 1,02 ns

Residual n,038 10 0,0038

ns no s i g n i f i c a t i v o
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& con f r u to

•  c o n  f r u r o  

o  s i n  f r u t o  

t  v e g e t a t i v a s

□  s i n  f r u t o

JULIO J U N I O JULIO

F ig u ra  5 5 . -  Cambios en el contenido en ca rb oh id ra tos  to ta les  en hojas jóvenes

(A) y adu ltas (B) en re la c ió n  con la p resenc ia  o ausencia de f ru to  

en las ram as. Muestras de la pa rce la  de A lm enara , tomadas en 1S02 durante  

el pe r iodo  de la caída de f ru to  en p r im a v e ra .
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Efecto de la eliminación de fru to  sobre el contenido de carbohidratos totales en hojas

M O DELO.-
+ A. + B . + (A *B ) . .  +

Xi jk  A  ' ’ i ’ “ j  ’ v~  ' i j  T ’  k ( i j )

s iendo: A= fecha , B = tra tam ien to  (p resenc ia  o ausencia de f ru to )

T A B LA  DEL A N A L IS IS  DE LA V A R I A N Z A . -  Ho jas jóvenes.

Fuente Suma de cuadrados Grados l ib e r ta d  Cuadrados medios

Fecha 5,596 4 1,399 85,83  * *

T ra tam iento 0 ,480 2 0 ,240 14,71 * *

1 n te racc ión 0 ,182 8 0 ,023 1 ,40  ns

Residual 0 ,245 15 0 ,016

* *  s i g n i f i c a t i v o  a l  1 %

DIA G R AM A DEL T E S T  (efecto tra ta m ie n to ) . -

Coni f ru to  S in  f ru to  Vegetat ivas

Con f ru to 1 1

S in  f ru to 1

Vegeta tivas

TA B LA  DEL A N A L IS IS  DE LA VAR I A N Z A . -  Hojas adu ltas .

Fuente Suma de cuadrados Grados l ib e r ta d  Cuadrados medios F

Fecha 2,473 4 0 ,618 3 2 ,13  * *

T ra tam iento 0,0001 1 0,0001 -

1 n te racc ión 0 ,149 4 0 ,038 1 ,96 ns

Residual 0 ,192 10 0 ,019

* *  s i g n i f i c a t i v o  a l  1 % 

ns no s i g n i f i c a t i v o
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F ig u ra  5 6 . -  Cambios en la a c t iv idad  a m ilo l í t ica  en hojas jovenes (A) y adultas

(B) en re la c ió n  con la p resenc ia  o ausencia de f ru to  en las ram as. 

M uestras tomadas en 1982 en la pa rce la  de A lm enara  duran te  el pe r iodo  de la 

caída de f ru to  en p r im a v e ra .  P ara  la t rans fo rm ac ión  de los datos , obtenidos 

como ac tiv idad  po r gramo de peso f re s c o ,  en a c t iv id ad  p o r  unidad de supe rf i  

c ié ,  se m u lt ip l ic a ro n  los va lo re s  p o r  el peso p o r  unidad de s u p e r f ic ie  de ho­

jas  de la misma b ro tac ión  y tomadas durante  las mismas fechas.
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JUNIO

F ig u ra  5 7 . -  Cambios en la ac t iv idad  a m i lo l í t ic a  

en hojas jóvenes en re la c ió n  con la 

p resenc ia  o ausencia de f ru to  en las ram as. -  

Muestras tomadas en 1983 en la pa rce la  de A l ­

menara durante  el pe r iodo  de la caída de f ru to  

en p r im ave ra  .
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JQ A  B_L A 1_A

Efecto de la eliminación del fru to  sobre la actividad am ilo lítica en hojas,

MODELO. -
x... = u + A. + B . + (A xB ).. + Z . . . . .

i j k  /  i j  i j  k ( i j )

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

TABLA DEL 

Fuente

A N A L IS IS  DE LA VA R I A N Z A .-  Hojas jóvenes. 

Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados

Año 1982, 

medios F

Fecha 0,000222 5 0 ,000044 17,00 * *

T ratamiento 0,000241 2 0,000121 4 6 ,1 5  * *

I nteracción 0,000093 10 0,000009 3 ,5 6  * *

Residual 0,000047 18 0 ,0000026

* *  s ig n if ic a t iv o  a l  1 %

DIAGRAM A DEL T E S T  (efecto tratamiento) . -

Con fruto Sin fruto Vegetativas

Con fruto 1 1

Sin fruto 1

Vegetativas

TABLA DEL A N A L IS IS  DE LA VA R I A N Z A .-  Hojas adultas

Fuente Suma de cuadrados Grades libertad Cuadrados medios F

Fecha 0,000006 7 0 ,0000009 -

T ratamiento 0,000006 1 0,000006 -

Interacción 0,000090 7 0,000013 -

Residual 0,000298 16 0,000019
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TABLA DEL A N A L IS IS  DE LA V A R IA N Z A . -  Hojas jóvenes. Año 1983.

Fuente Suma de cuadrados Grados libertad Cuadrados medios

Fecha

T ratamiento  

I nteracción  

Residual

0 ,000259

0,000167

0,000028

0,000026

3

2

6

12

0,000086

0,000084

0,0000047

0,0000022

Sin fruto  

Vegetativas

3 9 ,6 9  

38,77  * *  

2 ,1 7  ns

* *  s ig n if ic a t iv o  a l  1% 

DIAGRAM A DEL T E S T  (efecto tra tam iento ).-

Con fruto  Sin fruto  Vegetativas

Con fruto
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Los electroforegram as de los extractos enzimáticos de las hojas 

adultas (A) y las jóvenes (C , hojas de brotes con fruto; V , hojas de brotes  

vegetativos) se presentan en la figura  58. En todos los muéstreos es posible 

distinguir los extractos correspondientes a las hojas adultas y a las jóvenes, 

siendo las d iferencias s im ilares  a las descritas en el apartado I I I . 2 . 2 .  : la 

banda número 5 aparece en las hojas adultas pero no en las jóvenes m ientras  

que la intensidad re la tiva  de las números 10 y 11 fren te  a las 12 y 13 es ma­

yor en las hojas jóvenes. S in embargo, no se observan d iferencias debidas a 

la presencia del fruto  en cada grupo de hojas. Las pequeñas variaciones cuan 

tita tivas  en actividad encontradas no son detectables densitomótricamente y las 

mismas isoenzimas están presentes en las hojas de brotes vegetativos y en las 

de brotes fru c tífe ro s .



-173-

F igura  5 8 . -  E lectroforegram as 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 fru c tífe ro s  (C) y vege 

tativos (V) .  Incubación en tarrpón acetato 0,1 M a pH 5 , 0 ,  con Cl^Ca 1 mM 

durante dos horas, a 30 2C . Gel con amilopectina azure 0 ,2 5  % incorpora  

da como sustrato.
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I I I . 3 . -  V A R I A C I O N E S  D U R A N T E  L A  S E N E S C E N C I A . -

I I I . 3 . 1 . -  C O M P O R T A M I E N T O  D E  L A S  H O J A S  S E P A R A D A S  

D E  L A  P L A N T A . -

La separación  de las  hojas de la planta y su incubación en un

medio húmedo desencadena una serie  de procesos que culminan con la muer­

te de la hoja. La abscisión del peciolo es el p rim er síntoma normalmente ob­

servado que coincide en el tiempo con la perdida v is ib le  en c lo ro fila . Esta -  

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

rrón  parduzco y sufre una contaminación fúngica im portante.

S i bien estas fases se presentan en este orden, la velocidad de

las mismas está determinada por la edad de la hoja y por las condiciones de

incubación. En la figura 59 se presenta la variación en el tiempo del conteni_ 

do en c lo ro fila . Esta variación 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 p a r t ir  de los 5 

meses de edad, la perdida de c lo ro fila  es evidente dos días después de la -  

separación 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 c lo ro fila  presente inicialm ente en las hojas.

A la oscuridad la pérdida de c lo ro fila  es mucho menos importan­

te y 10 días después de la separación de la p lanta, las hojas conservan en­

tre  el 80 y el 90 % de la c lo ro fila  presente al comienzo de los experim entos.
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F i gura

o a la

5 9 .-  Variaciones en el contenido en clorofila de hojas separadas de

la planta a lo largo de su incubación a la luz (símbolos vacíos)

oscuridad (símbolos llenos).
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I I I . 3 . 2 . -  C A M B I O S  E N  E L  C O N T E N I D O  E N  C A R B O H I D R A ­

T O S

La  separación de la planta provoco de modo inmediato la movili_

zación del almidón almacenado en sus tejidos (figura 60); después de dos días

de incubación el contenido en almidón oscila entre el 45 y el 85 % del conte_

nido in ic ia l, siendo ligeramente mayor en las plantas mantenidas a la lu z , -

aunqüe las d iferencias no son siempre consistentes en todos los experim entos.

Posteriorm ente hay una pérdida gradual de almidón a la oscuridad hasta valo

res cercanos al 40 % del almidón in ic ia l; a la luz , el comportamiento u lte r io r

es e rrá tic o  pues m ientras en algunos casos hay una recuperación hasta un va

lo r del 75 % del in icia l (hojas de tres  meses de edad), 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 relación  entre la hidró

lis is  del almidón y el contenido in icia l en la hoja, salvo para las hojas incu

badas a la luz después de 5 días en que el porcentaje de almidón h idrolizado

es mayor en las hojas de 6 y 7 meses de edad (contenido in icia l de almidón:
2

T ,48  y 1 ,22  mg/cm ) que en las hojas mas jóvenes (contenido in ic ia l: 0 ,4 2  y 
20,J53. m g/cm -) .  A s í, en las hojas incubadas en la oscuridad el almidón re s i­

dual después de 15 días es del mismo orden en las hojas de 3 y 6 meses de 

edad, a pesar de la marcada d iferencia  en su contenido in ic ia l.

Se presentan influencias notables de las condiciones de incuba­

ción en el contenido de azucares (figuras 61 y 62). En las hojas incubadas a 

la luz los azúcares solubles se mantuvieron a una concentración s im ila r a la

encontrada en el momento de la separación, independientemente del va lo r i n i—
2 “  2 — • 

cial -que osciló entre 0 ,5  mg/cm (hojas de 3 meses) y 1 ,0  mg/cm (hojas de

7 m eses)- y aún aumenta notablemente en un caso (hojas de 6 meses de edad).

A la oscuridad hay un descenso gradual pero sign ificativo  en su concentra—

ción que, trece  días después, oscila entre el 50 y el 60 % del contenido inj_
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Figura 6 0 .-  Variaciones en el contenido en almidón de hojas separadas de

la planta a ío largo de su incubación a la luz (símbolos vacíos)

o a la oscuridad (símbolos llenos).
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F i gura 61

los vacíos)

Variaciones en el contenido en azúcares solubles de hojas sepa

radas de la planta a lo largo de su incubación a la luz (símbo-

o a la oscuridad (símbolos llenos).
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Figura 6 2 .-  Variaciones en el contenido en azúcares reductores de hojas se­

paradas de la planta a lo largo de su incubación a la luz (sím­

bolos vacíos) o a la oscuridad (símbolos llenos).
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cial a excepción de las hojas de 6 meses en las que se produce un aumento. 

in icia l en su contenido para a lcanzar finalmente un va lo r s im ila r al del día 0 . 

El comportamiento de las hojas de 6 meses en lo que respecta a la evolución 

en el contenido en azúcares solubles no guarda relación  aparente con ninguno 

de los parám etros medidos. Los azúcares reductores aumentan en las hojas -  

incubadas a la lu z , alcanzando los valores máximos a los 5 días (hojas de 5 

y 7 meses) y aún continúa este ascenso en el caso de las hojas de 6 meses. 

Las hojas mas jóvenes, sin embargo, mantienen valores s im ilares  al in ic ia l. 

En la oscuridad se produce un comportamiento distinto según la edad de la ho 

ja  pues m ientras en las de 3 meses hay un descenso de hasta un 50 % del va 

lo r obtenido el día 0 , en las hojas de 5 meses el contenido en azúcares re ­

ductores no varía  con el transcurso del tiempo y en las de 6 y 7 meses se -  

produce un aumento, de magnitud in fe rio r al de las hojas a la luz y cuyos va 

lo res máximos se obtienen hacia el día 8 ó 9 de incubación.

El grado de polim erización medio de los azúcares solubles disrrU 

nuye gradualmente durante la incubación de las hojas a p a r t ir  de 5 meses de 

edad (tabla 11), pasando de un va lo r medio in icia l de 2 ,4 9  unidades de gluco 

sa a 1 ,26  unidades después de 8 ó 9 d ías. En las hojas de tres  meses el gra  

do de polim erización es menor que el del resto de las hojas ah comíenzo-( 1,43 

unidades) y aumenta ligeram ente con el transcurso del tiempo, siendo de 1,64 

unidades a los 9 d ías.

El contenido en carbohidratos totales desciende marcadamente du 

rante la incubación (figura 63) siendo este descenso en general mayor en las 

hojas mantenidas a la oscuridad. Bien la luz re ta rd a  la u tilizac ión  de estos 

azúcares o perm ite una fotosíntesis s ig n ifica tiva . Esta segunda posibilidad se 

ve reforzada por el hecho de que durante las últimas fases de la incubación 

se observa un aumento en el contenido en carbohidratos.

f
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Fígura 6 3 .-  Variaciones en el contenido en carbohidratos totales de hojas -

separadas de la planta a lo largo de su incubación a la luz ,—

(símbolos vacíos) o a la oscuridad (símbolos llenos).
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-

—  ,

LA B L A  15
-

V ariación  del grado de polim erización de los azúcares solubles durante la

senescencia.

1ncubación día 3 meses 5 meses 6 meses 7 meses

— ------------------ 1 nicial 1 ,43 2, 14 2 ,9 8 2 ,3 4 -------

Luz 2 1 ,63 1,50 2 ,4 2  ‘ 1 ,38

t i 4 1 ,69

I I 5 1 ,05 1,91 1 ,09

VI 6 1,62

IV 8 1,02 1 ,24

IV 9 1,59 1, 25

IV 13 1 , 60

........Oscuridad 1 1 ,48 _______________

i i 2 1,47 1 ,93 3 ,0 5 1 ,58

it 4 1 ,53

it 5 1 ,78 2 ,4 6 1,41

ti 7 1 ,62

ii 8 1 ,70 0 ,9 7
i

ii 9 1 ,69 1 ,36

ii 12 1,70

ii ~-L3 1,43

ii 14 1, 55 1 ,21

t i 15 1 ,62
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I I I . 3 . 3 . -  C A M B I  O S  E N  L A  A C T I V I D A D  A M I L O L I T I C A . -

La actividad am ilo lítica  en las hojas aumenta invariablem ente du­

rante la incubación, si bien la magnitud de los incrementos en su actividad  

v aría  de un experimento a otro y no guarda re lación  aparente con la a c tiv i­

dad inicialm ente presente o el contenido en almidón de las hojas (figuras 60 

y 64). El incremento en la actividad es inicialm ente menor en las hojas man 

tenidas a la luz que en las incubadas a la oscuridad. Solamente después de 

cinco días de incubación se observa en algunos experimentos (hojas de 5 y 7 

meses de edad) una mayor actividad en las hojas mantenidas a la oscuridad  

cuyo ritm o de síntesis de enzima es constante hasta el final del periodo ex­

perim ental (dos semanas), seis días después de la muerte de las hojas man­

tenidas a la luz .

No se observan variaciones en la importancia re la tiva  de las cU 

versas bandas de actividad am ilo lítica  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 e lec tro fo ré tico  utilizado perm ita -  

detectar variaciones en el modelo obtenido.
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Figura 6 4 .-  Variación de la actividad amilolítica de hojas separadas de la

planta a lo largo de su incubación a la luz (símbolos vacíos)

o a la oscuridad (símbolos llenos).
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F igura  6 5 . -  E lectroforegram as de extractos de hojas de 6 meses de edad 

el día en que fueron separadas de la planta (A) y tras  9 días 

de permanencia a la luz (B) o a la oscuridad (C ). Incubación en tampón -  

acetato 0 ,1  M a pH 5 ,0 ,  con Cl^Ca 1 mM, durante 2 horas a 30 2C . Gel 

con amilopectina azure 0 ,2 5  % incorporado como sustrato .



discusión
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El contenido en carbohidratos totales de las hojas adultas (figura  

48 -A ) muestra una pauta de variación s im ila r a la descrita  en otras varieda­

des de c ítrico s  (Jbnes y S te in acker, 1951; Hilgeman et a l . ,  1967; Dugger y 

P alm er, 1969). Hay un aumento en su contenido durante el inv ierno , alcanzan  

dose el máximo de mediados de Marzo a principios de A b r il ,  seguido por una 

disminución aproximadamente lineal con el tiempo para a lcanzar un va lo r mí­

nimo a finales del mes de Ju lio . Este modelo de variación  es s im ila r al en—  

contrado en plantas caducifolias aunque está desplazado en el tiempo. En es­

tas , el máximo contenido en carbohidratos se presenta a finales de otoño o -  

aún antes, coincidiendo con la senescencia y abscisión de las hojas. Durante  

la brotación de prim avera se produce una disminución del nivel de carbohidra  

tos , alcanzándose el va lo r mínimo entre los meses de Mayo y Junio (Z im m er- 

man, 1974; W orley, 1979).

Esta pauta de variación  se ha interpretado con frecuencia como 

una acumulación de reservas  en el árbol que es u tilizada durante la brotación  

y la fru c tificac ió n , y si la necesidad de acumular re s e rv a s , al menos para -  

la brotación, parece evidente en las plantas caducifolias (P r ie s tle y , 1971) no 

lo es tanto en el naranjo , en que el descenso en el contenido en carboh idra­

tos de las hojas adultas no tiene lugar hasta varias  semanas después de in i­

ciada la brotación y en el que las hojas hacen una contribución fotosintética  

significativa durante el reposo invernal como lo muestra la acumulación de -  

carbohidratos durante este periodo del año (figura 48 ). Es de señalar que -  

tanto en el trabajo  de Hilgeman et a l.  (1967) como en el de Dugger y Palm er 

(1969), el descenso en el contenido en carbohidratos de las hojas se in ic ia  al 

menos dos meses antes que en nuestros experim entos, lo que puede estar re  

lacionado con la situación más meridional de sus parcelas experim entales que 

provoca una anticipación en las fechas de brotación y flo rac ió n .
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Incluso en p lantas:caducifo lias , en las que la dependencia de la 

brotación de las reservas  previamente acumuladas es obvia, el papel de estas 

reservas en el d esarro llo  u lte r io r  de la planta y en la fructificac ión  no apa­

rece c la ro  en todos los casos. P ries tley  (1971), en su revisión c r ít ic a  sobre 

este tema, señala la lim itación de los conocimientos, en p a rticu la r en los s_î  

guientes aspectos: a) la naturaleza química de estas reservas; b) la disponibj^ 

lidad de los carbohidratos acumulados para el crecim iento de la p lanta , y c) 

su relación con la fru c tificac ió n . A estos aspectos habría que añadir d) el -  

control de la m ovilización y distribución en la planta y e) los aspectos m eta- 

bólicos de esta m ovilización.
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A . -  N A TU R A LEZA  Q U IM IC A  DE LAS R E S E R V A S .-

La naturaleza química de las re se rv as , esto es, qué fracción  de 

los carbohidratos acumulados en el árbol son reu tilizab les  para el crecim ien  

to , puede in fe rirs e  de los cambios estacionales en el contenido de las d iv e r­

sas fracciones. De los datos de las figuras 41 y 44 resulta  evidente que tan_ 

to la fracción almidón como la de carbohidratos solubles disminuyen durante  

el periodo de fru c tificac ió n , y dentro de cada parcela experimental la evolu­

ción de ambas fracciones sigue curvas aproximadamente p a ra le las , —con la ex 

cepción de la parcela Alm enara en 1981 -, si bien el contenido en azucares -  

solubles se mueve en un rango de valores más estrecho que el contenido en 

almidón. La fracción almidón parece u tiliza rs e  en la planta como una reserva

que mantiene los azúcares por encima de un va lo r mínimo, del orden de 0 ,7  
2

a 0 ,8  mg /  cm . Goldschmidt y Golomb (1982), revisando los trabajos de Jones 

et a l.  (1975) y Smith (1976) resaltan la importancia de las reservas de alm i­

dón ya que las correlaciones entre su contenido y la producción son mejores  

que para los azúcares solubles o los carbohidratos to ta les . S in embargo, es 

tos datos se re fie ren  a anális is  realizados en las mandarinas "Kinnow" y -  

"M urcott", que presentan un caso de extrema v e c e ría , y en las que se produ 

ce en ocasiones una desaparición total de las reservas de carbohidratos en 

los años de cosecha elevada, seguida normalmente por la muerte del á rb o l. 

Como señalan Jones et a l.  (1975) parece razonable que los carbohidratos sean 

lim itantes en estas condiciones extremas en que el almidón desaparece por -  

completo, pero no en condiciones normales en las que, no obstante, se encue£i 

tran correlaciones s ignificativas entre los carbohidratos de las hojas y la —  

fru c tificac ió n .

Los datos de nuestro estudio muestran que la proporción de c a r­

bohidratos solubles a almidón v aría  entre lím ites muy amplios y esta variación  

está más relacionada con el año que con la p arce la . La acumulación de azúca
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res solubles está relacionada con la tem peratura y el fotoperiodo y se ha in­

terpretado como una defensa de la planta a las condiciones ambientales adve£  

sas (Sim inovitch et a l . ,  1953; Sakai y Yoshida, 1969; Kandler y Hopf, 1980). 

Una acumulación de sacarosa ha sido señalada en los agrios cuando estos se 

someten a bajas tem peraturas invernales (Yelenosky y Guy, 1977; Yelenosky, 

1979) aunque la rafinosa y otros oligosacáridos representan una fracción im­

portante de los azúcares acumulados en estas condiciones en otras plantas -  

(K andler y Hopf, 1980). Pruebas adicionales a esta in terpretación  son las cH 

ferencias en la pauta de variación  de carbohidratos solubles y almidón en las 

hojas (Dugger y P a lm er, 1969) y el menor grado de polim erización de los azú 

cares solubles el año 1981 (figura 47 ), en que estos se acumularon en menor 

cantidad en las hojas (y el almidón lo hizo en mayor cantidad) que en los años 

1980 y 1982, en que los niveles de azúcares fueron significativam ente m ayores.

A la v is ta  de estos resultados parece lógico concluir que tanto -

los azúcares solubles como el almidón constituyen reservas metabólicamente re

u tilizab les  por la p lanta , que su proporción está controlada por factores exó-

genos al á rb o l, concretamente clim áticos, y que en los árboles que hemos uti_

Iizado eJ contenido en azúcares en cualquier momento del d esarro llo  de la ho-
2

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

jos se encuentran transitoriam ente en las hojas jóvenes en d esa rro llo .

Una discusión adicional merece la naturaleza de la fracción deno 

minada almidón en este estudio. El método de extracción utilizado (ácido p e r -  

c ló rico  en fr ío ) no es específico del almidón y extrae  mayor cantidad de c a r­

bohidratos que métodos en princip io  más específicos como es la h id ró lis is  —  

por enzimas am ilo líticas . González F e r r e r  (comunicación personal), trabajando  

con el mismo m a te ria l, ha determinado que la extracción del almidón mediante 

la h id ró lis is  exhaustiva, después de una ge latin ización , con una mezcla de -  

a lfa -  y beta-am ilasa de B .s u b tilis  y de endospermo de cebada respectivam en­



-197-

te , so lub iliza  un 85 % de los carbohidratos extra íb les  con ácido p e rc ló ric o . 

Sin  embargo, a pesar de la mayor especificidad de este anális is  no hay se­

guridad de que la h id ró lis is  enzimática solubilice completamente el almidón -  

nativo , y se han señalado d iferencias en la cantidad de almidón extraído por 

distintas enzimas (MacRae et a l . ,  1974; Banks y M u ir, 1980). De hecho, en 

nuestro m a te ria l, un 25 % de los polisacáridos extra íb les  con ácido perclóri_ 

co después de la h id ró lis is  exhaustiva con amilasa es precip itab le  con iodo, 

lo que sugiere la existencia de restos de amilopectina no solubilizada; por -  

otro lado, el h idro lizado de este ex trac to  final contiene pequeñas cantidades 

de xilosa y arabinosa lo que indica la solubilización de algunas hem icelulosas, 

fracción que al menos en parte  se considera que puede ser también m oviliza­

da en la planta (P r ie s tle y , 1971). El método de extracción utilizado es, por 

otra  p a rte , incapaz de h id ro liz a r  celu losa, incluso después de un periodo de 

incubación de 20 horas (Hansen y M ^ lle r , 1975).



-198-

B .- D IS P O N IB IL ID A D  DE LOS C A R B O H ID R A T O S . -

D iversos autores indican que la disponibilidad de los carboh idra­

tos acumulados es únicamente parcia l en condiciones normales y solo se tienen  

re ferenc ias  de la u tilizac ión  completa de las reservas hidrocarbonadas de la -  

planta en aquellos casos en los sigue la muerte del á rb o l, como los ya mencio 

nados de las variedades de c ítrico s  MKinnowM, "M urcott" y "W ilking11 (Jones et 

a l . ,  1975; S m ith , 1976; Monselise y Golomb, 1982). P rie s tle y  (1971) señala que 

en el manzano no es posible la u tilización  de más de un te rc io  de los carbohi­

dratos extra íb les  manteniendo al mismo tiempo la planta v igorosa. Este autor -  

sugiere la hipótesis de la existencia de un eq u ilib rio  entre la u tilizac ión  de los 

carbohidratos por los tejidos del árbol y la síntesis de nuevos fotoasimilados  

o el nivel de las reservas  disponibles, de forma que la planta tiende a mante­

ner en sus célu las un nivel relativam ente constante de carbohidratos u tiliza b le s .

En nuestro estudio el nivel de carbohidratos en las hojas, tanto -

adultas como jóvenes de brotes fru c tífe ro s  (F ig u ra  4 8 ), no desciende en ningún
2

momento del v a lo r de 1 mg /  cm - lo  que representa a lrededor del 30 % del -  

contenido máximo en las hojas adultas y el 50 % en las jó v en e s -, y si en la —  

parcela  de A lm enara el contenido de almidón llega a s er muy bajo a final de -  

verano y princip ios de otoño (a lrededor de 0 ,4  mg /  cm^; F igura  41), está aún 

lejos de agotarse en la planta ya que este valo r representa aproximadamente -  

el 20 % del máximo encontrado en prim avera , y es superior al contenido en aj_
O

midón de las hojas jóvenes en esa misma época (0 ,3  mg /cm  ; F ig u ra  41). Aún

teniendo en cuenta que, según se ha indicado en el apartado a n te r io r , es pos_i_

ble que el contenido real de almidón sea alrededor del 10 % in fe rio r al obten[

do por el método u tilizad o , el nivel de almidón en esta parcela se mantiene en

todo momento por encima del 17 % del va lo r máximo, va lo r al que hay que aña
2

d ir  el de azúcares solubles (superio r a 0 ,8  mg /  cm ) para tener el balance -  

global de carbohidratos en esas fechas. Estos resultados están de acuerdo con
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los de Cameron y Schroeder (1945) y Monselise y Goldschmidt (1982), que se­

ñalan que los carbohidratos de la planta sólo son movilizados parcialm ente y 

la u tilizac ión  completa del almidón no se alcanza ni s iqu iera  en los momentos 

de gran demanda como la brotación de p rim avera . En la m ayoría de los árbo­

les se produce una recuperación del contenido en carbohidratos antes de que 

se agoten las reservas  acumuladas, de forma que generalmente la degradación  

no sobrepasa un nivel mínimo de carbohidratos en las células (P r ie s tle y , 1971).

La presencia de un residuo de almidón no metabolizado se observa

también en las hojas separadas de la p lanta , en las que la rápida degradación

que se produce en estas condiciones se detiene al a lcanzar un contenido m ín i- 
2

mo de 0 ,2  mg /  cm (F ig u ra  60), lo que representa más del 15 % del va lo r ¡ni_ 

cial en todos los casos. Kriedemann (1969a) ha señalado que el almidón acumula_ 

do en las hojas de c ítrico s  no es totalmente metabol izado ni aun cuando se in­

cuban las hojas separadas de la planta a la oscuridad durante 21 d ías . S in  em 

bargo, con estos datos no queda c la ro  si la muerte de la hoja se produce debí 

do a que se alcanza un contenido lím ite en carbohidratos para la supervivencia  

de las células del tejido o s i,  por el c o n tra rio , está regulada por c tro  factor  

dis tin to , de modo que si no se metabol izan todos los carbohidratos contenidos 

inicialm ente en la hoja es porque este otro factor provoca dla muerte con anterio  

ridad al agotamiento de las rese rv as .

En resumen, sólo un determinado porcentaje de las reservas acu­

muladas durante el reposo vegetativo son utilizadas en el periodo de crecimien_ 

to y d e s a rro llo , pues si bien la m ovilización del almidón puede producirse has 

ta en un 80 % de su contenido máximo, sólo se m oviliza entre el 50 y el 60 % 

de los carbohidratos to ta les , permaneciendo el resto de las reservas en equil_i_ 

b río  dinámico con el metabolismo y el transporte .
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C . -  R E LA C IO N  DE LOS C A R B O H ID R A TO S  CON LA F R U C T IF IC A C IO N .-

La importancia de los carbohidratos en la fructificac ión  parece des 

prenderse de los estudios de diversos autores, que señalan una co rre lac ió n  po­

s itiva  muy estrecha entre el nivel de carbohidratos de las hojas al final del re  

poso invernal y la cuantía de la cosecha siguiente (Lewis et a l . ,  1964; Jones 

et a l . ,  1974). Del mismo modo, se ha encontrado una corre lación  negativa en­

tre  la cosecha precedente y la acumulación de carbohidratos en las hojas (Smith  

et a l . ,  1953; Hilgeman et a l . ,  1967; Jones et a l . ,  1 970 ). A pesar de la exis­

tencia de estas corre laciones Jones et a l.  (1974) dudan que el contenido en —  

carbohidratos sea un factor lim itante que controle la producción del año siguien  

te , debido fundamentalmente a dos hechos: 1) los tratam ientos realizados con -  

ácido naftalenacético (NAA) er. la variedad MWilkingn rev ie rten  el c ic lo  de a lte r  

nancia en la fru c tificac ió n  de esta variedad pero no cambia el de acumulación 

de carbohidratos en las hojas (Lewis et a l . ,  1964) y 2) en la variedad "V alen ­

c ia” hay un c la ro  efecto del fruto  sobre el cuajado, de modo que una reco lec­

ción ta rd ía  determ ina una menor producción al año siguiente que si la reco lec­

ción es tem prana, pero no afecta sin embargo el contenido en carbohidratos de 

las hojas adu ltas, que es independiente del momento de la recolección (Jones et 

a l . ,  1970), rpor lo que parece descartarse la posibilidad de una relación causa- 

efecto entre  niveles de carbohidratos y fru c tificac ió n .

La in terpretación  de las correlaciones entre el contenido en carbo  

hidratos de las hojas y la fructificac ión  no es unívoca ya que puede re f le ja r  -  

la intervención de otros mecanismos de regulación d istin tos, siendo aquéllas -  

correlaciones secundarias y debidas a la acción de estos mecanismos. P articu  

larmente re levante es la influencia de la floración en la fru c tific ac ió n , muy es 

trecha cuando el número de flo res  formadas en el árbol es baja (Moss, 1973), 

situación muy frecuente en las variedades, veceras , en que se han realizado  

los estudios discutidos anteriorm ente. Además, la flo ración  está inversamente
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relacionada con la cosecha precedente (Moss, 1971; Agüstí et a l . ,  1982) y , 

por tanto, correlacionada positivamente con el nivel de carbohidratos en las 

hojas, que se ha señalado como el factor determ inante de las d iferencias en 

floración  (Goldschmidt y Golomb, 1982) ya que Altman y Goren (1977) señalan 

que la sacarosa es esencial para la brotación de las. yemas - "in v it ro " . S in  

embargo, esta exigencia para la brotación ha sido cuestionada (G uardiola et a l.  

1982) y hay evidencias de una regulación hormonal de la floración tanto en -  

agrios (G uardiola et a l . ,  1977; Monselise y Goldschmidt, 1982) como en otros  

fru ta les  (Luckwill y S ilv a , 1979; E bert y Bangerth, 1981) por lo que la c o rre  

lación entre carbohidratos y floración  podría ser meramente accidental y de­

bida a mecanismos que operan simultáneamente.

A pesar de las dudas en la in terpretación  de las correlaciones  

apuntadas, los datos de este estudio demuestran que las excepciones señaladas 

pueden ser originadas por la desafortunada elección de las hojas adultas como 

órganos a a n a liz a r . Las variaciones estacionales en el contenido en carbohi­

dratos presenta una pauta distinta en aquellas y en las hojas de la brotación  

de prim avera situadas junto a un fruto  en d e sa rro llo , que presentan un acusa 

do descenso en el contenido en carbohidratos en el momento de la caída de -  

Junio (figura  48 ). Esta caída en el contenida en carbohidratos se produce —  

cuando su capacidad fotosintótica es máxima (Moss et a l . ,  1972) y coincide -  

con el aumento en la velocidad de crecim iento -y  por tanto en la acumulación 

de m etabolitos- en el fruto  en d esa rro llo , que supera la capacidad fotosinteH  

ca de las hojas jóvenes en los brotes mixtos (Moss et a l . ,  1972), momento en 

el que se produce una detención tra n s ito ria  en la acumulación en las hojas de 

los elementos móviles en el floema (nitrógeno, fósforo , potasio; González F e -  

r r e r ,  datos sin p u b licar). P arece evidente la existencia de un momento en el 

que se presenta un défic it en la disponibilidad de carbohidratos y elementos 

m inera les, que no se traduce en un modificación en el ritm o de transporte  -  

desde las hojas adultas (figura  48-A ) y presumiblemente ambos factores pue­
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den lim itar el d esarro llo  y , por tanto, la capacidad de supervivencia del fruto  

(Zucconi et a l . ,  1978; Agustí et a l . ,  1982) por lo que las corre laciones entre  

contenido en carbohidratos y cosecha no se presentan siem pre, aunque deben 

s er más estables para el contenido en hojas jovenes que en hojas adultas.

Es notable al respecto que Hilgeman et a l.  (1967) sí encuentran  

una influencia de la época de recolección del fru to  de la naranja "V alencia"  

y el contenido en azúcares en las hojas jóvenes, aunque no en las adultas, 

si bien el número de muestras analizadas por estos autores es in s u fic ie n te -- 

para establecer la influencia en el cuajado del fru to . La aseveración de Gold 

schmidt y Golomb (1982) de que las hojas son un mal indicador del nivel de 

carbohidratos en el árbol es admisible para las hojas adultas, que aún guar­

da una relación con el contenido en las ra íces -órgano que proponen an a liza r  

estos a u to re s -, pero no para las jóvenes. P or el c o n tra rio , estas parecen -  

suficientemente sensibles para determ inar la disponibilidad de carbohidratos  

para el fru to  en desarro llo  y proporcionan una s e rie  de ventajas de índole —  

práctica  (fac ilidad  de m uestreo, posibilidad de tip ificac ió n , repetib ilidad) que 

aconsejan su u tilizac ión  fren te  al uso de las ra íc e s .

La velocidad de transporte  constante desde las hojas adultas ( f i ­

gura 48 -A ) no es un caso s in g u lar. S i bien en la mayor parte de los casos 

hay una correlación  entre la fotosíntesis y el transporte  desde las hojas —  

(M oorby, 1977), se ha señalado un ritm o de exportación constante, aunque du 

rante un periodo de tiempo lim itado, tanto para niveles fotosinteticos muy ba­

jos (H o , 1976) como para contenidos elevados de azúcares en las hojas (C h ris  

ty y Swanson, 1976). Ambos casos deben re f le ja r  distintos factores lim itantes  

en el transporte; la velocidad de m ovilización de las reservas previam ente -  

acumuladas en el prim ero y la capacidad del sistema de transporte en alguno 

de sus puntos en el segundo. En las hojas adultas del naran jo , el ritmo de -  

transporte  de las reservas medido es, en el periodo de descenso constante -  

del contenido en carbohidratos (princip ios de A b ril a mediados de Julio) de
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0 ,0 7 4  mg glucosa /  dm x hora , valor unas 35 veces menor a la máxima foto­

síntesis neta medida y al que habría que añadir la fijación  de CO por estas
2

hojas, que no supera los 2 ,5 6  mg glucosa /  dm x hora (Moss et a l . ,  1972). 

Teniendo en cuenta que en esta época del año el periodo luminoso efectivo -  

para la fotosíntesis es a lrededor de 10 horas d ia rias  m ientras que el tran s ­

porte se lleva a cabo también durante el periodo oscuro del d ía , el transpor

te total de asimilados (reservas  más fotoasimilados del día: 2 7 ,3 5  mg glucosa 
2

/  dm x día) es apenas mayor (1 ,07 veces) que la fotosíntesis producida d ia ria
2

mente (25 , 6 mg glucosa /  dm x d ía ), lo que da como resultado un descenso -  

lento y gradual del nivel de las reservas de carbohidratos en estas hojas. La 

saturación del sistema de transporte parece en este caso responsable del ri_t 

mo constante de desaparición de las reservas a pesar del aumento del consu­

mo por el fru to  en estas fechas, puesto que la disponibilidad de las reservas  

no puede considerarse lim itante ya que el nivel de carbohidratos en estas ho­

jas es elevado y la actividad am ilo lítica  encontrada podría exp licar la m ovili­

zación del almidón presente en pocas horas. La posibilidad de que el sistema 

vascular lim ite el transporte al fruto ya ha sido señalada por B o lla rd  (1970) 

para el tomate, y Habeshaw (1969) indica que para índices fotosintéticos e le­

vados se produce una saturación-del sistema de transporte  en las hojas de re  

molacha.

El hecho de que la eliminación del fru to  localmente no afecte la 

velocidad de exportación (figura 53-B ) indica que los gradientes locales de -  

carbohidratos no tienen gran influencia en el tran sp o rte , pudiendo estar regu 

lado por las resistencias de los tejidos al mismo. Luckwill y S ilva  (1979), -  

trabajando con manzano, sugieren que la eficiencia de las conexiones vascula 

res puede jugar un papel importante en la nutrición de los fru to s , ocasionan­

do una mayor caída de los que están en posición a x ila r  fren te  a los term ina­

les . P o r tanto, no puede ser ignorada la posibilidad de que la aparente inde 

pendencia del transporte  entre las hojas adultas y los sumideros esté d e te r­
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minada por la ausencia de conexiones d irectas entre  los tejidos conductores 

de estas hojas y los de los brotes en desarro llo  (figura  6 6 ). Según ésto, un 

aumento del consumo en los frutos provoca un incremento inmediato del trans  

porte desde las hojas jóvenes, a las que están conectadas directam ente, y ul_ 

teriorm ente desde el ta llo . La influencia del consumo a nivel del brote sobre  

las hojas adultas es generalizada entre todas e llas  por es tar conectadas al -  

sistema de transporte a larga distancia y no directam ente con los fru to s . El 

efecto del sumidero se diluye y por e llo  no se detecta una influencia c la ra  -  

del aumento del consumo en el fruto sobre las hojas adultas, contrariam ente  

a lo que sucede con las hojas jóvenes, que están unidas directam ente con los 

fru to s .
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■floema
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(res is tenc ia  elevada)

F ig u ra  6 6 . -  R e lac iones n u tr ic io n a le s  en tre  las hojas y el f ru to  en d e s a r ro l lo .
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D . -  CONTROL DE LA M O V I L I Z A C I O N  Y D I S T R I B U C I O N  DE LOS C A R B O H I­

D RA TO S EN LA P L A N T A .-

A la re lación  fuente-sum idero que existe entre hojas y fru to s , que 

se observa de forma mucho más patente en las hojas jovenes y que provoca el 

descenso brusco del contenido en carbohidratos de estas hojas en la época de 

crecim iento rápido del fru to , se superpone una relación distinta que hace que 

la d istribución de los azucares en la planta no pueda entenderse simplemente -  

en términos de demanda de fotoasimilados por crecim iento . El contenido de car  

bohidratos en las hojas jóvenes aparece determinado por la presencia del fru to , 

teniendo menor contenido en azúcares solubles y en almidón las hojas de brotes  

vegetativos que las de brotes fru c tífe ro s  (figura 43). Aunque en princip io  esto 

podría deberse a que el ápice vegetativo en crecim iento es un sumidero más po 

tente que el fruto en d esarro llo  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 d esarro llo  

son sumideros muy potentes en esta época (Kriedem annn, 1969a y b; Kubota y 

Motoyama, 1971; Moss et a l . ,  1972), los experimentos de elim inación de fru to  

no admiten esta in terpretac ión . En las hojas de. ramas sin fruto  sería  e sp era - 

ble un aumento del contenido en azúcares en cuanto que se elim ina el sumide­

ro principal de sustancias nutritivas  y a s í, T reh arn e  (1982) obtiene este resu£ 

tado trabajando con manzano. S in embargo, en nuestros experim entos, la elinrW 

nación de los frutos de la rama no a lte ra  la pauta de m ovilización en las ho­

jas adultas (figura 5 5 -B ), m ientras que en las hojas jóvenes se produce una re  

ducción inmediata del nivel de carbohidratos, tanto en va lo r absoluto como en 

relación a las hojas de ramas con frutos (figura 5 5 -A ), a pesar de que en es_ 

ta época del año no se produce la brotación de las yemas a x ila re s , lo que oca 

sionaría  la creación de sumideros a lte rn a tivo s . Este resultado es co n trario  a 

la respuesta esperable de e x is tir  únicamente una relación fuente-sum idero en­

tre  las hojas y los frutos como regulador de la m ovilización de los carbohi—
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dratos en la planta.

Estos resultados no excluyen la fuerza  del sumidero para a tra e r  

metabolitos como regulador del movimiento de asimilados sino que indican que 

no es el único factor implicado. E xis te  la posibilidad de que los altos niveles  

hormonales de les órganos en crecim iento puedan jugar un papel importante en 

su capacidad de m ovilización y les permitan determ inar la d irección del trans_ 

porte (W areing y P a tr ic k , 1975; T re h arn e , 1982; M a rró , 1982) y , por tanto, 

es probable que en la distribución de los azúcares en los distintos órganos de 

la planta en cada momento del d esarro llo  este implicado un equ ilib rio  hormonal.

Numerosos autores indican que los frutos en d esarro llo  son una -  

fuente importante de sustancias reguladoras del crecim iento y*. así ,  en el gé­

nero C itru s  se ha determinado la presencia én los frutos de g iberelinas (Kha 

lifah et a l . ,  1965; Wiltbank y K rezd o rn , 1969; Goren y Goldschmidt. 1970; —  

Goldschmidt et a l . ,  1970; M onselise, 1977), auxinas (Lewis et a l . t 1965; Goren  

y Goldschmidt, 1970), citoquininas (Khalifah y Lew is, 1966; E rn e r  et a l . ,  1976; 

M onselise, 1977; F u rió  et a l . ,  1981) y acido abscísico (Goren y Goldschmidt, 

1970; Goldschmidt et a l . ,  1970, 1973; G arcía  M artínez et a l . ,  1976). Grochows 

ka (1973) señala que en el manzano el descenso rápido del contenido en alm i­

dón de las hojas coincide en el tiempo con la aparición de grandes cantidades 

de g iberelinas en las sem illas . Además, las sustancias hormonales producidas 

en los frutos difunden fácilm ente hacia otros te jidos. En el manzano, E bert y 

Bangerth (1981) describen un aumento de giberelinas difusibles en los frutos -  

durante los prim eros estadios de su d esarro llo  y en el género C itru s  G arcía  

M artínez y G arcía  Papí (1979) han detectado en las prim eras semanas después 

de la antesis la producción de hormonas difusibles desde el fru to , que identifi_ 

can como sustancias de tipo auxínico y como g ibere linas .

Es un hecho ampliamente reconocido que las sustancias regulado­

ras del crecim iento afectan el transporte y T re h arn e , en su revis ión  de 1982,
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señala que el transporte de asimilados hacia los frutos se ve incrementado por 

aplicaciones específicas o generales tanto de g iberelinas como de auxinas o -  

citoquininas. Asimismo, el ácido abscísico es capaz de inducir tanto un aumejn 

to como una reducción de la importación de asimilados en sem illas de avena -  

dependiendo de su concentración y del estado de d esarro llo  de las sem illas -  

(T ie tz  et a l . ,  1981) y según estos autores es posible que el efecto del ácido 

abscísico sobre el transporte  y almacenamiento de azúcares sea más general 

y no este únicamente restring ido  a c e re a le s , dado que otros autores (Düring  

y A llew e ld t, 1980) lo han observado también en otras plantas (Vi t is v in ife ra ) .  

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

está claram ente dilucidado y es objeto de co n tro vers ia .

Una te o ría , apoyada por numerosos experim entos, indica que el -  

aumento del transporte que se produce hacia zonas tratadas con sustancias hor 

monales es una consecuencia del incremento de la actividad metabólica de la -  

región tratada (Seth y W areing, 1967; Gersani et a l . ,  1980a y b ), lo que ins­

c rib e  este efecto en la re lación fuente-sum idero típ ic a . Esta re lac ió n , bien de 

forma d irecta  o bien mediada por una acción horm onal, no es suficiente para  

exp licar los resultados obtenidos en este trabajo  y únicamente una acción so­

bre el transporte de forma independiente a la u tilizac ión  metabólica de las sus 

tancias transportadas expfIcaria  nuestros resultados.

La hipótesis del transporte d irig ido  hormonalmente ha sido formula  

da por diversos autores basándose en los resultados obtenidos con segmentos 

de plantas adultas, que no están en crecim iento , 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 este me 

diada por un incremento de la actividad m etabólica. P or el lo,  sugieren que el 

aumento del transporte puede o c u rr ir  sin ningún cambio concomitante de la —  

fuerza del sumidero. El aumento del crecim iento inducido por las hormonas -
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puede no ser el mecanismo exclusivo por el que estas sustancias actúan sobre  

el transporte  (M oorby, 1977; P a tr ic k , 1982). P a tr ic k  y Wareing (1970), traba­

jando con entrenudos de judía no pudieron detectar ninguna a lterac ió n  del es­

tado metabol ico ni de la capacidad de almacenar sacarosa por tratam ientos con 

ácido indolacetico que, sin embargo, produce un aumento del tran sp o rte . La -  

posibilidad de que el ácido indolacetico pueda a fec tar de forma d irecta  los me 

canismos de transporte esta apoyada por el hecho de que promueve la d ife ren ­

ciación del tejido del floema (Sachs, 1975).

M arre  (1982) indica que hay numerosas observaciones que demues 

tran  claram ente que sustancias producidas por órganos en crecim iento d irigen  

los flu jos de nutrientes no sólo hacia esas zonas; en crecim iento sino también 

hacia las regiones vecinas. Esto podría exp licar los mayores niveles de c a r­

bohidratos encontrados en las hojas de brotes fru c tífe ro s  fren te  a los de bro  

tes vegetativos. Además, señala que la elim inación de los frutos jóvenes deter  

mina un marcado descenso de los azúcares solubles y el almidón en las zonas 

vecinas en el b ro te , como sucede en las hojas jóvenes de naranjo y que, por 

el c o n tra rio , no afecta de forma detectable el contenido en carbohidratos de -  

las hojas adultas.

Según indican Wareing y P a tric k  en su revisión de 1975, estos c. 

experimentos con segmentos de ta llos no desestiman la fuerza del sumidero co 

mo regulador del movimiento de asimilados y , como señala T reharne (1982) los 

argumentos en favor del transporte d irig ido  hormonalmente no serán concluyen 

tes m ientras no se diseñen experimentos en los que se pueda d ife ren c ia r c la ­

ramente la actividad metabólica del sumidero del transporte  en sí mismo. P or  

e llo , la mayoría de los autores consideran insuficiente los datos disponibles -  

hasta el momento para, inclinarse por una u otra  hipótesis (P a tr ic k  y W areing, 

1973; Mulligan y P a tr ic k , 1979) y aún Altman y Wareing (1975) sugieren que -  

ambos sistemas pueden estar controlando el tran sp o rte , m ientras que Bowen y



-210-

Waretng (1971) señalan que parecen e x is tir  objeciones a ambas hipótesis como 

únicas responsables del transporte de metabolitos.
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E . -  A S P E C T O S  METABOL IC O S DE LA M O V I L I Z A C I O N  DEL A L M ID O N .-

La actividad enzimática asociada a la fracción  enzimática 2 , que 

corresponde a las bandas 1 a 6 de los e lectro foregram as, se debe a amilasas 

de tipo al fa.  Este grupo de enzimas presenta carac te rís ticas  típicas de las 

a lfa -am ilasas , siendo inactivadas por E D TA  (Sw ain y D ekker, 1966b; Pech 

et a l . ,  1971; tabla 9 y figuras 24 y 27); su actividad desciende drásticam en­

te a pH bajos (F ren ch , 1960; Shain y M ayer, 1968; tabla 8 y F igura  18); son 

resistentes a la inactivación térm ica (Pech et a l . ,  1971; figura 29) y se tra ta  

de endoamilasas puesto que degradan sustratos altamente ram ificados, como -  

la am ilopectina, sin d e jar residuos de alto peso m olecular (F is ch er y S te in , 

1960; B ild erb ack , 1973; Doehlert y Duke, 1983). Además, su peso m olecular, 

cercano a los 50 .000  daltons, es s im ila r al encontrado para otras a lfa -am ila  

sas de origen vegetal (F is ch er y S te in , 1960). Su resistencia  al c lo ru ro  mer 

cúrico es in fe rio r a la que algunos autores (Pech et a l . ,  1971) consideran -  

propia de las a lfa-am ilasas (tabla 9 ), pero esta menor resistencia  se ha seña 

lado también para otras a lfa-am ilasas de tejido fo lia r .  Okita et a l.  han des­

c rito  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 su lfh id rilo . El comportamiento de la a lfa -am ilasa  de na­

ranjo d ifie re  también en cuanto a su respuesta a la adición de iones calcio  -  

al medio. Según Swain y D ekker (1966b) la a lfa -am ilasa  de guisante es a c ti­

vada por la presencia de bajas concentraciones de calcio  cuando los extractos  

han estado en contacto con secuestradores de estos iones tales como el c itra  

to u oxalato. Sin embargo, los extractos de naranjo obtenidos con tampón c ¡ -  

tra to -fosfato  no son activados por la adición de bajas concentraciones de ca l­

cio (figura  9 ), lo que indica que estos iones están fuertem ente unidos a la -  

molécula de enzima. I rshad y Sharma (1981) describen un efecto inhibidor de 

concentraciones elevadas de calcio sobre la actividad de las a lfa-am ilasas se
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m ipurificadas de sem illa de m aíz, tr ig o , cebada y cacahuete, no presentándo­

se sobre a lfa-am ilasas de origen animal (pancreática) o bacteriano (B ac illu s ) .  

Este efecto inhibidor no se presenta en los extractos crudos de hoja de naran  

jo (figura  9) así como tampoco se ha encontrado sobre los de cotiledones de 

guisante (M o n erri, 1983). No puede exc lu irse  la posibilidad de que exista una 

in terfe renc ia  con el calcio  por parte  de alguna sustancia presente en los ex­

tractos crudos.

La fracción  enzimática 1, correspondiente a las bandas 7 a 13 -  

de los e lectro foregram as, responden a las carac te rís ticas  clásicas de las be 

ta -am ilasas , siendo rápidamente afectadas por el c lo ru ro  m ercúrico , m ientras  

que no son inactivadas por el E D TA  (tabla 7 y figuras 25 y 28) ni los pH —  

muy ácidos (tabla 6 , figura  16). Su peso m olecular -  a lrededor de 150.000 -  

daltons- es s im ila r al de otras beta-am ilasas (F re n c h , 1960). Estas enzimas 

son capaces de a tacar también la am ilopéctina, formando dextrinas lím ite co­

mo producto de reacción . La longitud de onda de absorción máxima del com—  

piejo iodo-sustrato v a ría  con el grado de polim erización de este último (A k a -  

zaw a, 1965) por lo que en los electroforegram as las bandas de actividad de­

bidas a la beta-am ilasa presentan una coloración distinta a la coloración de 

fondo producida por el complejo am ilopectina-iodo. Las bandas de actividad -  

debidas a las a lfa-am ilasas no presentan ninguna co lorac ión , puesto que es—  

tas enzimas degradan totalmente el sustrato (figura 30).

Los resultados obtenidos con los extractos crudos d ifie ren  de los 

descritos para los extractos purificados en cuanto a su respuesta al c lo ru ro  

m ercúrico . Concentraciones de c lo ru ro  m ercúrico muy efectivas para la inac­

tivación de la beta-am ilasa en extractos purificados de hojas de naranjo ( f i ­

guras 25 y 28) y en extractos crudos de guisante (S an z, 1978; M o n erri, 1983  

no afectan prácticam ente a los extractos crudos de naranjo (figura 10), por -  

lo que la estimación de la actividad a lfa -am ilo lítica  como la residual de los 

extractos crudos tratados con c lo ru ro  m ercúrico conduciría a a tr ib u ir  la casi
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totalidad de la actividad a amilasas de tipo al fa,  lo cual es e rró n eo . Median­

te crom atografía se ha determinado que la beta-am ilasa contribuye en a lred e ­

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 sustancia en los extractos crudos que impide la inactivación  

de la beta-am ilasa por acción de este agente y que es eliminada durante la -  

purificación  por crom atografía o e le c tro fo re s is , por lo que se cuestiona la -  

utilizac ión  de este método para la estimación de la actividad de los dos gru­

pos de isoenzimas en extractos de hojas sin p u r if ic a r .

La actividad am ilo lítica  total encontrada a lo largo de este traba  

jo es muy superior a la,, requerida para h id ro liza r el almidón contenido, en -  

las hojas ya que la actividad mínima obtenida es capaz de exp licar la degra­

dación del contenido máximo de almidón en pocas horas . Es muy posible que 

con el método utilizado se produzca la extracción 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 célu las.

P ara  determ inar si la m ovilización del almidón está regulada por 

la am ilasa, los cambios del contenido en almidón deben com pararse con las -  

variaciones de la actividad am ilo lítica  y no con la actividad total en cada mo­

mento. Las variaciones de la actividad am ilo lítica  a lo largo del año en las 

hojas adultas (figura 49) no guarda relación aparente con la acumulación de 

almidón (figura 41) .  El  contenido en almidón disminuye de manera constante > 

gradual desde el comienzo de la prim avera sin que se observe ninguna acele  

ración de la m ovilización en coincidencia con la aparición de los acusados -  

picos de actividad obtenidos. En las hojas jóvenes se encuentra ¡nicialmente 

una relación entre la actividad am ilo lítica  y el contenido en almidón. Durante  

la época de acumulación de almidón la actividad am ilo lítica  es baja y en el -  

mes de Junio se produce un incremento inmediatamente a n te rio r al descenso 

del contenido en almidón que se da en esta época (figuras 41 y 49). Poste­
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rio rm ente , sin embargo, se presenta de forma para le la  un aumento de la acti_ 

vidad y una recuperación del contenido en almidón (semanas 26 y 27) y a par, 

t i r  de ese momento la actividad se mantiene relativam ente constante hasta la 

semana 48 m ientras que el nivel de almidón desciende en pocas semanas. Te  

niendo en cuenta que, como se discute en el apartado A , el método utilizado  

extrae  mayor cantidad de almidón que los métodos enzim áticos, al c o rre g ir  -  

los valo res  se obtiene que el contenido en almidón a p a r t ir  de la semana 33 

corresponde al fijado por la fotosíntesis d ia ria  y por tanto, a la actividad -  

am ilo lítica  relativam ente elevada que se obtiene en esta época no puede corres  

ponder una u lte r io r  m ovilización del almidón.

P o r el c o n tra rio , en-los estudios realizados en sistemas mas l i ­

mitados y controlados como los experimentos de elim inación de fru to  y los de 

hojas separadas de la p lanta, sí que existe una correspondencia entre  los cam 

bios de la actividad am ilo lítica  y la degradación del almidón. La m ovilización  

más rápida provocada en las hojas jóvenes por la elim inación del fru to  (figu­

ra 53-A ) va acompañada por un incremento en la actividad am ilo lítica  superior  

al encontrado en las hojas de brotes con frutos (figuras  56-Á  y 57). En las 

hojas adultas, en las que la pauta de m ovilización del almidón no v a ría  al eH 

m inar el fru to , no se producen tampoco diferencias en la síntesis de enzimas 

am ilo líticas (figuras 53-B  y 5 6 -B ). Del mismo modo, en las hojas separadas  

de la planta se observa también un descenso del contenido en almidón junto a 

un aumento de la actividad am ilo lítica  (figuras 60 y 64).

La ausencia de corre lación  entre las variaciones estacionales de 

la actividad am ilo lítica  y los cambios del contenido en almidón a lo largo del 

año indica que la m ovilización del almidón no está regulada al menos exclus_[ 

vamente por estas enzimas, pudiendo estar implicada también la vía fosforol_í 

tic a . La presencia de enzimas de las dos vías en hojas (Peavey et a l . ,  1977; 

Pongratz y Beck, 1978; Okita et a l . ,  1979), así como la detección de produc 

tos de reacción de los dos sistemas enzimáticos (Levi y G ibbs, 1976; Heldt et
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a l . ,  1977; Peavey et a l . ,  1977) han llevado a Okita y colaboradores (1979) a 

proponer un modelo de acción conjunta según el cual el almidón sería  in ic ia l­

mente atacado por las amilasas produciendo maltosa, glucosa y oligosacáridos  

y liberándose posteriorm ente glucosa-1-fosfato por acción de la fosfo rilasa  a 

p a r t ir  de los oligosacáridos formados por la a lfa -am ilasa .

En el metabolismo del almidón en las hojas de naranjo podrían es 

ta r  implicadas las dos vías degradativas y si bien no se ha realizado  un es­

tudio de los productos del metabolismo del almidón, sí se han detectado al me 

nos tres  fosforilasas en los extractos (figura 35).
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De la discusión de los resultados anteriorm ente expuestos se des 

prenden las siguientes conclusiones:

1 . -  Tanto los azúcares solubles como el almidón constituyen reservas  m eta- 

bólicamente reu tilizab les  por la p lanta, siendo el almidón una reserva  de car. 

bohidratos que perm ite mantener el nivel de azúcares solubles por encima de 

un v a lo r mínimo.

2 . -  La caída del fru to  durante el mes de Junio no viene determinada por el 

agotamiento de las reservas hidrocarbonadas de la p lanta , pues sólo un por­

centaje entre el 50 y el 60 de las reservas acumuladas durante el reposo ve 

getativo son utilizadas en el periodo de crecim iento y d e sa rro llo .

3 . -  La m ovilización de las reservas en las hojas adultas se produce de forma  

gradual y a un ritm o constante, al menos hasta mediados de Julio y no se ve 

afectada por la elim inación de los sumideros de las ramas en que están sitúa  

das. Esto es explicable por la ausencia de conexiones vasculares d irec tas  -  

entre estas hojas y los frutos en desarro llo  así como por saturación del sis 

tema de transporte .

4 . -  El estado nutricional de la planta se re fle ja  de manera d istinta en las ho 

jas jóvenes y en las adultas. Durante el mes de Junio se presenta un p e rio ­

do c rític o  en el contenido en carbohidratos en las hojas jóvenes cercanas al 

fru to , lo que re fle ja  la existencia de una competencia de carác te r local por 

los fotoasimilados y que puede provocar la caída de los pequeños frutos en 

d e sa rro llo .
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5 . -  La re lación existente entre el fruto  y las hojas situadas en el mismo bro  

te no se explica simplemente por la re lación fuente-sum idero. Las hojas de -  

brotes fru c tífe ro s  presentan una acumulación mayor de almidón y una degrada 

ción más rápida que las hojas de brotes vegetativos. La distribución de los 

azucares en los distintos órganos de la planta en cada momento del d esarro ­

llo no está , por tanto, regülada únicamente por factores nutricionales sino -  

también por otros d is tin tos , presumiblemente hormonales.

6 . -  En las hojas de naranjo existe el complemento enzimático necesario para  

la degradación del alm idón, tanto por la vía am ilo lítica  como por ia fo s fo ro - 

l ít ic a . P o r e lec tro fo res is  en geles de poliacrilam ida se encuentran 3 fo s fo r i-  

lasas y un total de 13 am ilasas, de las cuales 7 son exoamilasas (b e ta -am i- 

lasas) y las otras 6 endoamilasas (a lfa -am ilasas ).

7 . -  La a lfa-am ilasa  de naranjo presenta cara c te rís tic as  atíp icas como son su 

parcia l sens ib ilidad .a  la acción de los inactivadores de los grupos s u lfh id r i-  

lo y su mayor resistencia  a los agentes secuestrantes de iones c a lc io , por -  

estar estos iones fuertem ente unidos a la molécula de enzima.

8 . -  En los extractos crudos existe alguna sustancia que impide la inactivación  

de la beta-am ilasa por el c lo ru ro  m ercúrico , por lo que la determinación de 

la actividad a lfa -am ilo lítica  como la residual de extractos tratados con cloru  

ro m ercúrico debe re a liz a rs e  con extractos purificados o sem ipurificados.

9 . -  La m ovilización del almidón en hojas adultas no está regulada aparente—  

mente por la actividad am ilo lítica y las variaciones de actividad que se pro­

ducen a lo largo del año no coinciden con variaciones en la velocidad de de 

gradación del almidón.
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1 0 . -  La elim inación de los frutos de las ramas en que están situados no pro  

voca cambios en el ritm o de degradación en las hojas adultas y tampoco afee 

ta su actividad am ilo lítica .
•

1 1 . -  En las hojas jóvenes, particularm ente en los experimentos de elim ina—  

ción del fru to , se presenta una estrecha re lación éntre  la variac ión  de l a -  

actividad am ilo lítica  y la del contenido en alm idón. La elim inación del fru to , 

que provoca un descenso más rápido del contenido en alm idón, induce también 

una mayor actividad am ilo lítica  que en las hojas de brotes con fru to . .D el mis 

mo modo, durante la senescencia de las hojas separadas de la planta se pro  

duce un importante aumento de la actividad am ilo lítica  simultáneamente con un 

rápido descenso del nivel de almidón.
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