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OBJETIVOS Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

El cultivo de girasol se estéd extendiendo progresivamente
en Espafia, y muy especialmente en Andalucfa, donde estd adquiriendo
una importancia' econdmica creciente, no sbélo por su aceite (el
32 en el consumo humano mundial, s6lo después del de soja y cacahue-
te), sino también por otras aplicaciones de enorme interés agropecua-
rio en nuestra regién, Asi, los residuos de la obtencidén del
aceite o '"tortas" se usan como alimento del ganado, compitiendo
ventajosamente con la "torta" de soja (en la cual Espafia es deficita-

ria) por la presencia de metionina y otros amino&cidos esenciales.

Ademés de por la obtencién de tan importantes productos,
el cultivo de girasol en Andalucia presenta otras interesantes
aplicaciones agricolas. Asi, en los cultivos de secano, tan frecuen-
Tes en nuestra regién, sirve como cultivo rotatorio con los cereales,
por la gran profundidad de sus rafces, que exploran capas de
terreno a las que no 1llegan las de aquellos. También, en los
suelos que se ponen en regadio por primera vez, y que légicamente
son fuertemente deficitarios en materia orgénica, un cultivo
de girasol, para abonado en verde puede ser de enorme utilidad.
En efecto, el girasol puede crecer en terreno empobrecido, por
su profundo sistema radical, lo que convierte en una buena planta
"colonizadora'", una vez obtenida suficiente cantidad de cosecha
verde, se procede a enterrarla, suministrando abonado nitrogenado
y riego, calculéndose que una labor de este tipo equivale a una

estercoladura de 25,000 kg/ha.,

El cultivo de girasol presenta numerosos problemas,
Uno de los mas frecuentes que continuamente origina consultas
por parte de los cultivadores, es el problema de la nutricidén
de Boro, micronutriente que afecta de manera muy decisiva a 1la
cosecha debido. a la especial esensibilidad de esta planta tanto

a la deficiencia como a 1la toxicidad del elemento, de manera
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que el margen de concentraciones que permite un crecimiento y
desarrollo normales es particularmente estrecho, Tanto es asi,
que esta planta se usa como indicadora de 1la deficiencia de B
en otros cultivos (SAUCHELLI, 1969 y HUDAK , 1974), por ser la
primera que muestra sintomas. Lo mismo ocurre en condiciones

de toxicidad.

Las condiciones ambientales y del suelo que provocan
deficiencia y toxicidad de B no son en absoluto infrecuentes
en las zonas de cultivo de girasocl en nuestra regibén, Asi, la
deficiencia se da con frecuencia en regiones himedas o de regadio,
tanto en suelos &cidos con poca materia orgénica, como con exceso
de arcilla o de materia orgénica, mientras que la toxicidad es
tipica del cultivo de secano, sobre todo en regiones 4&ridas o

semidridas,

El efecto de una nutricién anormal de B en girasol,
como hemos indicado antes, es siempre una drastica reduccidn
de la cosecha. La(s) causa(s) metabblicas de este efecto no son
conocidas, y hasta que no se esclarezcan totalmente no podremos
resolver el problema de la manera mAs satisfactoria para el cultivo
que nos ocupa. El1 objetivo primordial de este trabajo es, por
tanto, aclarar al menos algunos aspectos del papel metabdlico
del B en las plantas de girasol. En este sentido, nuestra investiga-
cién estd planteada como un estudio de la variacidén en el tiempo
de varios parametros que, de acuerdo con la bibliografia consultada,
podrian verse influenciados por los niveles de B, dichos parametros
bioquimicos, se determinan en la parte aérea de plantas de girasol
adultas, cultivadas con niveles deficiente, normal y tbxico de
B. La evolucidén en el tiempo de estos parémetros en las plantas
con deficiencia o toxicidad de B, con respecto a las normales,
nos daré informacidn en primer lugar acerca de qué procesos metabdli-
cos son los que se encuentran relacionados con el elemento, y
en segunde lugar, cudles de estos procesos estadn bajo control
del B en la planta, que serdn aquellos en que se detecte una
alteracidén mas temprana, y una estrecha dependencia de los niveles

de B.
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En la biliografia consultada como después veremos,
existe wuna gran confusién respecto a las acciones metabdlicas
del B, y especialmente respecto a la distincién entre acciones
que pueden ser atribuidas primariamente al elemento, y efectos
claramente secundarios, que serian consecuencia de dichas alteracio-

nes primarias.

Finalmente, una interesante aplicacién adicional
de nuestros resultados seria, si encontramos que alguno de 1los
parémetros bioquimicos determinados en las hojas cumple las condicio-
nes necesarias para, una vez standardizadas para andlisis de
rutina, ser propuesto como medio de deteccidn precoz de la deficien-
cia o- toxicidad de B en los cultivos, ya que ello permitiria
actuar antes de que los dafilos a la cosecha sean irreparables.
La utilizacidén de parimetros bioquimicos <como indicadores de
la nutricién de los cultivos ha sido impulsada por un grupo de
nutriélogos israelies (BAR-AKIVA, 1971), y en la actualidad
es préctica ampliamente wusada para el control nutricional de
varios micronutrientes. Sin embargo, debido a la falta de informacidn
clara sobre el papel metabdlico del B, no se ha propuesto hasta
la fecha ningln parémetro bioquimico para el control de la nutricién

de este elemento,
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1.~ INTRODUCCION

El especial interés que 1los investigadores dedican
al papel del Boro en el metabolismo vegetal radica en el hecho
de que es el Unico elemento esencial para las plantas superiores

gue no interviene en el metabolismo animal.

La esencialidad del B para las plantas superiores
se demostrd por primera vez en 1910. Actualmente, las investigaciones
sobre este elemento se han centrado en la blsqueda del papel fisiolégi
co o bioquimico que el B desempeiia en el crecimiento y desarrollo
vegetales. Los esfuerzos se han dirigido en dos sentidos: por
una parte, el estudio de 1las acciones del B en el metabolismo
vegetal, y por otro, el estudio de los cambios morfolbgicos y/o

fisiolégicos en plantas cultivadas en un medic carente de B.

1.1.- El1 boro en el suelo y su disponibilidad para

las plantas,- E1 B se encuentra en el suelo principalmente en
forma de turmalina (borosilicato de flGor). Sin embargo, en esta
forma el B no estd disponible para las plantas, debido a que es
inscluble. El B estd también presente en otros silicatos y se
libera en forma de boratos de Ca, Mg y Na que, al ser solubles

en la solucién del suelo, constituyen las formas inorginicas de

B, absorbibles por las plantas.

Una considerable proporcidén del contenido de B en

suelos estd en forma orgénica. Los boratos son adsorbidos por

el humus, dando lugar a éomplejos que, en muchos casos, constituyen
la principal reserva de B disponible para las plantas. El B es
liberado paulatinamente de estos complejos por la accidn de los
microorganismos del suelo. Estos mismos microorganismos compiten
con las plantas por el B asimilable, captando el B inorganico
e 1incorporandolo a su organismc, de donde, tras su muerte, se
liberarad, quedando de nuevo disponible para las plantas. La cantidad
de B asimilable de un suelo depende de factores de tipo: edafico -
atmosférico y agricola. Entre ellos podemos mencionar: pH y humedad
del suelo, contenido de arcilla, encalado, contenido y estado
de la materia orgénica, materiales de B presentes en el suelo

e impurezas de los fertilizantes empleados.




Veamos en qué sentido actla cada uno de los factores

mencionados:

pH.- En suelos alcalinos, los minerales de la arcilla
forman complejos con el B y lo retienen. En general, los suelos
arcillosos y alcalinos suelen dar lugar a la aparicién de deficiencias

de B en los cultivos.

Humedad del suelo.- El1 B asimilable es facilmente

arrastrado por el agua de lluvia o de riego hasta las capas profundas

del suelo,

Encalado.- Se sabe que la préctica del encalado (adicién
de cal apagada al suelo) da lugar a la aparicidén de sintomas de
deficiencia de B en los cultivos, Si estos suelos son ademds arenosos,
contienen poca materia orgénica y las 1lluvias son regulares, la

posibilidad de que se presenten deficiencias de B aumenta.

Tipo de minerales del suelo.-~ Los suelos con minerales

procedentes de rocas igneas y las areniscas, apenas contienen
B asimilable a diferencia de los suelos procedentes de rocas sedimenta

rias.

Resumiendo, se podréan producir deficiencias de B,
bien en regiones humedas sobre suelos &cidos y pobres en materia
organica, bien en regiones de pluviosidad intermedia, sobre suelos
alcalinos, calcdreos o con un gran contenido en materia organica

6 arcilla,

Por el contrario, se han encontrado sintomas de toxicidad
de B en cultivos sobre suelos a&ridos donde las sales solubles

de B se pueden acumular.

1.2.- Absorcidn de boro por las plantas.- Parece general-

mente aceptada (TANAKA, 1967; BINGHAM et al., 1970) la hipétesis
de que el B es absorbido pasivamente hasta el espacio libre, donde
puede formar complejos con polisacaridos. Sin embargo, BOWEN (1968)
demostrdé que una fraccidén del B absorbido estaba regulada metabélica-
mente en un proceso mediado por un transportador. Esta absorcidn

activa no se producia a 29C (BOWEN y NISSEN, 1976).

.




OERTLI y GRGUREVIC (1975) encontraron que a pH superior
a 6 la absorcidén de B disminuye a medida que aumenta el pH, siendo

este descenso paralelo a la disminucidn de 803H no disociado. Esto ha

3
ce pensar que el B es absorbido por la planta en esta forma.

Los resultados obtenidos por THELLIER et al., (1979)
en trabajos con B marcado, pueden traducirse en un modelo con
4 compartimentos que contienen B: 1, El espacio libre conteniendo
monoésteres de borato ficilmente disociables. 2. Citoplasma. 3.

Vacuola y 4. Diésteres de borato estables en las paredes celulares.

Por (Gltimo, RAVEN (1980) propone un modelo en el que
la regulacién de 1la distribucién de B en la célula depende més
del nivel de B intracelular que del B03H3 libre; la distribucidén den--
tro de las células depende de la penetracidén pasiva, el transporte

activo, y la formacidén de cis-dioles.

1.3.~ Distribucidén del boro en las plantas.- El1 hecho

de que uno de los primeros sintomas que aparecen durante la deficien-
cia de B sea la distorsén del crecimiento apical, ha llevado a
los investigadores a - concluir que la reutilizacidén del B desde
las partes més viejas a las méds jévenes de la planta es nula o
précticamente nula. SKOK (1958) observd que cerca del 50% del
contenido de B se encontraba en 1la fase sobrenadante obtenida
tras homogeneizacidn y centrifugacién. Cuando las plantas mostraban
evidentes signos de deficiencia de B, 1la porcién dializable de
B (el B libre) se reducia a cero. Esto indica que la pequefia fraccién
gue puede reutilizarse es aquella gque se encuentra en la porcidn

dializable de la fraccidén sobrenadante,

La ausencia de redistribucidén del B desde 1las hojas
mds viejas a las mas jévenes ha sido explicada de distinto modo
por los diversos autores. Mientras que segin KOHL y OERTLI (1961)
el B queda inmovilizado en las hojas debido a que no puede ser
transportado por el floema, este Gltimo autor junto con RICHARDSON
(1980), y a partir de sus trabajos con lirio, concluyd que el
B realmente puede ser transportado por el floema de la hoja, pero
vuelve al xilema a nivel de la misma hoja o del peciolo. y en

este caso vuelve a la hoja a través de la corriente transpiratoria.




Por Ultimo, CHAMEL. et al., a la vista de los resultados
obtenidos empleando B marcado y espectrometria de masas, sugieren
la existencia de un pequefic transporte de B a partir de las hojas

debido a la formacidén de complejos con polisacaridos.

1.4.- El boro como elemento esencial para las plantas

superiores e inferiores,- Se ha demostrado que tanto Monocotileddneas

como Dicotiledéneas y Gimnospermas requieren para su normal crecimien-

to y desarrollo la presencia de B en el medio de cultivo.

Dentro de. las Monocotileddneas, podemos establecer
dos grupos en funcidén de su susceptibilidad a la deficiencia de
B. El primer grupo, en el que estdn incluidos maiz, cafia de azicar,
cebada y posiblemente otras plantas, responden a la deficiencia
de B sufriendo en primer lugar una reduccidn del crecimiento vegetati-
vo, y finalmente la muerte. El segundo grupo, que incluye <trigo,
avena y centeno,  entre otras, sdlo presentan sintomas de deficiencia

en la etapa reproductiva,

Las Dicotiledbéneas también presentan variaciones en

cuanto al nivel de B requerido.

Por lo que respecta a las plantas inferiores, segin
SHKOLNIK y MAEVSKAYA (1977) los hongos no requieren la presencia
de B en el medio de cultivo; algunos helechos muestran respuesta
al B tanto en ‘el crecimiento vegetativo como en el desarrollo
de las estructuras reproductoras (DUGGER, 1983). En cuanto a las
algas, aunque se ha hablado de una estimulacidén en el crecimiento
de algas como Chlorella vulgaris, por la presencia de B, GERLOFF
(1968) demostrdé que no existia un requerimiento de este elemento
para el crecimiento de las algas en general. Sin embargo, como
excepcién, las diatomeas requieren la presencia de B no sdlo para
el crecimiento, sino también para la divisién celular (LEWIN and

CHEN, 1967).

Por Gltimo, y dentro del Reino Procariota, algunas
bacterias como Azotobécter chroococcum requieren B, en este caso
para la fijacién de Nitrdgenc. Y el alga verde-azulada Nostoc
mucorum muestra también wuna respuesta en su crecimiento frente

a la presencia de B en el medio,.




1.5.- Importancia de la nutricién de boro para los

cultivos de girasol.- El girasol es una planta extremadamente

sensible a las condiciones de deficiencia y toxicidad de B. Esta
sensibilidad da lugar a que el margen de concentraciones de este
elemento que produce crecimiento y desarrollo normales de la planta,
sea particularmente éstrecho. Es por esto que el girasol se suele
utilizar como planta indicadora para detectar precozmente la deficien-
cia de este elemento en otros cultivos (SAUCHELLI, 1969; HUDAK,
1974), ya que si disminuye la cantidad de B disponible es la primera
que muestra sintomas de deficiencia. Esto mismo ocurre también

en caso de toxicidad.

Los sintomas de deficiencia de B en girasol han sido
descritos por JIMENEZ LUCENA (1874) y son, por orden de aparicidn
segin progresa la deficiencia, los que seguidamente pasamos a

enumerar:

- Clorosis progresiva en hojas terminales.

- Aparicidén de pigmentacidén de color marrén a partir

de las hojas inferiores para extenderse méds tarde al restode la planta.

- Deformacién de las hojas hasta presentar un aspecto

marchito y falto de suculencia.

- Aparicidn, en las hojas terminales, de una especie
de fieltro Dblanco que se oscurece progresivamente y deforma la

zona, particularmente el &pice.

- Necrosis y muerte de las hojas afectadas por la

deficiencia, asi como del &pice caulinar.

Por lo 'que respecta a los sintomas de toxicidad de
B, y dada la dificultad con la que este elemento se transporta
a través de la planta, se presentan primero en las hojas més viejas
y se caracterizan por la aparicidén de manchas necrdéticas redondeadas,
de color y consistencia cenicientos, dispuestas en los margenes
y épices de la hoja (ALVAREZ TINAUT, 1972). Estas manchas aparecen
rodeadas de halos clordticos. A medida que progresa la toxicidad
las hojas (primero las més viejas) caen totalmente secas. En los
casos m&s graves, la necrosis afecta también a los tallos y la

planta se seca por completo.
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Se ha hecho una interesante observacidén acerca de
la toxicidad de B: al parecer, 1las plantas jévenes se adaptan
por tiempo limitado a las altas concentraciones de B, cosa que

no ocurre en plantas mas viejas

Las consecuencias finales de estas alteraciones nutriciona
les se manifiestan en el rendimiento de la cosecha, El déficit
de B se traduce en una dréstica reduccidédn de la cantidad de materia
verde asi como de la produccidn de semillas, y consecuentemente
del volumen de aceite extraible (J.L. Delgado y Alvarez-Tinaut,
comunicacidén personal). Cuando la deficiencia de B ha tenido lugar
en la etapa de crecimiento répido, se produce una detencidén radical

del crecimiento vegetativo, dando como resultado la produccidn

de plantas bajas, de entrenudos cortos, gruesos y especialmente
frégiles. Esto Gltimo, debido al aumento del contenido de agua.

En el dltimo estadio de la deficiencia, la yema terminal se necrosa

y seca. En plantas nonocaulinares, como es el caso del girasol,
en las que la yema terminal de crecimiento se transforma en la
Unica yema floral cuando se alcanza la floracién, los daflos provocados
por la falta de B repercuten de modo especial en la formacidn

y desarrollo de la. flor. Las flores pueden no llegar a formarse

o bien sufrir malformaciones més o menos graves algunas de las

cuales pueden dar lugar a esterilidad.

Una accidén del B particularmente importante para la

cosecha, se da a nivel de la germinacién del polen: la falta de

B inhibe el desarrollo del tubo polinico y consecuentemente impide

la fecundacidn.
Dado que el B es un nutriente esencial en el periodo

de fructificacidén, si 1la planta estd sometida a una deficiencia

de este elemento, los pocos frutos que se hayan formado no se desarro-

llaréan.

No hemos encontrado referencias bibliograficas sobre

el efecto de los niveles anormales de B sobre la cantidad y calidad

del aceite girasol, aunque se sabe gque influye en la composicidn

de otros aceites vegetales.,

La deficiencia de B se ha asociado también con un

bajo contenido de proteinas en todos los Organos de 1la planta.



La "torta" de girasol, que es el residuc que queda tras la extraccidn
del aceite, tiene un aifd contenido proteico por lo gue se utiliza
en la alimentacidn del ganado, y es, después del aceite, el producto
més importante que -se obtiene a partir de esta planta. Resulta
por tanto, de especial interés, estudiar las variaciones de este

pardmetro en funcidén de la nutricidén de B.

1.6.~ Funciones del boro en el metabolismo vegetal.

1.6.1.- Hipdtesis generales propuestas.- Si bien

estd claramente demostrada la esencialidad del B para las plantas

superiores, no se puede precisar, por el momento, cual es su papel -
exacto en el metabolismo vegetal, aunque si se ha demostrado una
correlacién entre ciertas actividades fisiolégicas y Dbioquimicas
y el contenido de B en los tejidos. Resumiremos los papeles més
importantes atribuidos al B en el metabolismo vegetal:

- Transporte de sustancias orgénicas en la planta.

- Reacciones enzimaticas.

- Metabolismo de los reguladores del crecimiento.

-~ Divisidén y maduracidn celular.

- Metabolismo de los &acidos nucleicos,

- Proteinosintesis.

- Biosintesis de sustancias fenblicas.

- Modificacidn de las propiedades de las membranas.

- Metabolismo de la pared celular,

— Floracidén y fructificacidn,

El amplio abanico de alteraciones bioquimicas asociadas

con niveles anormales de B hace pensar mds en efectos secundarios

que en la accién primaria de este elemento (PARR y LOUGHMAN, 1983).

Para DUGGER (1983) el efecto primario del B es la
regulacién de diversas reacciones enzimdticas y esta regulacidn
metabdlica se produce gracias a la capacidad que este elemento

tiene para formar complejos con compuestos que contienen grupos OH .



Si estos compuestos son sustratos o productos de reacciones enzimdti--
cas, se puede producir una activacidén o una inhibicidén de la via
metabdlica en la que actGan. Esta alteracidn puede dar lugar a
su vez, a un cambio en la concentracién de ciertos metabolitos
o bien impedir que se lleven a cabo ciertas reacciones. El resultado

final es la alteracién del crecimiento y desarrollo de la planta.

A continuacién mostramos un esquema propuesto por
este autor paa explicar la secuencia de actuaciones del B en distintos
procesos de la planta sobre los que se han observado alteraciones

frente a condiciones de deficiencia o toxicidad de B (Fig. 1).

A lo largo de 1la presente introduccidn, trataremos
de modo somero aquellas acciones del B sobre las cuales no incide
especificamente nuestro trabajo, y entraremos mas en detalle en
aquellas otras relaciocnadas directamente con nuestra investigacidn,
es decir, regulacidn de sistemas enzimdticos, metabolismo de auxinas,

giberelinas y compuestos fendlicos.

1.6.2.- Efecto del B sobre el crecimiento vegetativo.-

Las mds recientes investigaciones se han dirigido al estudio detallado

del efecto de la deficiencia de B sobre el crecimiento de la raiz.

KOUCHI y KUMAZAWA (1975) y LOVATT et al., (1981) encontra-
ron que el primer efecto de la deficiencia de B era una répida
detencién de la elongacién de la raiz. Posteriormente se producian
otros efectos tales como oscurecimiento y engrosamiento anormal
de las raices y aparicién de gran cantidad de raices secundarias.
En el caso de que no se le suminitre B a la planta tras la aparicidn

de las raices secundarias éstas verén también detenido su crecimiento,

La detencidn del crecimiento de la raiz en condiciones
de deficiencia de B ha sido descrita por otros muchos autores
tales como: SKOK (1958), ALBERT (1975), COHEN y LEPPER (1977).
Sin embargo, mientras que para algunos de ellos (COHEN y LEPPER,
1977; HIRSCH et al., .1982) esta detencién se debe a un efecto
sobre la divisién celular y no sobre la elongacién de estas células,
para otros, tales como TORSELL, 1956 y BIRNBAUN et al., 1974,
ocurriria justo lo contrario, es decir, la deficiencia de B alteraria

la elongacién pero no la divisidén celular. Por Gltimo, KOUCHI
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Fig. 1. Hipotética secuencia de efectos, respuestas y alteraciones metabdlicas en las plantas, influenciadas por el B (DUGGER, 1983). <




y KUMAZAWA (1975), encuentran inhibidas tanto la divisién como

la elongacidn celular.

Por lo que respecta al efecto del B sobre la diferencia-
cién y maduracién celular, las opiniones se dividen entre aquellas
que piensan que la deficiencia de B conduce a una acumulacién
de células indiferenciadas (XROSING, 1978) y 1los aque describen,
por el contrario, un incremento en la maduracidén y diferenciacién

de las células prdéximas al éapice.

En relacidén con estos efectos sobre la divisidén, elonga-
cién y diferenciacién celular, hay que destacar que se han postulado
hipétesis implicando al &c. bérico en la formacién y funcionamiento
de las subs. celulares, asi como en la biosintesis de polisacéridos

de la pared celular, que serdn discutidas con detalle mis adelante.

1.6.3.- Accidén del B sobre el transporte y metabolis-

mo de los azicares.- Se ha postulado (GAUCH y DUGGER, 1954), en

base a estudios sobre absorcidén y translocacién de azlcares marcados con
14C y aplicados exdgenamente a plantas, que el B pudiera formar
complejos con estos azlcares y facilitar de este modo su transporte.
Efectivamente, si junto con los azlcares se aplican boratos, se

amplia la distribucidn de estos compuestos.

Sin embargo,. otros autores han observado también una
mayor distribucidén de los azlcares sintetizados en plantas cultivadas
~on un nivel de B suficiente, en comparacién con las cultivadas
con deficiencia de este elemento, sin que por ello acepten la
teoria de la formacién de complejos transportadores B-azlcares.

Vamos a considerar algunas de las hipbtesis alternativas propuestas.

Segin DUGGER (1973), el B estimula la absorcién y/o
el movimiento de los azlUcares, probablemente a través de una accidn
indirecta, bien sobre su transporte a larga distancia, bien debido

a que el B juega un papel esencial en la biosintesis de auxinas.

LEE et al., (1966) en trabajos sobre plantas de girasol
cultivadas en solucién deficiente y normal de B, comprobaron que

al cabo de unos 30-60 minutos de la aplicacidn de 14CO el descenso,-

2!
a lo largo del tallo, de los fotosintetizados que habian incorporado
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el C era menor en las plantas deficientes en B que en las normales.

5in embargo, no hubo diferencias en cuanto a la cantidad total

de compuestos marcados en las plantas.

El hecho de que el contenido de aztcares aumente en
las plantas con deficiencia de B, asi como la respuesta frente
a este elemento observado en algunas reacciones enzimdticas de
interconversién de carbohidratos, ha conducico a la hipdtesis
de que el B actia mas a nivel del metabolismo de estas sustancias

que en su translocacién,

1.6.4.~ Efectos sobre la germinacién del polen.-

Las primeras revisiones que relacionan al B con 1la germinacidn

del polen incluyen efectos sobre:

- Crecimiento del tubo polinico.

- Regulaéién de la ruptura de los granos de polen,

como consecuencia de la "toma de agua no regulada'.

-~ La posibilidad de que el B del tejido estigmatico
tenga influencia sobre el crecimiento del tubo polinico y sobre

la compatibilidad en la fertilizacidn cruzada.

Segin la bibliografia actual, el papel del B en la
germinacidén del polen y el crecimiento del +tubo polinico se ha
concretado un poce méds, siendo probablemente uno & mésde los que

se exponen a continuacidn:
- Facilitar la absorcidn y metabolismo de los azlcares.

- Incrementar la respiracién.

- Estar involucrado en la biosintesis de la pared
del tubo polinico. En este caso, parece que el papel del B es
especifico y no estd relacionado ni con la absorcidén de azlcares
ni con la respiracidén, sino con la sintesis de las unidades D-

galacturonosil de la pectina.

1.6.5.~- Efectos sobre el metabolismo respiratorio

y fotosintético.-~ La deficiencia de B en plantas da lugar a un




incremento en el contenido de almiddén y otros hidratos de carbono
asi como a un aumento de la respiracidén tisular. 8in embargo,
cuando los sintomas de deficiencia se agudizan, la respiracién

de las plantas deficientes disminuye con respecto a las normales,

Parece que la deficiencia de B produce un descenso
en el cociente .entre el sustrato metabolizado via glucolisis y
el metabolizado por la via de las pentosas--fosfato, debido a una
aceleracidn de este Gltimo (EICHHORN y AUGSTEN, 1974;SHKOL'NIXK,
1974; SHKXOL'NIX vy MAEVSKAYA, 1977). La descripcidén mids detallada
de los efectos que produce sobre esta via metabdlica se hard més

adelante,

Por lo que respecta a la influencia del nivel de B
sobre la fotosintesis, 1la bibliografia es escasa. En general,
en tejidos fuertemente deficientes en B, la fotosintesis disminuye.
No obstante, AUGSTEN y EICHHORN (1976) observaron un incremento
en Wolffia arrizha cultivada en condiciones de deficiencia de
B. Estos mismos fueron los resultados obtenidos por SMITH y DUGGER
(1980) en Cylindrotheca fusiformis, cultivada en un medio carente

de B.

1.6.6,~ Efectos sobre el metabolismo proteico.-

La deficiencia de B estd generalmente asociada a un bajo contenido
proteico en las plantas (DEL RIO et al., 1978; KHANDUJA, 1976;
PILLAR, 19873). Este hecho parece deberse a una ralentizacidn
de la proteinosintesis, debido a que el déficit de B altera los
componentes estructurales que le sirven de soporte. En efecto,
SHERSTNEV (1974) observd, en trabajos con guisante y girasol,
que en los tejidos con deficiencia de B se produce una menor incorpora
cién de aminodcidos a 1los ribosomas, consecuencia al parecer,

de la degradacién del ARN-ribosémico.

Para KOGE (1978), el menor crecimiento de las raices
de plantas de tomate, producido en condiciones de deficiencia

de B, se explica en parte por una reduccidén de la sintesis proteica.

Segin COHEN (1979), las raices de guisante incorporan
menos leucina a las proteinas tras haber sido transferidas a condicio-

nes de deficiencia de B. Esto indicaria que se necesita un aporte

continuo de B para la sintesis de proteinas.



A la vista de algunos trabajos como los de SHKOL'MNIK,
1969 se puede pensar que no sélo se ve alterada la cantidad total

de proteinas sino también la especificidad.

Sin embargo, DAVE y KANNAN (1981) han publicado que
el contenido de proteinas solubles en agua en cotiledones de plantas
de haba cultivadas con deficiencia de B es mayor que en los de

plantas cultivadas con B en el medio de cultivo.

1.6.7.— Efectos sobre la biosintesis de la pared

celular.— Existe una clara relacién entre la sintesis de elementos

de formacién de la pared celular y la disponibilidad de B (AUGSTEN
y EICHHORN, 1976). En algunos casos, la falta de B conduce a una
reactivacién de la sintesis pectinica y/o aumento del contenido
de pectina y celulosa, con una reduccién simulténea de la cantidad
de galactanos. Posiblemente la sintesis de galactanos se vea especial-
mente bloqueada en ausencia de B, o bien se estimula la sintesis

de todos los polisacéridos, a excepcidén del galactano.

Es de destacar, que los hongos Penicillium glaucum
y Aspergillus niger, que presentan un crecimiento normal en ausencia

de B, no sintetizan pectina sino un poliurdénido de &cido galacturdnico.

En la planta objeto de nuestro estudio, el girasol,
se ha observado que, a medida que se desarrolla la deficiencia
de B, 1las paredes de las células del meséfilo de las hojas se
engrosan y toman un aspecto rugoso. Asimismo, la estructura microfibri
lar de la pared celular aparece mas desorganizada en las plantas

cultivadas con deficiencia de B

La incorporacidn de 14C—glucosa en las paredes celulares -
de los &pices de raices de girasol es mayor en condiciones de deficien
cia de B que bajo un nivel normal de este elemento (TIMASHOV 1977),
quizds debido a que el aumento de la diferenciacidén tisular da

lugar a una inhibicién de la elongacién de la raiz.

Segn SHIVE y BARNETT (1973), la falta de B da lugar
a un incremento en el contenido de hidroxiprolina en la pared
de las células de la raiz, lo que relacionarfa al B con la extensina,
o proteina de la pared. 8Sin embargo, esta observacidén no se ha

visto corroborada tras los trabajos de TROITSKAYA et al., (1975).
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1.6.8,- Efectos sobre el metabolismo fenblico

y biosintesis de 1lignina.- Segin LEE y ARONOFF (1967) cuando la

deficiencia de B estd avanzada se produce una acumulacidén de fenoles
en la planta. El modo de actuacién del B consistiria en la formacién
de un complejo 6-fosfogluconato-borato. Este complejo secuestraria
el P-gluconato y por tanto inhibiria la descarboxilacién oxidativa
del mismo por el enzima 6-fosfogluconato-deshidrogenasa (enzima
clave del ciclo de las pentosas fosfato). En ausencia de B, vy
por tanto, del <complejo, el enzima operaria a mayor velocidad,
conduciendo finalmente a un aumento del contenido en fenoles,
ya que éstos se forman a partir de eritrosa-P, producto formado
en la citada via de las pentosas-P. Adem&s, muchos de los fenoles
acumulados pueden formar complejos con el B, con lo que disminuiria
ain mas el borato disponible para la formacidén del complejo con
el 6-P-gluconato. Como consecuencia, se desencadenaria un sistema
autocatalitico de produccidén de fenoles en exceso, que seria el

causante de la necrosis de los tejidos (DEAR y ARONOFF, 1965).

La alteracién del contenido en fenoles parece ser, ademds
cualitativa, y afecta principalmente a los orto-difenoles, y dentro
de éstos el &acido cafeico (cuyo contenido es el que més aumenta
en hojas de girasol deficientes en B(LEE y ARONOFF, 1967) al menos
en los primeros estadios de la deficiencia, ya que cuando ésta
se prolonga, la cantidad de fenoles de la hoja de girasol decrece

de nuevo hasta un nivel inferior al de las plantas normales.

Siguiendo con estas modificaciones cualitativas del
contenido fendlico, hemos de decir que en deficiencia de B, pueden
incluso aparecer ciertos compuestos que no se encuentran en las
plantas normales. Es el caso de la escopolina (WATANABE et al.,
1964); 5-@ -D-glucdsido del &cido gentisico (SHKOL'NIK e IL'INSKAYA)

y el 5—@4)—glucosil 2,5-dihidroxibenzoico, en girasol,.

La deficiencia de B causa también un incremento del
contenido de flavonol, flavononas y'flavonol~3—glucésidos (SHKOL'NIK

y ABYSHEVA, 1875).

Se ha propuesto que la deficiencia de B conduciria
a un aumento del contenido de AIA en la raiz, y que ello se deberia

a que el sistema AIA-oxidasa se ve inhibido por la acumulacidn



de compuestos difendlicos. En los tejidos normales, el borato
forma complejos con los fenoles y no se producirfia la inhibicidn
de la AIA oxidaéa. No obstante, seglin HIRSCH et al., (1982), los
cambios en los niveles enddgenos de AIA no responden a los predichos
por esta hipétesis, sobre todo si éste fuera el efecto primario
basico de 1la deficiencia de B, aunque no se descarta un efecto

secundario en este sentido.

Para LEWIS (1980), 1la accién primaria del B estaria
ligada a la biosintesis de la lignina y la diferenciacibndel xilema,
a través de la regulacién de las actividades hidroxilasa y oxidasa
de las fenolasas implicadas en la biosintesis y posterior oxidacidn
de los é4cidos cafeico e hidroxiferGlico, para dar las quinonas
cuya polimerrizacidén da origen a la lignina. A este respecto hemos
de resaltar el hecho de que uno de los efectos méds regularmente

observados en las plantas deficientes en B es una acumulacién de lig

nina en los tejidos de sostén.

1.6.9,- Efectos sobre el contenido de auxinas

v el metabolismo auxinico.- Segin lo descrito en 1la bibliografia,

la deficiencia de B se ha postulado que podria actuar sobre el

contenido y metabolismo de las auxinas a dos niveles:

a) Provocando un incremento en el contenido enddgeno

de auxinas.

b) A través de la alteracidén de la actividad AIA-oxidasa.

a) Por lo que respecta a la modificacidén del contenido
de auxinas en planta, COKE y WITTINGTON (1968) observaron que
la caracteristica reduccién del crecimiento de la raiz, provocada
por la deficiencia de B, podia ser reproducida por la presencia
de niveles supraéptinosdé AIA.Para SHKOL'NIX (1974) el papel fisioldgi
co del B se puede explicar en términos de acumulacién de auxinas

y compuestos fendlicos bajo la deficiencia de este elemento,

No obstante, segin SMIRNOV et al., (1977) la deficiencia
de B no esta asociéda a una acumulacidén téxica de AIA (en pléntulas
de girasol, especie sensible a la falta de B, se produce de hecho

un descenso en el nivel de la hormona libre, mientras que en la
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raiz hay un aumento de las auxinas ligadas) sino a una acumulacidn
de fenoles oxidados. Ademés, los cambios ultraestructurales producidos
por el déficit dé B son diferentes a los causados por el tratamiento
con AIA (HIRSCH y TORREY, 1980); por todo ello, no parece que

el B sea el determinante del nivel enddgeno de AIA.

Por dltimo, HIRSCH et al., (1982) han concluido que
los primeros sintomas de deficiencia de B no pueden ser explicados

por cambios en la concentracidén enddgena de AIA,

b)) Por lo que respecta a 1la intervencién del B
en la regulacidén de la actividad ATA-oxidasa, la idea es que 1la
deficiencia de B reduce dicha actividad probablemente de modo
indirecto a través del aumento en el contenido de sustancias fendli-
cas, algunas de las cuales (los difenoles) actlan como inhibidores
del sistema (KRUPNIKOVA =~ et al., 1975). Otros investigadores
como YAMANOUCHI et al., (1975) han encontrado que 1la inhibicién
tan so0lo se produce a nivel de los talloz, mientras que en las

raices hay una activacién,

BOHNSACK y ALBERT (1977) probaron que, en condiciones
de falta de B, el crecimiento radicular de la calabaza se inhibia
antes de que se hubiera podido detectar un cambio en la actividad
AIA-oxidasa, la cual cambiaba mucho mas tardiamente. No obstante,
estos mismos autores, ratificaron la idea de que el déficit de
B iba ligado a un alto nivel enddgeno de AIA, auncue su opinidn
era que este hecho no era consecuencia de la inhibicidén de 1la

ATA-oxidasa, sino que mds bien ocurria a la inversa: los altas

niveles de AIA daban lugar a una activacidén del enzima,

1.6.10,~ Efectos sobre el metabolismo de las

giberelinas.- Aunque los trabajos que relacionan el B con las
giberelinas son escasos, parecen existir pruebas que indican que
este elemento participa de modo directo o indirecto en el metabolismo

de las giberelinas.

En general, el B refuerza los efectos provocados por
los reguladores del crecimiento. IVANOVA (1968) encontré un efecto

sinérgico entre B y giberelinas en el crecimiento de coleoptilos



de trigo y tallo de guisante, y la magnitud de la respuesta variaba

con la concentracién de hormona.

También se han realizado experiencias de germinacidn
de semillas tratadas con micronutrientes (entre ellos B) y giberali-
nas, obteniéndose un gran incremento de la germinacidén (STEPANOV
y NANDIN; 1963). Sin embargo, un reciente trabajo de JIMENEZ et
al., (1982) describe una inhibicién de la germinacidén de semillas
de cebada tras imbibicidn con soluciones de B de més de 100 ppm,
que puede ser parcialmente contrarrestada por el tratamiento con
giberelinas (100 ppm). Esto podria estar de acuerdo con el hecho
de que el aporte de giberelinas reduce los efectos del exceso
de B (PEN'KOV, 1965).. La conclusion md@s general en este campo
es que, en monocotileddéneas, el B presenta un efecto especifico
sobre la ruptura del estado de reposo de las semillas, y la estimula-
cidén de su germinacién. El mayor efecto se obtiene con la presencia
simultédnea de B y giberalinas, pero los resultados parecen indicar
que ambos actldan a través de mecanismos en parte independientes
(CRESSWELL y NELSON, 1973), o bien, que el B puede estar implicado

en la biosintesis de giberelinas.

Otro proceso en el que parecen interecciorer B y giberelinas
es la formacién y 1lignificacidén de los vasos del xilema, SKOK
(1968), observé que la proliferacidén del xilema ocasionada por
la aplicacién de giberelinas se reducia al eliminar el B de la
solucién; su conclusidn era que el B estd directamente implicado,
junto con las giberelinas, en la formacién del xilema. El efecto
seria un engrosamiento de los tallos, que no deberia tener relacibn

con la inhibicidén, por el B, de la elongacidén de los mismos.

Como se ve, no existen hipdtesis concretas respecto
a cudl podria ser el punto de conexién, a nivel molecular, entre
la accién del B y 1las giberelinas. Sin embargo, en semillas en
germinacién y en pléntulas, que es donde estas hormonas tienen
un papel regulador més importante, la funcidén de las giberelinas
se ha relacionado con la activacién de enzimas clave, ya preexisten-
tes, que estédn compartimentados o Dbien inactivados por hallarse
ligados a membranas. A la vista de la crecinete importancia que

los mds recientes trabajos asignan al B en la formacidén y funcionamien
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to de las membranas ésta podria ser la clave para comprender

las interacciones B-giberelinas.

1.6.11.- Efectos sobre el metabolismo de los

dcidos nucleicos.- En resultado mds general obtenido en los estudios

sobre la relacién entre B y &cidos nucleicos, es un descenso en
el contenido de ‘-estos WUltimos, fundamentalmente ARN, en plantas
deficientes en B (ALBERT, 1965; SHKOL'NIK, 1969; CRESSWELL y NELSON,
1973).,

Durante - los aflos sesenta, el equipo de SHKOL'NIK observd
un descenso en el contenido de &cidos nucleicos en plantas sometidas
a deficiencia de B. Si a 1las plantas se les suministraba
este elemento al aparecer los primeros sintomas de deficiencia,

se podia ver un aumento del contenido de &cidos nucleicos.

Otros autores han realizado experimentos en los que
se conseguia evitar la aparicidn de sintomas visuales de deficiencia
de B en plantas cultivadas en ausencia de este elemento si se

adicionaban &cidos nucleicos al medio de cultivo.

Los efectos pormenorizados que produce 1la deficiencia
de B sobre los &cidos nucleicos pueden resumirse en los siguientes

puntos:

a) Inhibicién de 1la biosintesis y estimulacién de
la degradacién de &cidos nucleicos, especialmente de ARN ribosémico
(KEVRESAN et al., 1977, en trabajos con girasol). El aporte de
B a plantas deficientes puede estimular la captacién de P32 y aumentar
el contenido de ADN y ARN, especialmente en hojas jévenes (TIMASHOV,
1970). TIgualmente, una adicidén de B, en condiciones de deficiencia,
puede elevar el contenido de ARN en los ribosomas y cloroplastos

(VLASJUK, 1971).

No obstante, parece que el descenso en el contenido

de ARN tiene 1lugar en estadios avanzados de deficiencia, ya que
CORY y FINCH (1967) observaron un aumento en la incorporacidn
de P32 a las 4 horas de haber retirado el B del medio de cultivo.

Igualmente CHAPMAN y JACKSON (1974) observaron en raices de pléntulas

de Phaseolus vulgaris, un incremento de la incorporacién de precurso-
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res radiactivos al ARN,dwante los primeros estadios de ladeficiencia de B (aungue.sin
que se produjera aumento alguno en el contenido total de ARN) y antes
de que se presentaran cambios morfolbgicos, aumentara la actividad
ARNasa y como consecuencia descendiera el nivel de ARN. El contenido

de ADN disminuia al poner las plantas en condiciones de deficiencia
de B.

b) Reduccidén de la Dbiosintesis proteica sin que por
ello varie el grado de incorporacidén de 1los aminodcidos al ARN
de transferencia por lo que el déficit de B no modifica la actividad
enzimdtica que regula esta incorporacién. Sin embargo, si se produce
un descenso en la incorporacidn de estos aminoicidos al ARN ribosémi-

co, debido a una degradacién de éste (SHERSTNEV, 1974).

¢) Aumento de la actividad ribonucleasa (SHERSTNEV
vy RAZUMOVA, 1965). Puesto que esta actividad se ha sugerido que
estd localizada en las membranas celulares, el incremento de la -
ARNasa asociado a la deficiencia de B indicaria para INDRAVADAN y
SESHADRI (1980) una alteracién de la permeabilidad de la membrana

debido a una degradacidén del ARN ligado a las membranas.

d) Reduccién de la sintesis de ADN, debido a un descenso
en la incorporacidén de timidina. El contenido de ADN sblo recobra
su nivel normal si se suministra B poco tiempo después de que
aparezca la reduccién de la sintesis del ADN (COHEN y ALBERT,
1974). En efecto, raices deficientes en B, después de 20 horas
sin sintetizar ADN, muestran una recuperacidén de la sintesis a

las 9 h de haberseles afiadido B.

Sin embargo, la recuperacién no siempre es posible,
Asi, MOORE e HIRSH (1982) +transfirieron raices de girasol a un
medio deficiente en B, observando que la incorporacidén de timidina

a los precursores del ADN se mantenia al mismo nivel 3 dias después.

e) Desorganizacidén parcial de la estructura de la

cromatina (SHERSTNEV, 1974).

BIRNBAUN et al., (1977), trabajando con &vulos de
algoddén cultivados in vitro en un medio carente de B, observaron

una semejanza entre los sintomas provocados por la deficiencia
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de B y los gue resultaban de la sustitucidén del uracilo por un andlo-
go, el 6-azauracilo. En ambos cascs, los sintomas desaparecian
al adicionar wuracilo al cultivo. Esto les 1llevé a pensar que la
deficiencia de B podia estar relacionada con una reduccidén de
la actividad de la via biosintética que conduce a la formacidn
de pirimidina. Sin embargo, usando andlogos de las bases de los
nucledsidos y observando la respuesta de los cultivos de 6vulos,
los mismos autores llegaron a la conclusidén de que los sintomas
de deficiencia de B .observados no estén relacionados con la biosinte-
sis de Acidos nucleicos, sino con una inhibicidn de la sintesis

de UDP-glucosa.

Recientemente LOVATT et al,, (198l1) han comprobado
que, en efecto, la accién del B en el metabolismo de los &cidos
nucleicos no estd relacionada con el metabolismo de la pirimidina,
ya que la biosintesis de novo de este sustrato metabdélico no desciende
hasta pasadas 20 h de colocar los cultivos en medio exento de
B, y la regulacién de la via a través de su inhibicidén por el
producto final y del catabolismo de la pirimidina, es igual tanto

en presencia como en ausencia de B.

1.6.12.~- Actuacidén del boro como regulador de

actividades enzimidticas.- En general, se considera que el B no

forma parte de la molécula de ningin enzima vegetal. Sélo existe
una referenciaal respecto, la de UEHARA et al., (1974), que encontraron

B en la acido fosfatasa purificada a partir de remolacha azucarera.

Al no actuar como componente de la molécula proteica
enzimdtica, se han propuesto varios mecanismos para explicar el

efecto del B sobre las actividades enziméticas:
a) Formacién de complejos con polihidroxidos que actdan
como sustratos o coenzimas,

b) Inhibicién/activacidén enzim&tica en virtud de su

naturaleza idnica.

¢c) Inhibicién/activacidn enzimdtica a través de mecanismos

desconocidos.



. 37

1.6.12.1.~ Relacidn B-actividad catalasa.~-

Se ha postulado que la catalasa podria ser un enzima relacionado

con la cantidad de fenoles en la planta, ya que el H que ella redu-

0
2°2
ce es a su vez el aceptor de electrones en las reacciones catalizadas
por peroxidasas, Estas peroxidasas oxidan, entre otras, las sustancias

de caréicter fendlico.

Para que este esquema fuese valido, tendria que detectarse
una actividad catalédsica elevada, Jjunto con una acumulacién de
fenoles, en las plantas deficientes en boro. Sin embargo,la bibliogra-
fia existente respecto a la relacidén entre actividad catalasa
y el estado nutritivo de B es escasa y confusa, refiriéndose en
ocasiones a experiencias de campo y no de invernadero; asi, AL'SHEVS-
KII (1975), tras aplicar B al suelo, detectd una disminucidén de
la actividad catalésica, mientras que, en aplicaciones foliares,
VIKTOROV (1975) observé , por el contrario, un incremento de la

actividad de este enzima.

El +trabajo més claro y reciente en este campo es el
de AGARWALA et al., (1981), que, en plantas de maiz cultivadas
con distintos niveles de boro, observaron que la actividad catalasa
de los granos de polen disminuia en condiciones de deficiencia
de este elemento, haciéndose ademds, mas visible el efecto a
medida que avanzaba el proceso de maduracién de 1los granos. Es
decir, cuanto mds maduros eran los granos de polen més fuerte
era la diferencia entre la actividad catalasa del polen procedente
de plantas cultivadas con un nivel normal de B y la del procedente
de plantas deficientes en B, No se ha estudiado la trascendencia
ni el significado de este hecho en la maduracidén del polen, ni

si se trata de un efecto primario o secundario. .

1.6.12.2.- Relacidén B-actividad peroxidasa.-

También en este apartadeo los resultados obtenidos son contradictorios.
Asi DUTTA y MACTLRATH (1964) observaron que la deficiencia de B provocaba un descenso
de la actividad peroxidésica en girasol, tanto en callus de tallo como en cultivos
de tejidos, y DOLYA (1971) consiguid una elevacidén de dicha actividad,
en nplantulas de remolacha azucarera, cuando las semillas habian

sido previamente tratadas con B.



Sin embargo, otros autores han detectado efectos contra-
rios. Asi, NASON et al., (1954) encontraron que la deficiencia
de B daba lugar a un incremento de 1la actividad peroxidasa en
hojas de tomate. Otros autores han obtenido resultados semejantes,

como es el caso de PARISH {(1969) en trabajos con &apices y raices

de Vicia faba y PACHECO et al., (1977) en hojas de Vigna sinensis.

AUSHEVSKII observdé que las aplicaciones de B a cultivos de lapulo

daban lugar a un descenso de la actividad peroxidasa.

Para PARISH (1969), el &cido bdbrico facilita "in vitro"
la unidén, mediante enlace 1idnico, de la peroxidasa soluble a 1la
pared celular y postula que este hecho seria una de las funciones
primarias del B en la planta. SHIVE y BARNETT (1973) mostraron
que los hipocotilos de pléantulas de girasol deficientes en B
tenian mAs peroxidasa ligada covalentemente a las paredes celulares
que los de las plantas control. Estos mismos autores estudiaron
la actividad peroxidésica en distintas fracciones (paredes celulares
intactas, porcidén insoluble de 1la pared celular, porcidén soluble
de la pared celular y citoplasma) de hipocotilos de pléntulas
de girasol tanto en condiciones de deficiencia de B como normales,
observando que en todos y cada uno de los casos la actividad aumentaba
en condiciones de deficiencia de B, Sin embargo, el hecho de que
se produzcan elevaciones de 1la actividad peroxidésica debido
a otras muchas circunstancias, de etiologia muy diversa (la presencia
de etileno & la senescencia) les lleva a concluir que este incremento
debe ser entendido como un fendmeno general que se produce cuando
el metabolismo de -la pianta sufre alguna alteracién y, por tanto,
no se debe considerar como el resultado de un efecto singular

de la deficiencia de B.

Una conclusién semejante podria extraerse  también
para el caso de la catalasa, intimamente ligada a la peroxidasa,

como indicabamos en el apartado anterior.

1.6.12.3.— Relacidn B-actividad &cido indolacé-

tico oxidasa.- Existen datos contradictorios acerca de la existencia

de una molécula enzimdtica que oxide especificamente el AIA.

GALSTON y BAKER (1951) proponen que la AIA-oxidasa -

es en realidad una combinacién de dos enzimas: una oxigenasa



gue produce perdxido de hidrdgeno a partir de un sustrato desconocido,
y una peroxidasa que después utiliza el oxigeno del perdxido para

oxidar al AIA,

Para KENTEN y MANMN (1955) en la oxidacién de la auxina
no toma parte ningdn otro enzima que no sea la peroxidasa. Este mecanismo
difiere del anterior en que no se necesita ningin enzima para
producir H202 sino que la peroxidasa, en presencia de M£+ y fenoles,
gue sirven como fuente fisiclégica de perdxido, oxidaria al AIA.
Los resultados obtenidos en 1975 por ZURHAL y MACHACKOVA en trigo
les 1llevé a concluir que el mecanismo de oxidacidén del AIA y de
los compuestos fenblicos por accibén de la peroxidasa era el mismo,

La peroxidasa no oxidaba al AIA en presencia de H exbgeno y ausen--—

0]
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cia de cofactor, sino gque era necesaria la presencia de un cofactor

fendlico para la formacidn de H?OZ'

GELINAS (1973) propuso un modelo para la oxidacidn
del AIA por accién de la peroxidasa de rébano (HRP). Este enzima
tendria dos centros activos de unidén enzima-sustrato: uno para

la fijacidén del HZO y otra para la del donador de electrones.

2 ' v
El modelo es el siguiente:
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Los subrayades indican los puntos en los que los inhibido-
res fendlicos y el AIA pueden competir por el centro activo de

HRP al que se une el donador de electrones.

En presencia de H202 exbégeno, la reaccibn comienza

a partir de (HRP + HZO v las reacciones marcadas con lineas disconti

2)
nuas son relativamente poco importantes.

En ausencia de H202 exbgeno el O, se combina con la peroxi

2
dasa.

El signo * indica la presencia de radicales libres.

Sin embargo, no todos los autores coinciden en atribuir
la oxidacidén del 4cido indolacético a la peroxidasa y para algunos
de ellos existe un enzima especifico encargado de llevarlo a cabo.
Lo mas probable es que algunas especies vegetales posean, en efecto,
un enzima especifico, mientras que en otras la degradacién se

lleve a cabo por accién de la peroxidasa, de manera inespecifica.

VALPUESTA (1977) describe el aislamiento y estudio
de uno de estos enzimas AIA-oxidasa especifico, en hoja de olivo.
Este c¢nzima estd desprovisto de actividad peroxidédsica, pudiéndose
afirmar que no se trata de una peroxidasa con actividad AIA-oxidasa,
ya que era fuertemente inhibido por la presencia de H202 a concentra--
ciones cataliticas, mientras que la peroxidasa se .activaria de
modo acusado por la presencia de este compuesto, La accién negativa

del H sobre la AIA-oxidasa pudiera deberse a un ataque no especifi-

202
co de los grupos -SH- de la proteina.
En hojas de cebada, la actividad peroxidasa y la ﬁ—

AlA-oxidasa se deben a la actuacién de un mismo enzima (FRIC,

1971).

En Prunus, una preparacién de peroxidasa del tejido
floemdtico presentaba las mismas propiedades cataliticas en la
degradacién del AIA que una preparacién comercial de peroxidasa
de rébano (GEBHARDT, K., 1982). Los monofenoles activaban la reaccidn
de modo mas efectivo que los cofactores inorgénicos, perc se oxidaban
también en el curso de la reaccién. La presencia simulténea de
H202 y monofenoles acelerd la actuacién de 1la peroxidasa tanto

sobre el AIA como sobre los mismos monofenoles.



. 41

Es indiscutible la influencia que las sustancias fendlicas
tienen sobre 1la actividad AIA oxidasa, Sin embargo, el efecto
que causan va a depender de factores como: grupo al que pertenezcan

estos fenoles; concentracidén, localizacidn, especie vegetal, etc.

En extractos de raiz de maiz, se necesita la presencia
de Hn2+ y de 2,4—diclorofenol para que se lleve a cabo la oxidacidn
del 4acido indolacético. Aparte de estos requerimientos la resorcina
y el pirogalol actlan como activadores, mientras que quinol, pirocate-
col, floroglucinol y los &cidos cafeico ferdlico y clorogénico
inhiben la actividad, La actuacidén del &cido p-cumdrico depende
de la concentracidén a la que se halle: a hojas concentraciones
activa la AJlA-oxidasa y cuando su contenido es alto, actda como

inhibidor (PSENAKOVA et al., 1971).

En raices de lenteja, y en ensayos in vitro, el A&cido
cafeico actla como inhibidor y el A&cido p-cumédrico como activador

(TAFURI et al., 1972},

En extractos de raiz de remolacha azucarera, los &acidos
cafeico y clorogénico estimulan la actividad AIA-oxidasa a bajas
concentracicnes (0,10 a 0,55 nmoles/ml) mientras que tienen un
efecto opuesto cuando se encuentran en concentraciones elevadas

(0,6 a 5,7 nmoles/ml) (IMBERT y WILSON, 1972).

VOLYNETS y PAL'CHENK (1973) proponen una secuencia
de fenocles de fuerza inhibidora decreciente sobre 1la actividad
AlA-oxidasa de hojas -de altramuz en la que el A&cido clorogénico
representa un valor maximo y el &cido salicilico el minimo: ac.
clorogénico » ac. cafeico » luteolina 7 esculetina 7 kaempferol } ac.

cinndmico . » ac. ferilico yac. salicilico.

Las investigaciones realizadas en hojas de olivo por
VALPUESTA (1977) en relacién con el papel activador o inhibidor
de diferentes 4acidos fenélicos frente al enzima puro, demuestran
que los monofenoles son activadores siempre que en su cadena lateral
no presenten una funcidn no saturada, ya que en este caso su comporta-
miento es indiferente. Por el contrario, los difenoles se comportan
como inhibidores. En el caso de los &cidos cafeico y clorogénico

esta inhibicidn es no competitiva.
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Una vez hecha esta introduccidén acerca de la actividad
enzimdtica ATA-oxidasa y sus distintas modalidades en las diferentes

especies, podemos hablar de su posible relacidén con el Boro.

Ya vimos anteriormente en el apartado 1.6.9., que
la cdeficiencia de B pudiera modificar indirectamente la actividad
AlA-oxidasa, a través del aumentc del contenido fendlico de 1la
planta, ya que como hemos visto, algunos fenoles actlan como

inhibidores del sistema.

PARISH (1968) propuso gue 1la activacidén de la AIA-
oxidasa por el B .podrié deberse a que este elemento favoreciera
la formacién de HOO?, ‘que en muchos casos actla como cofactor

[~4 -

del sistema.

En trabajos con é&pices de raiz de calabaza, BOHNSACK
y ALBERT (1977) obtuvieron un aumento de la actividad AIA-oxidasa
a las 24 h de haber transferido de los &dpices a una solucidn carente
de B (-B). Si a las 12 h de permanencia en la solucibén -B se les
trasvasaba a una solucidn +B la actividad descendia hasta alcanzar
niveles comparables a los de las plantas que habian permanecido

todo el tiempo en solucidn +B.

Los efectos observados por estos mismos autores tras
la aplicacién de AIA a plantas cultivadas en medio +B, son los
mismos que muestran los 4&pices transferidos a wuna solucién -B.
Su conclusién fué que 1los sintomas de deficiencia de B pueden
resultar de la presencia de niveles endbgenos supradptimos de
AIA, que a su vez, inducirian un incremento de la actividad AIA-

oXidasa.

HIRSCH et al., (1982) en trabajos con raices de girasol
cultivadas en presencia y en ausencia de B encuentran una similitud
entre los cambios morfoldégicos provocados por la deficiencia de
B y los debidos a la presencia de niveles endégenos supradptimos
de AIA. Sin embargo, los niveles enddgenos de AIA en raices normales
y raices -B eran similares, y por tanto los sintomas tempranos
de deficiencia de B no estaban correlacionados con altos niveles

de AIA enddgeno.

Para estos autores, la presencia de niveles altos

de auxina endégena en el girasol es una respuesta secundaria,
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y concluyen que la deficiencia de B no actla primariamente sobre
los niveles de auxina sino que es en las alteraciones especificas
de las membranas celulares, y los receptores hormonales asociados
a ellas, donde se debe buscar el papel primario del B en las plantas.
La modificacidn de la relacién auxina-receptor alteraria la respuesta

hormonal, sin afectar el nivel de la hormona.

1.6.12.4.- Relacidn B-actividad polifencl

oxidasa.~ En general, el término polifenol oxidasa incluye dos
categorias de enzimas (MAYER y HAREL, 1979):
a) Lacasa & p-difenol: oxigeno oxidorreductasa (E.C.

1.10.3.2).Todas las lacass descritas catalizan la reaccidn:

o1 0
OH 0
Yo+ 1/2 0 lacasa ) 3
0 5 > + 1120
OH 0

Como vemos, 1la actividad lacasa actia también sobre

o-difenoles.

b) Catecol oxidasa u o-difenol oxigeno oxidorreductasa

(E.C. 1.10.3.1): es un enzima que contiene cobre y cataliza dos

reacciones diferentes:

(1) Actividad Cresolasa. cataliza la insercién de
un oxigeno en posicidn "orto" respecto a un grupo hidroxilo preexiste
te. Generalmente, esta insercién va seguida de una oxidacidén del

difenol a la correspondiente guinona,

OH 0

Catecol oxidasa
(cresolasa)
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(2) Actividad Catecolasa. Cataliza la oxidacidn, con

pérdida de hidrdgeno, de un o-difenol,

OH 0
N OH 0

|// + %0 + H.O

/4

Catecol oxidasa
{catecolasa)

Mientras que algunos autores sugieren que ambas funciones,
catecolasa y cresolasa, estdn catalizadas por un Unico centro
activo, otros implican la participacién de dos centros ya sea

en una misma molécula, ya sea en moléculas diferentes.

Muchas preparaciones de catecol oxidasa de plantas
carecen de actividad cresolasa, aunque es dificil dilucidar si
es porque el enzima de estas plantas no posee tal actividad, o
se debe a que no estid presente en la forma nativa, ya que es muy
conocida la labilidad de la actividad cresolasa, que parece deberse

a un cambio en la estructura de la proteina durante su purificacién.

A raiz del descubrimiento dJe las diferentes actividades,
la nomenclatura ha sido revisada, de modo que catecolasa y lacasa
se consideran como un UGnico enzima con dos actividades diferentes,
habiendosele dado el nombre de monofenol monooxigenasa (EC. 1.14.18,1),
aunque en la bibliografia se conserva el de polifenol oxidasa

(PPO) que es el que utilizaremos nosotros.

Comc se puede observar, si bien tantoc lacasa como
catecol oxidasa pueden oxidar o-difenoles, lo que distingue 1la

actividad lacasa es su capacidad para oxidar, ademds, p-difenoles.

JUDEL (1975) aislé la polifenol oxidasa (PPO) de girasol
a partir de 1los cotiledones., El enzima purificado, a juzgar por
la especificidad de sustrato, se trataba de una o-difenol-oxidasa,
ya que carecia de capacidad para oxidar tanto monofenoles como
meta o para-difenoles. Esto indicaria que la actividad lacasa
no esté presente en el girasol y que en esta especie hay tan solo
una fenoloxidasa, (catecol oxidasa), con actividad catecolasa

pero no cresolasa.
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Antes de hablar de la relacién B-catecol oxidasa,

mencionaremos algunas propiedades del enzima.

a)Localizacién: Contrariamente a 1lo que ocurre con

las lacasas, las catecol-oxidasas no parecen estar restringidas
a ninguna parte especial de la planta, ya que su presencia ha

sido detectada en una gran variedad de érganos y tejidos vegetales.

El nivel de 1las catecol oxidasas cambia a menudo de
modo notable durante el desarrollo de la planta y se puede ver
considerablemente afectado por 1las condiciones de crecimiento,
En el girasol, y en condiciones normales de crecimiento, la actividad
polifenol oxidasa alcanza un valor méximo durante el periodo de
crecimiento répide y decrece continuamente con la edad. Por lo
que se refiere a las distintas partes de 1la planta, el méximo
de actividad se encontrd en los cotiledones, para ir disminuyendo
a medida que se eleva el punto de insercidén de la hoja (JUDEL,

1972).

Salvo algunos casos de hongos, la catecol oxidasa
es un enzima intracelular. Se ha demostrado la presencia del enzima
en gran variedad de fracciones celulares y también en organelas,
donde puede estar fuertemente unida a las membranas, y en la fraccidn

soluble de los homogenados.

Inicialmente se puso en duda la unidén de la catecol
oxidasa a las membranas celulares, explicidndose el hecho de su
aparente ligamiento en base a alteraciones provocadas por la presencia
de fenoles en el medio de extraccién (LI y BONNER, 1947). Sin
embargo, posteriormente el peso de la evidencia aportada por autores
como KATO et al., (1976), que han demostrado que al menos parte
de 1la actividad permanece localizada en porciones particuladas
incluso cuando se han eliminadoc los fenoles del medio, permite
confirmar la amplia presencia de catecol oxidasas unidas a membranas,
concretamente en las laminillas del cloroplasto, asi como en las

mitocondrias e incluso peroxisomas y microsomas.

Al igual que ocurrfia con 1la actividad, también la
fuerza de la unidén de las catecol-oxidasas a las membranas parece
variar con el tipo de tejido y con la etapa de desarrollo en la

que se encuentre la planta.



. 46 .

Se ha descrito la existencia de una compartimentacidn
de los sustratos. fendlicos del enzima, tanto entre células (MACE
1963) como dentro de una misma célula (ROBERTS, 1952). La relacidn
de esta compartimentacién de sustratos con la localizacidén del

enzima no se ha explicado.

b) Inhibicidn: por lo que respecta a la inhibicidn
de la actividad catecol oxidasa, existen principalmente dos tipos

de inhibidores:

~ Aquellos que interaccionan con el cobre del enzima.
Algunos de ellos actlan de modo competitivo respecto al oxigeno

y de modo no competitivo respecto al sustrato fendlico.

- Aquellos que interaccionan con el lugar de unién
del sustrato fendlico. Algunos de ellos actlhan de modo inverso
a como lo hacen los del grupo anterior, es decir, competitivamente
respecto al sustrato fenbélico y de modo no competitivo respecto

al oxigeno.

De especial interés para nuestro trabajo son las inhibicio

nes provocadas por cisteina, polivinilpirrolidona (PVP) y borato.

Generalmente se acepta que la cisteina actia a través
del grupo -SH de su molécula y que reacciona con el cobre del

enzima (SUZUKI, 1959).

La PVP no sblo adsorbe los fenoles (se utiliza ampliamente
para proteger los enzimas vegetales de una posible inactivacién
por los fenoles y sus productos de oxidacién) sino que también
actia como inhibidor de 1la actividad catecol oxidasa. HULME et
al., (1964) sugirieron que, inhibia el enzima al unirse al complejo

catecol oxidasa-sustrato, probablemente a la parte fendlica.

WESER (1968) describidé una inhibicibén de la actividad

catecol-oxidasa por borato,

c) Latencia y activacidn: KENTEN (1958), en sus trabajos

con Vizia faba fué el primer autor que estudié los fendmenos de
latencia y activacién de las catecol oxidasas vegetales. La activacidn
se consiguié a través de una breve exposicién a é&cidos (pH 3-3,5)

o 4&lcalis (pH 11,5) o por incubacidén con sulfato ambénico a pH

Pty
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5, interpreté&ndose que se habia eliminado una proteina inhibidora
que se suponia estaba ligada al enzima. La activacidn conseguida
por accidén de detefgentes aniénicos se explicd en base a la unidn
de estos cbmpuestos a grupos catidnicos del enzima, lo que daba
igualmente como resultado una disociacidén del complejo enzima-

inhibidor,

Desde entonces se han sugerido otras explicaciones
diferentes al problema de 1la latencia y activacidn del enzima.
Asi, SWAN et al.,, interpretan los efectos activadores de los detergen-
tes, &cidos y &alcalis o urea como resultado de cambios conformaciona-
les mads que de fendmenos de disociacidn o agregacidén. SATO y HASEGAWA
(1976) explican la latencia de la catecol oxidasa de cloroplastos de
espinaca, en base- - a la combinacibén del enzima con un inhibidor

difusible,

En cloroplastos de remolacha azucarera, se puede conseguir
una activacidn de la catecol oxidasa ligada a membranas por accidn
de detergentes - y sir que tenga lugar una solubilizacidén del enzima

(MAYER, 1965). (MAYER, 1966) llevd a cabo una activacién que incluia

solubilizacidén a través de agua saturada con butanol, y proteoli-
sis parcial con tripsina o carboxipeptidasa. Sin embargo, para

TOLBERT (1973) la activacibén producida por tratamiento con tripsina
no se debfa a la accidén proteolitica de este enzima, ya que también

tenia lugar con preparaciones de tripsina desnaturalizada.

En algunos casos, como en tejidos de remolacha azucarera
incubados, el aumento de actividad catecol oxidasa observado no
se produce en presencia de inhibidores de la sintesis proteica,
por lo que se puede pensar que esta elevacién de 1la actividad
se debe a una sintesis "de novo" del enzima (HYODO y URITANT,

1966).

c) Funcidén: Por lo que respecta a la funcidén de las
catecol oxidasas en las plantas superiores resumiremos los papeles

fisioldgicos que se han asignado a estos enzimas:

- Sintesis de o-difencles. La sugerencia de que las

catecol oxidasas pudieran intervenir en la sintesis de estos compues-

tos se basa en la capacidad que muchas de ellas presentan para

oxidar monofenoles a las correspondientes o-diquinonas (act. cresolasa).
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- Transporte de electrones en la respiracién vegetal

insensible al c¢ianuro. Los difenoles serian oxidados a quinonas

y en ese proceso se produciria la reduccidén no enzimatica de algin
compuesto celular, un nucledtido por ejemplo. RICH y BONNER (1977)
han demostrado que 1los 4&cidos hidroxénicos sustituidos inhiben
fuertemente la catecol oxidasa de hongos y se sabe que estos &acidos
son inhibidores de la respiracidén insensible al cianuro, o via
alternativa de +transferencia de electrones, por lo que la catecol
oxidasa podria tener alguna funcién en esta via, al menos en ciertas

fracciones celulares tales como las mitocondrias.

- Regulacidn del crecimiento vegetal. GORDON y PALEG (1961)

demostraron que las quinonas pueden interaccionar con el triptéfano
para formar en (Gltima instancia AIA., aunque sugieren que la reaccidn
se produce tan sélo en tejidos lesionados. También se ha demostrado
que, en extractos vegetales, la catecol oxidasa puede catalizar

la destruccidn de la auxina (BRIGGS y RAY, 1956).

Sin embargo, parece que la influencia de 1la catecol
oxidasa a la hora de determinar la concentraciédn de auxina "in

vivo", es bastante limitada, cuando no dudosa.

- Oxidacibébn de fenoles. Las sustancias fendlicas,

que actlan como sustratos de la catecol oxidasa, estin separadas
del enzima bien sea en el interior de células especiales, bien
sea en la vacuola. Es una observacidn general, que la actividad
del enzima y la cantidad de posibles sustratos no cambia conjuntamen-
Ye. A menudo una aumenta, y la otra desciende. Resulta obvio,por
tanto, que la catecol oxidasa no estd involucrada en la oxidacidn
del total de compuestos fendlicos presentes en los tejidos intactos
y es posibleque enestos Ultimos, el sustrato normal sea tan sélo

una pequefia fraccién de los fenoles totales.

Por el momento, y con los procedimientos analiticos

4 . .
actuales, que tan s0lo nos dan idea del contenido total de fenoles
sin que se pueda distinguir la localizacidn subcelular, no es

posible comprobar la veracidad de la hipdtesis expuesta.

- Empardecimiento de los tejidos vegetales tras lesiones,

fundamentalmente de origen mecinico. Tras lesiones de este tipo




desaparece la separacién entre fenoles y catecol oxidasa, de modo
que cierta cantidad de enzima que permanecia en estado latente
se ve activada. Quizds esta elevacidén de la catecol oxidasa puede
conducir a una curacién de las heridas o bien prevenir o reducir

infecciones, fundamentalmente de hongos.

Una vez que hemos tratado los aspectos generales de
la polifenol oxidasaf(PPO), que, recordemos, en el casc del girasol
s6lo actla sobre los o-difenoles, es decir, sdlo presenta actividad
catecolasa pero no lacasa ni cresolasa, podemos pasar a estudiar

la influencia del B sobre esta actividad enzimética.

Contrariamente a 1o que ocurre con otras actividades
enzimiticas ya estudiadas, los datos acerca del efecto del B sobre
la PPO, parecen estar de acuerdo en asignar al B un papel depresor

de esta actividad.

GOPAL (1970) comunicd un descenso temporal de la actividad
PPO como consecuencia de un exceso de B, Esto seria un efecto
indirecto debidc a un descenso del nivel de Cu asociado a la toxicidad
de B, y que lbégicamente tendria influencia sobre aquellos enzimas

gue, como la PPO, contienen Cu en su molécula.

AUSHEVSKII et al., (1975) en trabajos con hojas de
ldpulo, obtuvieron una reduccidén de la actividad PPO tras aplicar

B a los cultivos.

En plantas de Vigna sinensis cultivadas en medio B-
(sin B) y B+(con B) 'la actividad PPO de las hojas es mayor en

aquellas plantas cultivadas en medio B- (PACHECO et al., 1977).

El grupo de SHKOL'NIK (1981) ha observado, que en
condiciones de deficiencia de B la actividad PPO aumenta en plantas
como girasol, +tomate, guisante y mafz que son muy sensibles a
la falta de B, pero no en trigo y sorgo. De estos resultados concluyen
que la muerte de las plantas mds sensibles frente a deficiencias
de Bestd relacionada con la acumulacién de productos de la oxidacién
de fenoles, formados como resultado de la elevacién de la actividad

PPO.

En el sorgo, también sensible al B, la muerte de la

planta no puede explicarse del mismo modo, ya que no se observa
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una actividad PPO - ‘elevada vy podria ser el resultado de
la acumulacién de inhibidores del crecimiento, de caracter fendlico

O no.

~La resistencia del trigo a 1la deficiencia de B,
resultaria de la baja actividad PPO observada y del bajo contenido
en inhibidores fendlicos del crecimiento que esta planta presenta

en tales condiciones.

NASON et al., (1952) a partir de trabajos in vitro,
concluyeron que el B puede formar complejos con los sustratos
de 1la PPO, reduciendo de este modo su actividad. Sin embargo,
consideraron que la elevacién de la actividad PPO no es un sintoma

especifico de la deficiencia de B, ya que carencias de Zn, Fe,

¥n y Mo, conducen a un resultado similar.
1.6.12.5.- Relacién B-actividades glucosa-6-P~
deshidrogenasa y 6~P-gluconato-deshidrogenasa.- La glucosa-6-P~

deshidrogenasa (G6P-DH) y la 6-P-gluconato deshidrogenasa (6PG-
DH}) son los dos primeros enzimas del ciclo oxidativo de las pentosas

fosfato (OPP), y llevan a cabo las siguientes reacciones:

Glucosa-6-P + NADPY 000 =P, 5 p_sluconato + HADPH+ HY

6-P-gluconato + NADP' ooy Ribulosa—5—P+C02+NADPH+H+

Este ciclo, tradicionalmente considerado como exclusivamen
te citoplasmdtico, se ha comprobado que también estd presente,

completo, en el cloroplasto.

En el citoplasma, el OPP proporciona la eritrosa-4-
fosfato que se utilizard en la via del Aacido shikimico, que es
la fuente de fenoles en las células vegetales. Esta via comienza
con el fosfeenolpiruvato procedente de la glucolisis y la eritrosa-
4-fosfato del OPP, y conduce en Gltima instanciaala formacidn
de aminodcidos aromidticos (triptéfano, fenilalanina vy tirosina%

ATA, &cidos fenbélicos y, a través de su oxidacidén, a lignina.
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Si se comparan ambos enzimas en sus versiones cloroplasti--
dial y citoplasmética se observa que presentan caracteristicas
muy similares, si no idénticas (ANDERSON y DUGGAN, 1976). La G-
6P-DH cloroplastidial se ha detectado en 2 fracciones de cloroplastos
de guisante: estromdtica y ligada a membranas tilacoidales (BEN-
BASSAT y ANDERSON, 1981). También se ha comprobado que esta GBP-
DH cloroplastidial es inactivada por accidén de la luz (ANDERSON,
1879), y que esta inactivacién va ligada a la liberacidén del enzima
de las membranas tilacoidales. En la oscuridad, el enzima vuelve
a unirse de nuevo a las membranas tilacoidales y recupera su activi-
dad. No se sabe si este comportamiento de ligamiento a membranas

puede tener un paralelo en el enzima citoplasméatico.

En cuanto a la posible relacién del B con estos enzimas,
REED (1974) fué el primero en detectar una acumulacién de fenoles
en distintas dicotileddéneas durante la deficiencia de B. La explica-
cién, segin LEE y ARONOFF (1967) (como ya vimos en el apartado
1.6.8) estaria eh que el B ejerceria un importante papel en el
reparto de sustrato entre la via glucolitica y el OPP, produciendo
como resultado final wuna mayor o menor cantidad de compuestos
fendlicos en las. célglas. El modo de actuacidén del B consistiria
en la formacién de un complejo 6-P-gluconato-boratoc que inhibiria
la actividad de la 6PG-DH, En ausencia de B, y por tanto del complejo,
el enzima operaria a mayor velocidad, dando como resultado la
acumulacién de compuestos fenbélicos. Por otra parte, muchos de
los fenoles formarian también compuestos con el B, disminuyendo
aln mds de este modo, el borato disponible para la formacidén del
complejo con el 6-P-gluconato. En efecto, AL-QUADAN et al., (1981)
asignan a los 4&cidos ferdlico, p-cumdrico y cafeico una accidn
inhibidora sobre la 6PG-DH que depende de la concentracidén de
Acido ©&-P-glucbénico efecto que se hace mas patente cuando se usan

niveles Dbajos de este sustrato.

La 6-P-gluconato deshidrogenasa no es el Gnico enzima
del OPP que ve afectada su actividad por la ausencia de B, SHKOL'NIK
y IL'INSKAYA describieron en 1975 una activacidén del enzima glucosa-
6-P-deshidrogenasa asociada a deficiencia de B, que conducia a

una aceleracién de la via oxidativa de las pentosas fosfato vy



finalmente a una acumulacién de fenoles, algunos de 1los cuales
actuaban como inhibidores del crecimiento. Segln experiencias
llevadas a cabo por ALVAREZ-TINAUT y DONAIRE, la incubacidén de
extractos crudos de hoja de girasol con B inhiben "in vitro",

la actividad giucosa—G—P~deshidrogenasa de estos extractos.

1.6.12.6.- Relacién B-actividad fenilalanina amonio-

liasa.-~ Fenilalanina amonio-liasa (PAL) es el enzima que cataliza

el paso de L —fenilalanina a 4cido trans-cinnémico.

H
NH ]
3 - +
@ CH-0-C00™ PAL . ‘ - C=C-co0”+ o
L ——r————— ,
112 H

L-Fenilalanina Acido trans-cinnémico

Fn muchas plantas, especialmente céspedes y ciertos
hongos, y también en girasol (RUIS y KINDL, 1971), este enzima
puede utilizar la L-tirosina como sustrato para dar é&cido trans-

p-cumdrico (actividad tirosina-amonio-liasa, TAL).

+
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L-tirosina Acido trans—-p-cumérico

La actividad PAL parece estar vrestringida al reino
vegetal, ya que no se ha encontrado en animales. 5Su importancia
radica en la posicién clave que ocupa en el metabolismo fendlico,
ya que desvia el aminodcido fenilalanina de la sintesis de proteinas

hacia la de compuestos fenbélicos, a través de la via del &cido

shikimico.

Por lo aque respecta a la localizacidén célular del
enzima, adem4s de en el citoplasma se ha demostrado su presencia
en plastidios , mitocondrias y microcuerpos celulares. En el caso

concreto del girasol, las fracciones subcelulares en las que se



ha encontrado actividad PAL son peroxisomas (RUIS y I{INDL, 1971)
y membranas tilacoidales (LbFFELHARDT et al., 1973). Segin HANSON
y HAVIR (1981), en el proceso de ruptura de las células y/o de
los ébrganulos celulares, aunque una porcién de la actividad PAL
permanece unida a las microsomas y a los tilacoides, la mayor
parte se libera; si bien se desccnoce la naturaleza de la asociacién,
es posible que antes de la ruptura la mayoria del "enzima scluble"

estuviera en realidad unido a las membranas.

Factores que controlan 1la sintesis de PAL (Zucker,
1972).- En plantulas de muchas especies, la sintesis de PAL esta
controlada por el fitocromo, pero en otras puede sin embargo,
no depender de la luz o bien presentar una respuesta HIR con luz
azul. En el »primer caso, es decir, cuando existe un control por
parte del fitocromo, éste no tiene lugar en todos los tejidos
de la plantula. Asi, en raices, la sintesis de PAL no estd controlada
por este fotorreceptor. Por el momento, el Gnico tejido no procedente
de pléntula en el que se ha observado una regulacién de la sintesis
de PAL a través del fitocromo, es el de tubérculo de "alcachofa

de jerusalen!

Contrariamente a lo que ocurre en las pléntulas etioladas,
la sintesis de PAL en los tejidos verdes estid a menude controlada
por reacciones fotosintéticas. Otras radiaciones no luminosas,
que pueden inducir 1la sintesis de PAL son la 1luz ultravioleta

y las radiaciones gamma.

Se ha demostrado que hormonas tales como giberelinas,
aé. abscisico, etileno y kinetina, influyen en la induccibén del
PAL. Esto ha de estar en relacién con el hecho de que, en algunos
sistemas sensibles a la luz, se requiera una excisidén del tejido

para que tenga lugar la induccidn.

Relacién entre induccién de PAL y biosintesis fenélica.-
En muchos sistemas de induccién, se puede observar la existencia
de una correlacién. entre sintesis de PAL y aparicién en el tejido
de compuestos fendlicos cuyo esqueleto carbonado deriva total

o parcialmente de la fenilalanina. La correlacidén entre sintesis
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de PAL y fitoalexinas isoflavonoides en legumbres proporcionan
una interesante relacién funcional. Las fitoalexinas son sustancias
de origen vegetal y generalmente de naturaleza fendlica que tienen
accién fungicida y son sintetizadas por 1la planta en respuesta
a una infeccién flingica. La induccidén de la sintesis de PAL y
la consiguiente lignificacién de 1las superficies fracturacas en
tubérculos de patata (por efecto de la oxidacidén y polimerizacién

de los fenoles sintetizados) es también otro mecanismo de defensa.

A pesar de lo dicho anteriormente, no siempre se puede
establecer una correlacidn entre induccién de PAL y Dbiosintesis
de fenoles. Asi, en pléntulas de pepinillo, la induccidén de 1la
sintesis del enzima que se produce en respuesta a bajas temperaturas,
no conduce a un aumento paralelo de la produccidén de fenoles debido
quizds a que la temperatura limite las etapas subsiguientes de
la biosintesis fenélica. En tejido de eucalipto se da la situacidn
inversa: existen niveles elevados de compuestos fendlicos coincidiendo
con un bajo nivel de actividad PAL. Estos hechos han conducido

a la blUsqueda de vias alternativas de biosintesis de fenoles en

las que no intervenga el PAL.

Estudio del proceso de induccién.- El proceso de induccidn
incluye al menos dos de las tres etapas que a continuacién menciona-

mos:

a) Sintesis de PAL.
b) Regulacidén de la sintesis,

¢) Inactivacién del enzima.

Mientras gque los dos primeros procesos parecen tener
lugar en todos los ~fendémenos de induccén de PAL estudiados, la

inactivacidn no siempre ocurre.

a) Sintesis de PAL. En 1las plantas superiores, no
se han 1identificado 1las sustancias que inducen la sintesis de
PAL, aunque se han encontrado ciertos compuestos estimuladores
en cotiledones de pléntulas. En hongos, la sintesis de PAL puede

se inducida por la presencia de su sustrato, L-fenilalanina.



La existencia de un periodo de retardo de varias horas
entre la 1induccidén de la sintesis y la aparicién de moléculas
del enzima, la sensibilidad que algunos sistemas de induccidn
muestran frente a la actinomicina D, y la superinduccién obtenida
con "agentes intercalantes", sugieren que la induccidén requiere
la sintesis de ARNm. Este hecho, junto con la posible existencia
de un operdén para la biosintesis fendlica estd en consonancia
con la teoria de que el fitocromo actuaria a nivel de laactivacién

genética en la induccidén del PAL.,

b) Represién de 1la sintesis de PAL.- Puesto que el
4cido cinndmico y los productos fendlicos que de él derivan inhiben
la sintesis de PAL, se ha propuesto que, al acumularse en los
tejidos como consecuencia de la induccidén del enzima, actuarian
como represores naturales de la sintesis. Asi, en plantulas de
pepinillo, cuando la temperatura de induccién baja de 32 a 12°2C,
desciende el grado de sintesis de PAL a la vez que aumenta el
tiempo necesario para que la actividad alcance su valor maximo.
En estas condiciones, disminuye la acumulacién de fenoles. Esta
relacién inversa entre la duracién del periodo de sintesis de
PAL que sigue a la induccién y el grado de acumulacién de los
fenoles en los tejidos es 1la que lleva a la conclusién de que
estas sustancias, cuando = alcanzan altas concentraciones, pueden

servir como represores de la sintesis de PAL,

¢) Inactivacién de PAL.- E1 réapido descenso de la
actividad PAL, que se produce en algunos tejidos en la etapa final
del proceso de induccién, y que puede ser también provocado mediante
cambios en las condiciones de iluminacién (usualmente mediante
transferencia del tejido a la oscuridad), hace pensar que la inactiva-

cidén forma parte del proceso de induccidn.

La inactivacién tiene 1lugar cuando se ha producido un elevado
nivel de PAL en el tejido y se creee que implica la induccidn
de la sintesis de una proteina inactivadora , ya que no se produce
en vpresencia de cicloheximida, inhibidor de la proteinosintesis.
CREASY, 1976 ha extraido a partir de hojas de girasol un sistema
inactivador de 1la fenilalanina amonio lasa (SI-PAL), que a su

vez se ve inhibido por la presncia de D-fenilalanina. El tejido
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fresco contiene un bajo nivel de SI-PAL. pero el tratamiento con
sacarosa e iluminacidn hace que aumente, y que se mantenga tras

el tratamiento con agua en la oscuridad.

Los Unicos datos de que disponemos acerca de la relacidn
entre actividad PAL y B son los que derivan de los trabajos del
equipo del Dr. SHKOL'NIX (1980). Segin estos autores en las plantas,
que, como calabaza, haba y maliz, son muy sensibles a 1la falta
de B, se produce en condiciones de deficiencia de este elemento
una elevacién de 1la actividad fenilalanina amonio-liasa, que se
hace méds patente, en el caso concreto de la calabaza, a medida
que se agrava la deficiencia de B. Por el contrario, en trigo,
y avena, plantas poco sensibles a la nutricién de B, la actividad

PAL no se ve modificada por el déficit de este elemento.

En los casos en los que se produce un aumento de la
actividad PAL como consecuencia de 1la falta de B, se elevaria
el contenido total de fenoles. El mismo equipo, encontré un comporta-
miento parecido al descrito para PAL en el caso de la glucosa
-6-P-deshidrogenasa, enzima clave de la via de las pentosas fosfato
(Aptdo., 1.6.12.5.)., Por tanto, y se segln SHKOL'NIK y su equipo, el -
incremento del contgnido fenblico producido en condiciones de
deficiencia de B seria consecuencia tanto de la estimulacidn del

ciclo oxidativo de las pentosas fosfatos (OPP), como de un aumento

de la actividad PAL.

1.6.12.7.~ Biocsintesis de ent-kaureno, precursor

de giberelinas, a partir de Acido mevaldnico.- Ya hemos hablado

anteriormente de la relacidén del B con el metabolismo de las gibereli-
nas. El ent-kaureno es un intermediaric clave de la biosintesis
de estas hormonas, ¥y parece existir una buena correlacidn entre
la capacidad de sintesis de ent-kaureno "in vitro" y los niveles
de giberelinas enddégenos "in vivo'" (BARENDSE, 1980). Es por eso
cue consideramos interesante el estudio simultaneo de la sintesis
de ent-kaureno a partir de acido mevaldnico y la cantidad de gibereli-

nas presentes en plantas de girasol sometidas a condiciones de

deficiencia o toxicidad de B.

.. . . 14 ,
La biosintesis de ent-kaureno a partir de C -mevalonato

se ha demostrado en extractos de una gran variedad de tejidos



vegetales, como son el endospermo de Marah macrocarpus (GRAEBE
et al., 1965) y Marah oregamus (COOLBAUGH y HAMILTON, 1976); frutos
inmaduros, semillas, é&pices de tallo y cotiledones de Pisum sativum
(ANDERSON y MOORE, 1967); semillas en formacidn, &pices de tallo
y hojas de Pharbitis nil (BARENDSE y MOORE, 1979) etc. Finalmente,
SHEN-MILLER y WEST (1982) han comprobado la existencia de actividad
kaureno-sintetasa en extractos crudos de pléntulas de girasol

cultivadas en la oscuridad.

Existen dos actividades cataliticas asociadas con
la kaureno-sintetasa:

Actividad A: Ciclacidén del geranil-geranil-pirofosfato -
(ver Fig. 2).

Actividad B: Ciclacidén del copalil-pirofosfato a ent-

kaureno.

o

Los extractos de girascl antes mencionados presentaban
una buena actividad B mientras que tenian una muy baja o incluso
nula actividad AB. Este 0Gltimo hecho pudiera explicarse por la
presencia de factores inhibidores en el extracto crudo, ya que
éste actGa como potente inhibidor de la actividad AB kaureno
sintetasa de endospermo de Marah macrocorpus. Asimismo, parece
existir un factor(es) dializable(s) en el extracto crudo de girascl

que dificulta su propia actividad B.

&4 continuacién mostramos el esquema de la biosintesis

de gziberelinas dado por el Dr. BARENDSE (1980). (Fig. 2).
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1.6.12.8.- Resumen final del papel del B en las

actividades enzimiticas.- Como resumen de lo ya expuesto acerca

del posible papel del B como modulador de actividad enzimatica ,
vresentamos a continuacidén un esquema de las vias metabdlicas
en las que se ha descrito una intervencidén de este elemento (Fig.

~
.
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1.6.13.- Actuacidén de B sobre la funcionalidad de las

membranas vegetales.- El papel de las membranas biolégicas como

=3

barrera fisica de separacidn inter e intracelular, al tiempo que
su intima relacién con procesos vitales de capital importancia
(control y transpdrte de nutrientes, cadena respiratoria, fotosinte-
sis), ha determinado un gran interés hacia el estudio de los procesos
de formacién de las mismas a partir de sus constituyentes proteicos
y lipidicos, asi como ‘de su funcionalidad., En relacién con el
%, TAMNADA (1983) ha observado la formacién de complejos entre
el borato y componentes de membranas, a través de los cuales el
B influirfa de manera decisiva en la regulacidén de reacciones
enziméticas, bien por ligamiento o liberacidén de enzimas o sustratos,

bien por compartimentacidn de los mismos.

PARR vy LOUGHMAN (1983} en su reciente revisidén sobre
el B y la funcionalidad de las membranas en las plantas, resumen

las posibles interacciones en los sipulentes aspectos:

m

Transporte de iones.

)

b) Interacciones con auxinas.
)
)

c) Interacciones con fenoles.
d) Configuracidn de las membranas.
a) Transporte de iones.—- Las medidas del potencial

electroquimico de 1las membranas apoyan la idea de que el B juega
un papel en el transporte de membrana. Asi, el borato provoca
en Nitella symcarpa una hiperpolarizacidén del plasmalema en presencia
de K y una despolarizacidn en presencia de Na+, lo que sugiere que el
B altera la permeabilidad selectiva al Na+/1{+ en relacién con el C1™,

sin alterar la discriminacidén entre los cationes (VOROB'EV y PELKHANOV
1973).En el mismo sentide apuntan las experiencias de TANADA (1974),
quien comprobd que la adicién de acido bdrico a hipocotilos excindidos
de alubias deficientes en B alteraba el campo bioeléctrico generado

por la luz roja.

El trabajo de ROBERTSON y LOUGHHMAN (1974) demostrd
que la reduccién de la capacidad de absorcién de fosfato observada
en los primeros estadios de la deficiencia de B en habas silvestres
(cuando adn no habian aparecido cambios ni morfoldgicos ni ultraestrug
turales), se podia revertir casi completamente al adicionar &c.

hérico durante una hora.



POLLARD et al., (1977) ampliaron este trabajo al estudiar
la absorcidn de Rb+, Cl vy HZPOZ por raices de maiz, girasol y haba sil
vestre cultivadas en soluciones con y sin B; observaron que en
todos los casos, la reduccidén de la capacidad de absorcidn de
iones, (que oscilaba entre el S50 y el 70% de las plantas normales)
era el primer sintoma detectable de la deficiencia de B, En este
mismo trabajo comprobaron ademds un efecto sorprendente; aquellas
plantas que habian crecido con suficiente B, todavia respondian
a la presencia de B durante el periodo de absorcidén de iones,
lo que implicaba que las plantas consideradas como normales en
cuanto a la nutricidén de B, estaban operando tan s6lo a 2/3 de
su potencial méximo de «bsorcidn de iones a menos que el B estuviera

presente durante dicha absorcidn.

Finalmente destécaremos que el B estimula la absorcidn
tanto de moléculas con carga eléctrica (auxinés) como sin ella
{algunos azlcares) (COKE. vy WHITTINGTON, 1968; TURNOWSKA-STARCK,
1960).

b) Interacciones con las auxinas.- Puesto que se sabe
gque tanto auxinas como fenoles afectan al +transnorte de membrana,
seria posible que los efectos de 1la deficiencia de B sobre el
transporte de iones se debiera al aumento de estos compuestos
provocado por la deficiencia de B, como hemos discutido en apartados

anteriores.

Las auxinas dan lugar a un incremento de la absorcidén
de iones en los tejidos del tallo, mientras que en el caso de
las rafces, tanto auxinas como fenoles producen una inhibicidn.
3in embargo, en el corto espacio de tiempo necesario para que
aparezca la reduccidén del transporte de icnes en raices con deficien-
cia de B, no existen pruebas de que se produzca una elevacidén
de la concentracidén de auxinas y/o fenoles suficiente como para

alcanzar niveles que actlen como inhibidores del transporte idnico.

Ademés;, si bien en ciertos casos la deficiencia de
B conduce a alteraciones en el transporte idnico similares a las
obtenidas por la adicidén de AXA, en otros, los resultados no son
nhombélogos. Asi ocurre en el caso del aumento de la capacidad de
absorcién de fosfato que sigue a la excisidén de éapices de raiz
de maiz, seguido de incubacidn en medio fresco ("efecto de lavado');

mientras que el -AIA deprime esta absorcibén, la deficiencia (e

B afecta muy debilmente al fendémeno (LEONARD y HANSOHM, 1872).
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Interacciones con fenoles.- De los resultados obtenidos
por PARR y LOGUHMAN (1983) en su trabajo sobre la absorcién de
fosfatos por raices de maiz, se deduce que los efectos provocados
por altos niveles de fenoles, &cido salicilico y A&cido p-cumérico,
son similares a los provocados por la deficiencia de B. Al cabo
de 4 dias, sélo ha provocado un aumento del 5-15% en el contenido
de fenoles endbgenos, lo que no parece que sea suficiente para
dar lugar a cambios en el funcionamiento de las membranas y,; por
otra parte, tampoco tiene lugar una mayor liberacién de compuestos
fenélicos, ni un pardeamiento de los tejidos, lo que sugiere que
no hay cambios en la compartimentacién de estas sustancias durante

estos primeros estadios de la deficiencia de B.

Segin POLLARD et al., (1977), a medida que avanza
la deficiencia de B, descienden tanto la absorcidn de Rb+ como la acti
vidad ATPasa estimulada por K+, y ambas pueden ser restauradas
por la adicién c¢e B. El andlisis de las preparaciones de enzima
ligado 2 membranas que se utilizaron en estos experimentos contenian
unos niveles muy bajos de fenoles, por lo que no pérece que estos

compuestos estén relacionados con la respuesta.

En resumen, la deficiencia de B conduce, a largo pla-
2z0 a un fuerte incremento de las concentraciones de auxinas ¥y
fenoles, y esto hab llevado a gran nimero de autores a especular
que el papel central del B estd relacionado con el control de
los niveles de estos dos grupos de compuestos. Sin embargo, bajo
el punto de vista de Parr y Loughman, y a la vista de los resultados
que hemos mencionado, el efecto primario del B sobre el funcionamiento
de las membranas tiene que ser mds directo que el ocasionado por

la elevacién de los niveles de auxinas y fenoles en los tejicos.

d) Configuracién de 1las membranas.- El boro pudiera
interaccionar directamente con la membrana, a través de la formacidn
de complejos con los componentes glucoproteicos vy glucolipidicos,
que mantendrfan la membrana en su conformacidén éptima y de maxima
eficiencia. FEsta afirmacién viene apoyada por los resultados de
experiencias de cinética de transporte en raices con ¥y sin B,

experiencias con liposomas y estudios NMR.

Si el B estd realmente formando complejos con los

componentes de la membrana indicados, la homogeneidad de la misma
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se veria alterada al agregarse estos complejos en dominios especificos
que presentarian ropiedades especificas, como sugieren LINDEN
et al., (1973); o bien, al cambiar el empaquetamiento lipidico
y, por consiguiente, la fluidez de 1la membrana (WOLFE, 1978).
Otra posible interpretacién de la accién del B seria que la formacidn
de complejos entre el borato y los azlcares hicieran cambiar las

cargas de la superficie de la membrana, y en consecuencia, su

capacidad de transporte.

Las diferencias en la composicidén quimica de las membranas
vegetales respecto a las animales (sobre todo en cuanto a la presencia
de los fitosteroles, glucoglicerolipidicos y fitoesfingosina,
exclusivos de membranas vegetales) justificarian el hecho de que
sélo los vegetales superiores tengan un requerimiento esencial

de B, y no los animales.

No hay duda de que la hipétesis de una accidén primaria
del B ligada a las membranas es por el momento la més atractiva,
y en este sentido se dirigifén nuestras investigaciones en el

futuro.



2.— MATERIAL Y METODOS




2.- MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo consta de cinco experiencias
(mis una experiencia previa de tanteo de diversos aspectos
metodoldégicos) en los que se midieron las actividades enziméticas:
catalasa, peroxidasa, &cido indolacético oxidasa, polifenol oxidasa,
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa,
fenilalanina-amonio-liasa y biosintesis de Ent-kaureno. Asimismo,
se determind el contenido en orto-difenoles (en tres de las cinco
experiencias); proteinas y micronutrientes (en todas y cada una
de 1las experiencias) y por dltimo el contenido en giberelinas

solubles (Ultima experiencia).

2.1.,- Material vegetal.- La planta empleada fué el

girasol (Helianthus annuus, L.) del tipo "pipa de aceite" de

la variedad 1+S-105-C(=HK-1) Cms 234 x RHA 274,

La eleccién del girasol para nuestro trabajo se debe
a su interés econdmico en nuestra regidén, unido a su gran sensibili-
dad respecto a los niveles de B, tanto en el margen de deficiencia
como en el de toxicidad, hasta el punto de que normalmente se
utiliza como indicador bioldgico del contenido en B asimilable
de un suelo en el que se desarrolla cualquier otro tipo de cultivo
(Hudak, 1974). Ambos motivos han hecho que sea nuestro material

de experimentacidén desde hace tiempo.

2,2,- Cultivo.- Se realizdé de acuerdo con las tres

etapas que a continuacién detallamos:

2.2.1.- Germinacién de las plantulas en semillero.
Para la siembra se distribuyeron las semillas en bateas de pléstico
que contenian perlita humedecida, de modo que estuvieran en buenas
condiciones de humedad y aireacidén. Las bateas se mantuvieron
en la oscuridad cubiertas con una lémina de plastico hasta que
emergieron 1las pléntulas y, una vez desplegados los cotiledones,
se destaparon, reponiéndose las pérdidas de humedad con agua
destilada.

Este periodo de cultivo en semillas durd hasta que
las plantas alcanzaron un tamafio suficiente para ser manipuladas

sin riesgo, lo que abarcé un periodo de unos 15 dias.
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2.2,2.,- Cultivo hidropdénico en solucidén nutritiva

completa y equilibrada (con una concentracién O&ptima de B de

0,5 ppm). El objeto de este primer periodo consiste en permitir
| que las plantas alcancen un tamafio suficiente para ser sometidas
a los diferentes tratamientos de B (que provocan alteraciones
en el crecimiento) y obtener asi material suficiente para las

diferentes determinaciones.

Se escogleron plantas con un desarrollo semejante
y se transplataron a una solucidén nutritiva completa. La duracidn

de este periodo oscild entre 15 y 20 dias.

2.2.2.1.~ Solucién nutritiva base.-~ La solu-

cién nutritiva fué adecuada a las necesidades del girasol y ajustada
a pH 5,5 segin la ténica de Steiner (1961). La composicidén era

la siguiente:

MACROELEMENTOS
N P S K Ca Mg
(meq/1) 11,54 3.82 3.82 6.21 9.32 3.89
MICROELEMENTOS
Fe B Mn Cu Zn Mo
(ppm) 6 0,5 1 0,1 0,1 0,02

La solucién nutritiva asi preparada presentada las

siguientes caracteristicas:

Relacién aniones/cationes= 1.00052

PHevevrereeeereeesansnsse= 5,5

2.2,2.2.- Dispositivo de cultivo.- Para el -

cultivo hidropdnico se utilizaron cubos de plastico negro de
10’1 de capacidad, a los que se adaptd un sistema de aireacién.

En cada uno de ellos (12 en total) se cultivaron diez plantas.

La solucién nutritiva se renovaba cuando se producia

un cambio de pH de z 0,5 unidades.



2.2.2.3.~- Condiciones ambientales del cultivo.-

Las experiencias se llevaron a cabo en una cémara de cultivo
en la que se controlaron: temperatura, humedad relativa y duracién

del fotoperiodo de acuerdo con el siguiente esquema:

Temperatura Humedad relativa
Diurna 25 % 3°C 70%
Nocturna 20 ¥ 3¢C 70%

El fotoperiodo fué de 15h luz/9h de oscuridad.

2.2.3,- Cultivo hidropénico en soluciones nutritivas

diferenciales.- Durante este periodo, las plantas crecieron en

soluciones nutritivas cuya composicién diferia de 1la empleada
en la etapa anterior en cuanto a la concentracién de B, Se utilizaron
3 niveles diferentes: uno deficiente, Tto. I (0,05 ppm en las
primeras experiencias, y 0,00 ppm en las Gltimas); uno normal,

Tto. II (0,50 ppm); y uno téxico, Tto. III (5,00 ppm).

2.2.3.1.- Disefio experimental.- De cada

uno de los tratamientos se hicieron 4 repeticiones, lo que hace
un total de 12 cubos, cada uno de los cuales, como ya hemos dicho
anteriormente, contenia 10 plantas. Estos cubos se repartieron
en la camara de cultivo formando 4 bloques al azar en cada uno
de los cuales estaban representados todos y cada uno de los tratamien

tos segin el siguiente esquema:

Blogues
1¢ 20 3¢ 49
1 4 11 8
N2 de cubo 10 6 2
7 9 12

Tto. I: cubos N2 1,2,3 y 4,
Tto. II: N2 5,6,7 y 8.
Tto. III: cubos Ne 9,10,11 y 12,

Los bloques se establecieron en funcién de la posicién
de los cubos respecto a la fuente de iluminacién de la cémara
de cultivo, ya que la distribucidén de las bombillas incadescentes,

en filas, establece un ligero gradiente en bandas. Este gradiente



es muy poco importante, pero al ser la luz del rojo largo morfogenéti
camente muy activa, hemos distribuido 1los cubos de modo que se
anule, escogiendo el disefio de bloques al azar, de manera que
el grado de iluminacién de los 3 cubos de cada bloque era él
mismo, y diferia del que tenian los cubos pertenecientes a los

otros 3 bloques.

2.3.- Recoleccidén del material vegetal.- Con el fin

de estudiar la evolucién en el tiempo de las actividades enziméticas,
asi como del resto de los pardmetros bioquimicos de que consta
el presente trabajo, en cada una de las 5 experiencias se realizaron
5 tomas de muestra a los: 0, 7, 14, 21 y 28 dias, a partir del
momento en que se pusieron las plantas en soluciones diferenciales
de B. En cada recogida se tomé una muestra de cada uno de los

12 botes de cultivo, y cada muestra procedia de 2 plantas.

2.4.- Experiencias previas.- Estas experiencias se

realizaron con la idea de dilucidar algunos aspectos de la metodolo-

gia a utilizar, en lo referente a los siguientes aspectos:

2.4.1.- Comprobacién del correcto funcionamiento

de la metodologia . del cultivo y preparacidén de las hojas, asi

como del disefio experimental.- Con tales objetivos se realizd

una experiencia completa en la que se midieron las actividades
catalasa y peroxidasa asi como el contenido proteico de los extractos

(por el método de Lowry, 1951).

Las condiciones experimentales en que se realizd
esta experiencia diferian de las expuestas en el aptdo. 2.2 en

los siguientes puntos:

a) Se usaron 4 niveles de B (0,05; 0,10; 0,5 y 3,0

ppm), cada uno repetido 3 veces.

b) Recogidas: Se hicieron también 5 recogidas, pero
a los 0, 2, 5, 15 y 23 dias de haber puesto las plantas en soluciones

diferenciales.

¢) 1Incubacién de las hojas tras su infiltracién con
H20 y con B (ver descripcién de la técnica de infiltracidn mas

adelante, aptdo. 2.5.2.1.).
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Al objeto de permitir que 1los enzimas posiblemente
afectados por la falta de B puedan incorporar el procedente de
la infiltracién, las hojas enteras infiltradas se dejaron incubar
durante 24 h en la camara de cultivo, con el fotoperiodo de la
experiencia, metidas en frascos de vidrio transparente, cerrados.
Para evitar que las hojas se secaran, éstas se dispusieron, dentro
del bote, sobre una rejilla de plastico, y en el fondo se colocaron

discos de papel de filtro humedecido.

En la Wdltima recogida, se hicieron medidas ademés,
en hojas intactas, sin infiltrar ni incubar, al objeto de comprobar
el efecto que tales tratamientos ejercen sobre los parémetros

medidos.

De 1los resultados obtenidos en esta experiencia,
y que serdn discutidos en el apartado correspondiente, se extrajeron
una serie de conclusiones que aconsejaban cambiar algunos aspectos
de la metodologia seguida en esta experiencia por la que seguimos

en el resto de las experiencias.
Estos cambios se concretan en los siguientes puntos:

a) Disefio experiemtnal con 3 Ttos. de Boro (deficiente,

normal y tdxico) y 4 repeticiones.

b) Recogidas a los O, 7, 14, 21 y 28 dias desde la

puesta de las plantas en soluciones diferenciales.

c) Infiltracién, pero no incubacién de las hojas.

d) Expresién de los resultados de actividades enzimiticas

referidos a g p. fresco, y no en actividad especifica.

2.4.2.- Medida espectrofotométrica del enzima

AIA-oxidasa.- La medida espectrofotométrica de esta actividad

ha sido cuidadosamente estudiada en nuestros extractos, a través
de una serie de pruebas tendentes a aclarar las caracteristicas
y requerimientos del enzima de girasol, ya que parecen ser diferentes
en distintas especies vegetales, tanto en su forma de actuacidn
(los .productos de oxidacién suelen ser diferentes) como de requeri-
mientos. Partiendo de una mezcla de reaccidén que contenia, en
un volumen final de 3ml, 50ul de una solucién al 0.58% v/v de
Tritén X-100; 100 pl de extracto, 1 pmol DCP (diclorofenol),
lpmol de Mn2+ {como Clen), y 3 pmoles de AIA en tampén fosfato 30mM



pH= 5.6, medido frente a un blanco sin AIA, estudiamos la reaccién con

los siguientes resultados:

a) En primer lugar, estudiamos los cambios de Absorbancia
provocados por la reaccién a distintas longitudes de onda, mediante
barridos consecutivos, observéndose que los mayores cambios se
producian a 252nm, donde existe un maximo correspondiente al

anillo indélico.

b) igualmente observamos que, en la zona de A =320nm,
aparecia una fuerte actividad, que interpretamos como correspondiente
al enzima difenol-oxidasa (DPO), lo que en efecto se ratificé
al desaparecer dicha actividad con la adicién de cisteina al

medio de reaccién (que es inhibidor de la DPO-Walker 1980)-.

c) Finalmente, debido a la baja actividad que mostraban
los extractos, y por analogia con el comportamiento de otras
oxidasas, decidimos afiadir iones F62+a la mezcla de reaccibn, obser--
vandose un fuerte incremento de la actividad enzimdtica, medida
a 252nm. Dado que, segin la bibliografia, los iones Fe2+ pueden produ
cir la oxidacién no enzimdtica del AIA, se procedié a hacer una
prueba utilizando la misma mezcla de reaccidén, con iones Fe2+, pero -
en ausencia de exto. enzimdtico. La prueba dié como resultado
una débil actividad, ‘muy inferior a la que ocurria en presencia
del enzima, por lo que el efecto de los iones Fe2+ parece ser sobre -

la actuacién del enzima,

2.4.3.- Técnicas relacionadas con la

determinacién de giberelinas, puestas a punto en Nijmegen (1981).-

Las técnicas que se han puesto a punto en Nijmegen comprenden

2 aspectos:

1¢) Estimacién de la biosintesis de giberelinas por

B

tejidos vegetales, a través de la determinacién de la biosintesis

de un precursor, el ent-kaureno, a partir de mevalonato marcado.

22) Estimacién del nivel de giberelinas enddgenas

en los tejidos, por medio de su extraccidn, purificacién, separacidn

y posterior bioensayo.

2.4.3,1.- Actividad sintetizadora -

de ent-kaureno, . precursor de las giberelinas, a partir de mevalonato

marcado.- La puesta a punto de esta metodologia comprendia también



su adaptacién a nuestro material vegetal, el girasol, ya que

en el Laboratorio del Dr. Barendse trabajan con Pharbitis nil.

2.4.3.1.1.- Técnica original (para Pharbitis

- Homogeneizacidén de la muestra:
- 5g material vegetal + 5 ml tampdén fosfato, O0.1M,
pH: 7,1, conteniendo: DTT (Ditiotreitol) 3mg/ml + 1lg PVPPD (Polivi-
nil-polipirrolidona insoluble).

- Centrifugacidén a 17.500g y 42 C durante 15 min.

- Ultracentrifugacién a 105.000g y 42C durante 2h.

El sobrenadante se toma como fuente de enzima.

- Mezcla de reaccién (se hace por triplicado).

ATP Cleg/C12Mn Glicerol Farnesol Extracto 14 c-mevalonato
Tubo N2 (20mM) (40mM/40mM) puro puro enzimatico 0,1 pCi/inl
1 100pl 200u1 100p1 - iml 10ul
2 " " 1l - " "
3 ) 1" n 1" 10}11 " [1]

-~ Incubacibn, en bafio de agua a 3092C durante 2h.

- Extraccién del 14C-ent—kaureno, mediante la adicidn de
3ml de mezcla de acetona: benzeno (1:2 v/v), seguido de agitacidn
y centrifugacién a 3.000 r.p.m., recogiéndose la capa superior.

La extraccién se repite 2 veces mas.

- Evaporacién de los extractos, (al vacio y T2 ambiente),

hasta tota desecacién.
- Reextraccién del residuo seco con 100u}l de acetona.

- Cromatografia del extracto aceténico del apartado
anterior sobre capa fina de silicagel 60 de 0,25mm, utilizando
n-hexano como liquido de desarrollo. Sobre cada placa se aplican 10pl
de 14C—ent—kaureno patrén, para identificacién de 1las manchas.

Las manchas se visualizan usando una radiocromatocémara

- Cuantificacién de la radioactividad.- Las manchas
correspondientes al ent-kaureno se raspan Yy recogen e€n viales
de conteo de 6ml y se les adiciona 0,5ml de Lumasolve + 5.0ml

de Lipoluma.



Finalmente se mide la radioactividad con un contador

de centelleo liquido.

- El1 contenido proteico de los extractos enzimédticos
se mide por el método de Bradford, usando albimina bovina como

patrdn.

- Los resultados de la incorporacién de mevalonato

marcado a ent-kaureno se expresa en d.p.m./mg de proteina,

2.4.3.1,2.~ Pruebas realizadas para

adaptacién de esta técnica al girasol.- Se utilizaron plantas

de girasol, germinadas en vermiculita y transplantadas a los
10 dias a macetas con suelo. Se tomaron muestras desde los 3

a los 40 dias desde la germinacién.

2.4,3.1.2.1.- Actividad sintetizado

ra de ent-kaureno en los distintos Organos del girasol.- Se realiza-

ron medidas en las siguientes partes de la planta: hojas, tallos,

raices y tallos + raices,

Simulténeamente se probd el efecto de 1la adicidn
de farnesol en la mezcla de reaccidn, ya que en el material original
(Pharbitis nil) se encontré que estimulaba marcadamente la actividad

de los extractos.

Se obtuvieron 1los resultados que se reunen en la

Tabla 6.

2.4.3,1,2.2.- Determinacién de la -

relacién éptima p.fresco/tampén en la homogeneizacidén.~ Se

ensayé6 la actividad de los extractos obtenidos con relacién 1:1,

1:2 y 1:4 p.fresco/vol, tampdn.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla

2.4.,3.1.2.3.- Sehan hecho también -

pruebas sobre el efecto de 1la congelacién del material sobre

la actividad enzimédtica., Sin embargo, los resultados son contradicto-
rios y habrdn de repetirse para obtener conclusiones fiables.
De todas formas, si que puede decirse que la congelacién no anula

la actividad enziméatica.
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2.4,3,1,3.- Las concluciones que se extrajeron

de estas pruebas, y que condicionaron nuestra metodologia en

la 42 experiencia son las siguientes:

En las pruebas de adaptacién al girasol de la técnica
de medida de la actividad sintetizadora de ent-kaureno en extractos
vegetales, reunidos en las Tablas 5 y 6, la metodologia original,
para ser aplicada en nuestro material, debe ser modificada en

los siguientes aspectos:

a) La adicidén de farnesol en la mezcla de reaccidn,

si bien en algunos casos di& lugar a un incremento de la actividad
(mucho menor que la observada en Pharbitis nil), no es suficiente

para justificar el encarecimiento que conlleva su utilizacién
(Tabla 6). Por tanto, prescindiremos de él en nuestras determinacio-

nes.

b) La actividad mds alta se consiguié wutilizando

como material vegetal los tallos de las plantas, mientras que

en las hojas la actividad sintetizadora era despreciable. Las
raices mostraban una actividad inferior a la de los tallos, pero

todavia suficientemente elevada.

c¢) La relacién p.fresco/tampén en los extractos puede
rebajarse a 1:4 si se usan tallos, ya que en este material la
actividad préacticamente se mantiene. Sin embargo, no se descarta
que con el sistema de raices haya que usar una concentracidn

superior.

2.4.3.2.- Extraccibn y cuantificacidn

del nivel de giberelinas endbgenas presentes en los tejidos.-

La técnica comprende los siguiente pasos: extraccidn con disolventes
de las giberelinas, purificacién de los extractos, identificacidn
de las distintas giberelinas por HPLC, y cuantificacién mediante

bioensayos.

2.4,3.2.1.- Técnica original (para

Pharbitis nil).

2.4,3.2.1.1.- Extraccién -

de g}berelinas.

- Homogeneizacidn:



50g de semillas de Pharbitis Nil + 100ml de metanol puro,

se homogeneizan en un Sorvall Omni-mixer.

- Filtracién a través de papel de filtro Selecta

de 24 cm de diémetro.

- Reextraccién del residuc, por agitacién con 100ml

de metanol en cémara fria durante toda la noche.

- Los extractos se relnen y se evaporan en rotavapor
a 302C hasta vol. de 15ml.

2.4.3.2,1.2.- Purificacién del

extracto bruto, haciéndolo pasar a través de cartuchos Sep-Pak

C18 con una jeringa de 10ml.

- El extracto purificado se concentra en rotavapor

a 30°C hasta vol. final de 5ml.
- Paso de nuevo por cartucho Sep-Pak 018'

- De nuevo evaporacidén en rotavapor hasta sequedad.

2.4.3.2.1.3.- Identificacién -

de giberelinas mediante el paso por HPLC.~ Las giberelinas presentes

en la muestra purificada se separan por cromatografia 1liquida
de alta presidén, usando una columna pBondapack 018 y un flujo de fase

mévil de 2,0ml/min., segin la siguiente metodologia:

- Pinchar 5pl de una solucién de 1pg/pl de patrones
de giberelinas puras, cuya presencia estd demostrada en la muestra

(GAS’ GA4 y GA7 en Pharbitis).

- Lavar el sistema con metanol, elevando la presién

a 3.0-4.0 ml/min.
- Pinchar 200ul de la muestra.

El pH de 1la fase movil con 1la que se cromatografia
la muestra es variable con el tiempo y se establece mediante
un gradiente de 2 soluciones, previamente filtradas por millipore

de O.5um de poro:

Solucidén A: Metanol al 30% en agua con tampdn fosfato
0,01M; pH 2.5,
Solucién B: Metanol al 30% en agua con tampén fosfato

0,01M; pH 7.5.
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La composicién de 1la solucién de partida es OSol,
A al 100%, y la final Sol.B al 100%, siendo los puntos intermedios
una mezcla de 1las dos soluciones, variable con el tiempo, de
manera que se establece un gradiente de pH. Las distintas GAs
quedan separadas, detecténdose su presencia con un detector espectro-

fotométrico, a4 = 206nm.

Se realizd la cromatografia en 30 min., recolecténdose
30 fracciones de 1 min. cada una., Las fracciones se evaporan

en rotavapor y se redisuelven en 1lml de etanol al 10%.

2.4.3.2.1.4 .- Bioensayo.- Dada la
gran actividad de estas hormonas, que pueden ejercer acciones
fisioldégicas a concentraciones no detectables por los métodos
fisicos, la mejor manera de establecer la cuantificacién de su
nivel en tejidos es llevar a cabo tests biolbégicos, en los que

se mide una determinada accién fisioldgica especifica de la hormona.

Los Dbioensayos pueden hacerse de la muestra total
purificada, asi como de las fracciones recolectadas del cromatégrafo;
en este 29 caso tendremos la actividad de cada una de las giberelinas

separadas.,

El bioensayo usado para giberelinas es el de arroz

enano Tan-ginbozu (Murakami, Y., 1968}, que comprende los siguientes

pasos:

- Imbibicién de las semillas en agua a 30°C e iluminacién

constante con tubo fluorescente grow-lux durante 24 h.

- Cambio del agua a las 24 h manteniéndolas en el

agua nueva otras 24.
- Siembra en agar al 0,65%.

- A las 48h, las plantas fueron tratadas con las
diferentes fracciones procedentes del HPLC, previamente disueltas
en solucién etandlica al 10%. La aplicacién se hizo a razdén de
1 pl/planta, en forma de gota sobre el &pice. Cada fraccidn era

aplicada a 7 plantas.

- A los 7 dias se realizaron las medidas de la longitud

del 1EE entrenudo de las pléntulas, comparédndola con 1la de las
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plantas tratadas con una cﬁrva patrdén de GAS’ a las siguientes concen
. -7 - - - .

traciones: 10 M; 10 6M; 10 5M y 10 4M,a51 como un blanco de agua des

tilada. Los resultados significativos de las 30 fracciones cromatogrd

ficas del exto. de Pharbitis, estin reunidos en la Tabla 7.

2.4.3.2.2.- Pruebas realizadas con nuestro

material vegetal (girasol).- Revisada la bibliografia, no hemos

podido encontrar referencias en las que se identifiquen las gibereli-
nas presentes en el girasol, de los 54 tipos que se han descrito
hasta el momento. Esta circunstancia condiciond las pruebas que se -
llevaron a cabo para adaptar las técnicas descritas a nuestro
material vegetal. En efecto, como ya hemos indicado, es esencial
el conocimiento de las GAs presentes en muestra para la identifica-
cién de las mismas por HPLC, ya que han de pincharse previamente
en el cromatdgrafo los patrones correspondientes, para la identifica-
cién de los picos de la muestra y la consecuente valoracién de
la correcta separacién de dichos picos. Por tanto, la identificacién
de los tipos GAs presente en el girasol serfa un trabajo necesariamen
te previo al nuestro, ya que nosotros pretendemos ver la relacidn
existente entre el nivel de B y los niveles de las distintas
GAs presentes en el girasol. Sin embargo, la identificacibén de
las giberelinas de girasol, supondria todo un afio de investigacidn,
as{ como un presupuesto (en patrones de GAs) y aparataje (espectrogra
fia de masas) que no es posible por el momento, y que serd el
objeto de una investigacién futura. A la vista de estos condicionan-
tes, hemos optado por una adaptacién de la técnica a nuestras
necesidades, en la cual, aunque no podamos identificar el cambio
provocado por el B en los niveles de cada GA, por HPLC, ya que
por elmomento no es posible, si que podemos cuantificar el cambio

en el nivel total de GAs.

De acuerdo con esto, 1la técnica puesta a punto en
Ni jmegen, que utilizaremos en nuestras experiencias presenta
variantes respecto de la original, en los puntos que a continuacién

indicamos:

- Se parte de 20g de parte aérea (hojas y tallos)

del dltimo entrenudo de plantas de girasol de 35 dias.

- La extraccidén se 1llevd a cabo segin la técnica

original ya descrita.



-~ Los pasos de purificacién se reforzaron, al objeto

de obtener un extracto que pudiera usarse directamente, en bioensa-
yos. Asi, la muestra se pasdé varias veces a través de cartuchos
Sep-Pak 018 hasta conseguir su clarificacién. A continuacién,
se sometid a congelacién a -202C para conseguir una precipitacién
de impurezas; se pasd de nuevo a través de un cartucho Sep-Pak

C evaporadndose en rotavapor hasta desecacién total. El residuo

18"’
seco se extrajo con acetona (10ml aproximadamente), pasando el
extracto aceténico nuevamente a través de Sep-Pak. De nuevo evapora-
cién en rotavapor hasta sequedad, y por Gltimo, redisolucién

del residuo en 0,5ml de etanol al 10% en agua bidestilada.

- Bioensayo.- Del extracto purificado se hicieron
4 diluciones, utilizando para ello etanol al 10% en agua bidestilada.

Estas diluciones fueron: 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16.

La determinacién de la actividad giberelinica, tanto
en extracto como en las 4 diluciones mencionadas, se 1llevé a
cabo a través del bioensayo de arroz enano Tam-ginbozu que ya
ha sido descrito, con los resultados que se exponen en la Tabla

8.

Las conclusiones que se extrajeron de todas estas
pruebas, y que condicionaron nuestra metodologia en la 42 experiencia

son las siguientes:

La técnica de cuantificacién del nivel de GAs en
girasol ha sufrido modificaciones respecto a la original, en

los siguientes puntos:

a) Se refuerzan los pasos de purificacién de los

extractos, para que puedan ser usados directamente en el bioensayo,

por medio del cual se cuantificard el nivel total deggiberelinas

en la planta.

b) En los bioensayos se habrd de utilizar el extracto
final sin diluir, ya que las diluciones no dan actividad significati-

va, como puede observarse en la Tabla 8.

c) Por el momento no podemos cuantificar individualmente
los cambios de los distintos tipos de giberelinas presentes en

la planta.
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2.5.,- 12 Experiencia.

En esta primera experiencia se estudié la evolucién
en el tiempo de las actividades enzimiticas catalasa, peroxidasa

y &cido indolacético oxidasa (AIA-oxidasa).

El nivel ‘deficiente de B (Tto. I) fué de 0,05 ppm

de B en la solucidén nutritiva.

2.5.1.- Toma de wuestras.~ Se hicieron 5 recogidas

de material vegetal a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias de la puesta
de las plantas en soluciones diferenciales de Boro. En cada una
de estas recogidas, se tomaron las hojas de dos de las plantas
de cada uno de los cubos de cultivo. Las hojas ae cada muestra

se mezclaron y se dividieron en 3 posiciones:

Una de ellas se reservd para la determinacién de

microelementos (ver aptdo. 2.11).

Las otras dos porciones se utilizaron para las medidas

de actividad enzimatica.

2.5.2.— Determinacidén de las actividades enzimdticas

catalasa, (1.11.1.6) peroxidasa (1.11.1.7) y AIA-oxidasa.

2.5.2.1.- Infiltracién: Una de las porciones

de la muestra de hojas intactas se infiltré con 100 ml de agua
destilada y la otra con 100 ml de tampdn borato, B = 15,4 ppm
(la concentracién de B en hojas frescas normales), a pH 7,0,
En ambos casos, la infiltracién se realizd colocando las hojas
sobre la solucién, con el envés hacia abajo, y aplicando vacio
durante 10 minutos con el fin de forzar la penetracién de 1la

solucidn en la hoja.

El objeto de 1la infiltracién de una solucién de B
es el de comprobar si los efectos sobre las actividades enzimiticas
en estudio, posiblemente alteradas por los distintos tratamientos,
pueden revertir al nivel de las plantas normales por la adicidn

de B, como ya hemos indicado.

Las hojas correspondientes al tratamiento téxico
de B no recibieron infiltracién con tampén borato, ya que en

dicho tratamiento se suministra a la planta un nivel de B superior



al normal. Por tanto, en este caso, hubo una sola muestra de

hojas infiltradas con agua destilada.

2.5.2.2.—~ Coggelacién del material vegetal.-

Introduccién en bolsas de pléstico a -302C, hasta el momento
de su utilizacién. Previamente se habia comprobado que tal tratamien-
to no alteraba sustancialmente las actividades enzimdticas considera-

das.

2.5.2.3.- Preparacién de los extractos

enzimiticos.- 5 gramos de hojas se homogeneizaron en un Sorvall
omni-mixer con tampén fosfato ©SO0mM, pH 7.5 al que previamente
se habia adicionado ClZK 0.4mM, SZOSNa2 10mM y polivinil polipirroli-
dona (PVPPD) al 1.5% p/v. La relacién final del extracto fué
de 1:3. El1 extracto crudo se filtré a través de gasa y se centrifugd
a 15.000g durante 15 minutos, utilizédndose el sobrenadante como

fuente de enzima.

2.5.2.4,.- Medida de la actividad peroxida-s

sa.- Se midié segin el método espectrofotométrico de Worthington
Biochem. Corp. (1967), basado en la medida de la quinona coloreada
(que absorbe a 460nm) resultante de la oxidacién de la o-dianisidina*
en presencia de H202. La mezcla de reaccién contenia en un vol. final
de 3,06ml: 50ul de una solucién al 0.58% v/v de Tritdén X-100; 10ul de
extracto; 2,94 umoles H202, y 52 umoles o-dianisidina, todo ello en -

tampdén fosfato 67mM, pH 6.0.

Las medidas se realizaron frente a un blanco en que
el extracto fué sustitufido por igual volumen de tampén de reaccidn.
La medida se hizo a 30°C, en espectrofotdémetro de doble haz Hitachi
100-80, tomandose como medida la diferencia de Absorbancia, a
460nm, entre el t= 65 seg y el t= 20 seg, ya que en este intervalo
Absorbancia/min. es constante. Cada muestra se midié 3 veces,

calculdndose el valor medio de las 3 medidas.

Los resultados se expresaron como aAbs/min x g p.fresco.

2.5.2.5.— Medida de la actividad catalésica.-

Se procedidé de acuerdo con el método espectrofotométrico de Liick

(1965) modificado por Tolbert et al., (1969), en el que se mide

*Férmula de la o-dianisidina; 3,3—dimetoxi—bencidina.
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la disminucién de la absorbancia a 240nm de una solucidn de H202 que

es descompuesta por la catalasa. La mezcla de reaccién contenia
en un volumen final de 3.07 ml; 50ul de una solucién al 0.58%
v/v de Tritén X-100; 200ul de extracto; y 3%umoles Hzoz, todo ello -
en tampén fosfato 67mM, pH 7.0. Las medidas se realizaron a 302C,
en un espectrofotémetro de doble haz Hitachi 100-80, frente a
un blanco en que el sustrato (H202) era sustituido por igual volumen

de tampdn de reaccidén. Se tomd como medida la diferencia de Absorban-
cia, a 240nm, entre t= 110 seg y t= 50 seg. Cada muestra se repitié

tres veces y se calculé la media.

Los resultados se expresaron como umoles H202/min. X g.

p. fresco.

2.5,2,6,~ Medida de 1la actividad AIA-

oxidasa.- De acuerdo con los resultados de las pruebas realizadas

en la experiencia prévia, la medida de la actividad
AIA-oxidasa se realizd finalmente midiendo la desaparicién del
grupo indbdlico (a 252nm) en presencia de iones Fe2+ y Mn2+, y DCP*, -

como cofactores c¢oadyuvantes en la destruccién del AIA por el
enzima. En la mezcla se incluye cisteina para evitar la actuacién
del enzima PPO* sobre el DCP**, lo que destruiria uno de los

cofactores esenciales.

La mezcla de reaccidén contenfa, en un vol, final

de 3ml: 50ul de una sol. al 0,58% v/v de tritén X-100; 100 pl

extracto enzimitico; 1 pmol DCP; 1.5 pmles cisteina; 1 pmol Fe2+(SO4Fe);
0.5pmol Mn®* (ClMn); 3pmol AIA en tampén fosfato 30mM, pH 5.6.

Las medidas se hicieron a 30°C y A = 252nm, frente

a un blanco que carecia de AIA. Cada 2 6 3 medidas se introducia

2

una prueba en la que se media el efecto de los iones Fe +y Mn2+ sobre

la oxidacién del AIA, en una mezcla de reaccidén que carecia de
extracto enzimitico. Al final de cada tanda de medidas se obtuvo
una medida de todas las determinaciones del efecto de los iones
sobre el AIA, restdndose de cada una de las actividades enzimiticas

medidas.

Cada muestra se midié +tres veces, calculindose 1la

media de las 3 medidas.

*¥#DCP= 2,4, diclorofenol.

* PPO= Polifenol oxidasa.
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La Actividad enzimitica se expresd como A Abs/min.

x g p.fresco.

2.6.- 22 Experiencia.

En esta segunda experiencia se estudié la evolucidn
en el tiempo de la actividad enzimdtica polifenol oxidasa (PPO)
(1.10.3.1), as{ como el contenido en &c. orto-difenélicos (o-

difenoles).

El nivel deficiente de B (tratamiento I) fué de 0,05

ppm de B en la solucidn nutritiva,

2.6.1.- Toma de muestras.- Fué igual a la descrita

en el apartado 2.5.1. de la primera experiencia.

2.6.,2.~ Medida de la actividad polifenol oxidasa.-

La infiltracién se 1llevéd a cabo como se ha descrito en 2.5.2.1.

y el material vegetal fué igualmente congelado (Aptdo. 2.5.2.2).

2.6,2.,1.~ Preparacién de los extractos

enzimiticos.- 5g de hojas se homogeneizaron con 50ml de tampdén
fosfato 100mM, pH 7.0, al que se habfa adicionado PVPP al 1,5%.
(Relacién final del exto. 1:10).

El exto. crudo se filtrd a través de gasa y se centrifugd
a 15.000 g durante 15 min., y el sobrenadante se utilizdé como

fuente de enzima.

2.6.2.2.— Medida de la actividad PPO.- Se

midié segin el método espectrofotométrico de Varda Kahn (1975),
que estd basado en la medida de la desaparicién del ac., cafeico,
a 370nm, por oxidacién enzimdtica del mismo. La mezcla de reaccidén
contenia, en un vol. final de 3,05ml: 50 pl de una solucibén al
0,58% v/v de tritén X-100; S50 pl extracto; 30 pmoles ac. cafeico,

todo ello en el tampdn fosfato de homogeneizacién.

Se midid la diferencia de absorbancia, a 30°C y 370nm,
frente a un blanco en el que el extracto enzimdtico habia sido
sustitufido por un volumen igual de tampén. Se tomd como medida
la diferencia de Absorbancia entre t= 135s y t= 75s, expreséndose

los resultados como A Abs./min. x g p.fresco. Se hicieron 3 medidas

de cada muestra y se halld el valor medio.



2.6,3.- Medida del contenido en o-difenoles.-

La extraccién de la fraccién fendlica se realizd segin el método
de Bligh y Egydyer (1959): 5g de hojas desnerviadas se homogeneizaron
durante 1 min. a velocidad mé&xima en Sorvall omni-mixer, con
10ml metanol frio. Se afiadieron 5ml de cloroformo frio y se homogenei
zaron durante 1lmin. a vel. méxima. Se afiadieron otros 5ml de
cloroformo y se repitidé 1min. de homogeneizacién. Por W4ltimo,
se afiadieron 5ml de HZO salada al 1%, y se homogeneizd de nuevo
durante 1min,

El extracto asi obtenido se filtré a través de gasa
y se centrifugd a 3.000g durante 10 min. para separar las fracciones.
En el tubo de la centrifuga se separaron 2 capas: la inferior,
clorofdrmica, llevaba disueltos los lipidos, mientras la superior,
metandlica, 1llevaba disueltas las sustancias hidrosolubles de
bajo peso molecular, entre las que se encuentran los &cidos fenéli-
cos. En cuanto a 1las proteinas, que podrian interferir con la
medida de los 4&c. fenblicos, quedan precipitadas por el ClNa
adicionado, formando una capa claramente distinguible en la superfi-
cie de separacién de las fases metanSlica y cloroférmica. La
ausencia de proteinas en 1la fraccidén metanbdlica fué confirmada
realizando unas pruebas de determinacién de proteinas en estos
extractos metandlicos, por el método de Bradford (1976) (usado
en todas nuestras'determinaciones proteinicas, ya que es el Unico
que no presenta interferencias con los compuestos fenbélicos).
Las medidas proteicas en estos extractos entraban dentro del
margen de error del método, por lo que pueden considerarse exentos

de proteinas.

La medida de o-difenoles en los extractos metanbélicos
se realizd por el método de P&sez et al., (1966), en el que a
1ml de extracto se afiaden 0.5ml de SOAH2 1N y 1,5ml Mo7024(NH4)6 al -
10% p/v, midiénose la absorbancia a 360nm tras 30 min., de desarrollo
del color. Las medidas se hicieron frente a una curva patrén
de 4&c. cafeico, y el contenido en o-difenoles se expresd como

pg de &c. cafeico g p. fresco de hoja.

2.7.~ 32 Experiencia.

En esta tercera experiencia se midié la evolucidn

en el tiempo de las actividades enzimiticas glucosa-6-fosfato-



deshidrogenasa (1.1.1.49) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (1.1.1.44)
y como el contenido de o-difenoles en hoja. Asiel nivel deficiente

de B (tratamiento I) fué de 0,05 ppm de B en la solucién nutritiva.

2,7.1.- Toma de muestras.- Se realizdé como se

ha descrito en el aptdo, 2.5.1.

En este caso las hojas se homogeneizaron en fresco,
ya que se comprobé que la congelacién reducia driasticamente ambas

actividades enzimé&ticas.

2.7.2.- medida de las actividades glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa.- La infiltracién

se realizd como previamente se ha descrito en el aptdo. 2.5.2.1.

2.7.2.1.- Preparacién de los extractos enzimati-

cos.- 5g de hojas frescas se homogeneizaron con 20ml de tampén
Tris-ClH 50mM, pH 7.2, al que se habia adicionado 8205Na2 10mM y PVPP
al 1.5% (Relacién final del extracto 1:4).

El extracto se filtré a través de gasa, se centrifugd
a 15.000g durante 15 min., y el sobrenadante se utilizdé como

fuente de enzima.

2.7.2.2.—- Medida de la actividad glucosa-6P-deshidro-

genasa.—- Se realizd espectrofotométricamente, segin el método
de Kornberg y Horecker (1955), basado en la medida de la aparicidn

de NADPH, en el medio (incremento de la absorbancia a 340nm) .,

La mezcla de reaccién contenia, en un vol. final de
1,5ml: 650nl de extracto; 7,5umoles SOAMg; 0.5 umoles NADP™" y 1l.5pmoles
de glucosa-6P, todo ello en tampén glicil-glicina 100mM, pH 8.
Las medidas se realizaron a 302C, en un espectrofotémetro de
doble haz Hitachi 100-80, frente a un blanco en que el sustrato
(glucosa-6P) se sustituyé por igual volumen de tampén de reaccidn.
Se tomd como medida la diferencia en Absorbandia, a 340nm, entre

t= 120 seg y t= 60 seg.

La medida de cada muestra se repitié 3 veces, y los
resultados se expresaron como nmoles de NADPHo/min X g. p. fresco de

hoja.
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2:7.2.3.— Medida de 1la actividad 6—P—gluconato

deshidrogenasa.- Se realizd espectrofotométricamente, midiendo

como en el caso anterior, la aparicién de NADPHS en el medio (incre-—-
mento de absorbancia a 340nm). La mezcla de reaccién fué tomada
de Lee y Aronoff (1967), modificada por nosotros, y contenia,
en un vol. final de 1.5 ml: 400 pl extracto; 5 pmoles (NO% b Ca;
0.75 pmoles NADP y 7.5 pmoles &c. 6P-glucdénico, todo ello en tampdn -
Hepes 50mM, pH 7.55. Las medidas se realizaron a 30¢C, en un
espectrofotémetro de doble haz Hitachi 100-80, frente a un blanco
en el que el sustrato (&c. 6P-glucénico) habia sido sustituido
por igual volumen de tampén de reaccidén. Se tomdé como medida
el incremento en la absorbancia, a 340nm, entre t= 120 seg ¥
t

60 seg.

Cada muestra fué medida por triplicado, y los resultados

se expresaron como nmoles NADPH;/min x g p. fresco de hoja.

2.,7.3.- Medida del contenido en o-difenoles de

las hojas.- Con objeto de correlacionar las actividades enzimaticas
descritas con el contenido en fenoles de las hojas, ya que estos
enzimas estdn implicados en su biosintesis, se repitié la medida
de o-difenoles en las mismas hojas. El procedimiento de extraccidn

y medida son idénticos a los descritos en el apartado 2.6.3.

2.8.- 42 Experiencia,

En esta cuarta experiencia se midié la evolucidn
en el tiempo de la actividad enzimdtica fenilalanina amonioliasa,
(4.3.1.5) asi como el contenido de o-difenoles en hoja (al objeto
de correlacionar ambos, ya que este enzima interviene también

en su biosintesis.

En esta experiencia el nivel deficiente de B (tratamiento

I) fué de O ppm de B en la solucidén nutritiva.

2.8.1.- Toma de muestras.- Una vez cortadas las

hojas de dos plantas de cada uno de los cubos, se dividieron
en tres porciones: una de ellas se secd en estufa y se utilizé
para las determinaciones de microelementos; otra porcién se congeld
y se utilizdé para la determinacién del contenido en o-difenoles;
y por dltimo, una tercera porcién se utilizdé para la medida de

la actividad fenilalanina amonioliasa.
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En la presente experiencia, y dado que en ninguna
de 1las experiencias anteriores se habian encontrado diferencias
‘ significativas de actividad enzimédtica entre las hojas infiltradas
con agua destilada y las infiltradas con una solucién de boro,
i no se 1llevé a cabo el proceso de infiltracibén; pero sin embargo,
en cada uno de los extractos determinamos la actividad enzimatica
en mezclas de reaccién sin adicién de B y con adicién de solucidén
| de Boro, de manera que la concentracién final de elemento, en
la mezcla de reaccidén, quedara en 16,7 ppm, concentracién considerada

|
{ como la normal existente en la hoja fresca.

| 2.8.2.- Preparacién de los extractos enziméticos.-
‘ Se llevé a cabo segin el método de Shkol'nik, M. Ya y col. (1980):
3g de hoja fresca se homogeneizaron con 25 ml de acetona fria
‘ (-25eC). E1l homogenado se filtré a través de un embudo de placa
porosa del n? 3 y se lavd con 425 ml de acetona fria. El polvo
resultante se secd y se guardd en congelador a -252C hasta su

utilizacién.

El extracto enzimitico se obtuvo manteniendo en agitacidn
durante 1h y en bafio frio 0,2g de polvos de acetona..en.ASOml de
tampén Tris-ClH 0,1M y pH 8,8 al que se habia adicionado glutation

‘ reducido 0,1mM. El extracto se filtrd a través de gasa y se centrifu-
g a 15.000g durante 15 min. en una centrifuga refrigerada a

4eC, El sobrenadante se utilizd como fuente de enzima,

2.8.3.- Medida de 1la actividad fenilalanina amonio-

liasa.~ Se 1llevéd a cabo segin el método espectrofotométrico de
Tyuterev y col., (1976) que mide el incremento de absorbancia
a una longitud de onda de 290nm, por la formacién de &cido transcinnd

mico a partir de la fenilalanina,

La actividad fenilalanina-amonio-liasa de cada wuno
de los extractos se midié, por triplicado, en dos condiciones

diferentes:

a) Adicionando B a la mezcla de reaccidon. Esta mezcla
contenfa en un volumen final de 3ml: 0,9 ml de tampdn Tris-ClH
0,1M pH 8,8; 40umoles de L-fenilalanina*; 16,7 ppm de B. Las

medidas se realizaron a 352C en un espectrofotémetro de doble

NH

2

!

*Férmula de la L-fenilalanina HOOC-C-CH2~<::::>>
!

H
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haz Hitachi 100-80, frente a un blanco en el que la L-fenilalanina
se habia sustituido por un volumen igual de tampén. Se tomé como

medida el incremento de absorbancia entre t= 60 min y t= O.

b) Sin adicionar B a la mezcla de reaccién. La composi-
cién de la mezcla fué la misma que en a) pero sustituyendo el

B por un volumen igual de tampdn.

Los resultados se expresaron como unidades de actividad/
gramo de peso fresco, definiéndose 1 unidad de actividad fenilalanina
-amonio-liasa como la cantidad de enzima que da lugar a un incremento

de absorbancia de 0,01 en 1h a 352C y 290mm.

2.8.4.- Medida del contenido de o-difenoles en

hoja.- Se 1llevé a cabo segin el método descrito en el aptdo.

2.6.3.

2.9.- 5§'Experiencia.

En esta experiencia se estudid la evolucién en el
tiempo de la biosintesis de ent-kaureno a partir de C14-mevalonato, -

asi como la del contenido de giberelinas solubles.

Al igual que en la 42 experiencia, el nivel deficiente

de B en la solucién nutritiva fué de O ppm de B.

2,9.1. Toma de muestras.- En esta experiencia

no se utilizd como material vegetal las hojas de girasol, sino
los 20cm superiores del tallo ya que, tras haber realizado, en
la experiencia previa, pruebas con hojas, raices y tallos, observamos

que la actividad era méxima en la parte superior de estos altimos.

Cada muestra comprendia la porcién superior del tallo

de dos plantas de cada tubo de cultivo.

Una vez recolectados los tallos en cada una de las
5 recogidas se trocearon y se dividieron en dos porciones, una
de ellas para la determinacién enzimédtica y la otra para la extrac-
cién de giberelinas solubles. Ambas se congelaron a -252C hasta
su utilizacién. Las hojas se utilizaron para la determinacidn

del contenido de micronutrientes.



En este caso, "y al igual que en la 42 experiencia
no se hizo infiltracién, sino que para cada muestra se midid

la biosintesis de ent-kaureno en mezclas de reaccidén con y sin

2.9.2.- Preparacién de los extractos enziméticos.-

5g de tallos se homogeneizaron con 20 ml de tampén fosfato O0,1M
pH 7,1 al que se habfa adicionado DL-ditiotreitol 2mM y PVPP
al 2% p/v.

El homogenado se filtrd a través de gasa y se centrifugd
a 15.000g durante 15 min., y el sobrenadante se centrifugd de
nuevo, esta vez a 105.000g y durante 2 h. Este dUltimo sobrenadante

se utilizé comn extracto enzimitico.

2,9.3.- Medida de la biosintesis de ent-kaureno.-

Mientras que en 1és muestras correspondientes a los tratamientos
deficiente y normal se midié la biosintesis de ent-kaureno en
mezclas de reaccién con y sin adicidén de B, en las del tratamiento
téxico se midid tan solo en mezclas a las que no se habia afiadido

B.

El método de medida seguido fué el de Barendse ¥y

More (1979), que consta de las siguientes etapas:

a) Incubacién, en una mezcla de reaccién que contenia:
1ml de extracto, 100ul de ATP (1Opmoles), 200ul de Mn++/Mg++ (8umoles),
100pl de glicerol, 100pl de tampén fosfato 0,1M pH 7,1 y 10ul de sal

DBED del DL-2 14C 4cido mevalénico (0,0175 pmoles: 1uCi),

En aquellos casos en los que la mezcla de reaccidn
contenfa B, se sustituyeron 50pl de tampdn por 50ul de una solucidn

de 500 ppm de 803H en tampén (B en la mezcla= 16,7 ppm).

3
Las incubaciones se llevaron a cabo, por duplicado,

durante 2 h a 302C.

b) Extraccién del ent-kaureno formado: Transcurrido

el periodo de incubacién, la reaccién se detuvo adicionando 3ml
de una mezcla de acetona: benceno (1:2 v/v) a la mezcla de reaccidn.
Tras agitacién y centrifugacién para separar las dos capas formadas,
se extrajo la capa superior con ayuda de una pipeta Pasteur,

Esta extraccién se repitié 2 veces mis.
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c¢) Evaporacién de los extractos de acetona: benceno

hasta sequedad con ayuda de un rotavapor.

d) Adicién de 200ul de acetona al residuo seco para

redisolver el 140 ent-kaureno formado.

e) Aplicacién en capa fina en placas de silicagel
60 de 0,25mm de espesor y desarrollo en n-hexano. En cada placa

se aplicd un patrdén de ent-kaureno radiactivo puro.

f) Raspado de las placas en las zonas correspondientes
al ent-kaureno radiactivo. Este silicagel se colocd en viales

de conteo a las que se afiadié 10ml de liquido de centelleo.

El 1liquido de centelleo se componia de tolueno con

4g de PPO* + 0,05g de™POPOP/1.

Los viales se contaron en un analizador de centelleo

liquido marca Beckman.

Los resultados se expresaron como dpm/g p. fresco.

¢

2.9.4.- Determinacién del contenido de giberelinas

solubles.- Como ya hemos sefialado anteriormente, y con el fin
de correlacionar el contenido de giberelinas solubles con la
biosintesis de su precursor, ent-kaureno, estas hormonas se extraje-

ron a partir de los 20cm superiores de los tallos de girasol.

2.9.4.,1.- Extraccién y purificacién de gibereli-

nas.- Se siguié el método de Barendse et al., (1980) con algunas

modificaciones, dadas por este mismo autor en comunicacién personal.

Entre 1,5 y 5g de tallo congelado se homogeneizaron
en un Sorvall omni mixer con 50ml de metanol. Tras filtracidn
a través de papél, el resfiduo se reextrajo con otros 50ml de
metanol y se mantuvo en agitacién durante la noche. Posteriormente
se volvié a filtrar a través de papel y el filtrado combinado
(aproximadamente 100ml) se concentré en rotavapor hasta unos

15ml,

Este concentrado se purificé haciéndolo pasar a través
de un cartucho Sep-Pak C18 (Waters associated), que retiene los
compuestos apolares. El filtrado fué evaporado de nuevo hasta

un volumen de unos 5ml y se volvié a pasar a través de otro cartucho

*PP0-2,5difeniloxazol™POPOP-2,2-p-fenilen-bis (5-feniloxazol).
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Sep-Pak C Finalmente se evapord hasta sequedad, por liofili-

18°
zacidn.

.2.9.4.2.~ Medida del contenido de giberelinas

a través de bioensayo.- Se siguid el método de Murakami (1968).

Los extractos se redisolvieron en 200ul de etanol
al 10% en agua. A partir de estos extractos se prepararon 2 dilucio-
nes: 1/2, 1/4 con el fin de estudiar la dilucién iddnea para

realizar el bioensayo.

Para el bioensayo se utilizaron semillas de arroz
enano del tipo Tan-ginbozu, suministradas por el Dr. Takeshi

Omura.

Estas semillas se imbibieron durante dos dias en
agua destilada (a las 24h se cambid el agua) en una cdmara iluminada
y a SOiIQC. Una vez germinadas las semillas, se sembraron en
bateas de pléstico que contenian agar al 0,65% en hileras de 7.
Estas bateas se mantuvieron durante 48h, en cémara en las condiciones
ya descritas. Pasado este tiempo, las semillas se trataron con
los diferentes extractos. Se utilizaron 4 hileras de semillas
para cada muestra (1 hilera para cada una de las 4 diluciones)
y dentro de cada hilera se seleccionaron 5 semillas a cada una
de las cuales se aplicé 1lul de extracto en la base de la priemra

hoja.

A los 5 dias de la aplicacién del tratamiento se
midié la longitud del tallo entre la base de la _primera hoja
y la de la segunda. La longitud medida se compard con una curva

patrén de concentraciones de GA, entre 1077 y 10"%M. La actividad gibere

3
l1inica se expresd como porcentaje de incremento respecto al tratamien

to en blanco (etanol al 10% en agua).

2.10.-~ Determinacién del contenido proteico de

los extractos enzimdticos.- En las cinco experiencias ya descritas

se determindé el contenido de proteinas de los extractos vegetales

que se utilizaron para la medida de las actividades enzimaticas.

El método seguido fué el de Bradford (1976). Este
ensayo presenta la ventaja de no estar sometido a las interferencias
que en otros métodos causan los fenoles, sustancias muy abundantes

en extractos vegetales.
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En este método se utiliza tan solo un reactivo: solucidn
concentrada de Coomassie Brillant Blue G-250 (Bio-Rad laboratories),
que se utiliza diluida 5 veces con agua destilada y filtrado

a través de Whatman n? 1,

A 100ul de muestras aproximadamente diluidas se afiadieron
5ml de reactivo diluido y se midié la absorbancia a 585nm, en
un espectrofotdémetro de doble haz frente a un blanco preparado
con 100pl de tampén. El contenido de proteinas (en pg/ml) se
determiné interpolando los valores de absorbancia en una curva
patrén preparada con alblimina bovina en concentraciones de 200

a 1000 npg/ml).

Finalmente, los resultados de contenido proteico

se expresaron como mg de protefnas/gramo de peso fresco.

2.11.- Determinaciones analiticas.

2.11.1.- Determinaciones de Cu, Fe, Mn y ZIn.-

Para el andlisis de estos microelementos se partié de un mineralizado
clorhidrico de las cenizas del material vegetal, segin el método
propﬁesto por C.I.E.T.D.F. (1969), complementado con el trabajo
de Pinta (1973), determinédndose en &l cada uno de estos microelemen-
tos por espectrometria de Absorcién atdémica, a las siguientes

longitudes de onda:

Mn 2795A
Zn 2601 ¢
Cu 3247 "
Fe 2483 "

Se utilizd llama de aire-acetileno en todos los casos.

2.11.2.- Determinacién del Boro.- E1 B fué

determinado por fotometria, a partir del mismo mineralizade que
los otros elementos, midiendo el cambio de absorcién a 410nm,
tras la formacidén de un complejo con la Azometina-II (Lachica,
1977). En todas las manipulaciones se utilizé pépel de filtro

lavado con ClH para eliminar la contaminacién de B de este material.



2.12.- Método estadistico aplicado al estudio de los resultados

obtenidos.- Se realizd el tipo de estudio estadistico que detallamos

a continuacién.

Anélisis I-a. Se realizd el andlisis del disefio factorial
de cuatro factores. Dichos factores eran: tratamientos de B:
nivel deficiente 0,05 ppm 6 0,00 ppm segin los casos, normal
(0,5 ppm) y téxico (5 ppm); tiempo de permanencia en soluciones
diferenciales de B: 0, 7, 14, 21 y 28 dias; infiltracién: hojas

infiltradas, hojas sin infiltrar; bloques: cuatro.

De los cuatro factores con los que se trabajaba,
tres, eran de efectos fijos (dosis, tiempo e infiltracién) vy

el cuarto (bloques) era de efectos aleatorios.

Este andlisis se realizd por dos razones: a) con
objeto de ver si la infiltracidén con boro hacia variar los niveles
del parédmetro en estudio; b) para estudiar las variaciones que
provocaban los otros dos factores de efectos fijos y ver si existia
contradiccién en el andlisis para estos factores que se realizaba

en el andlisis I-b,

En este anidlisis nunca se encontraron diferencias
entre la infiltracién o no, y ademds los resultados para 1los
otros factores no entraban en contradiccién en los del andlisis
I-b, por lo que en esta etapa nunca se pasé de la tabla del andlisis

de la varianza y de la observacidén de las medias.

Andlisis I-b, Se realizdé el andlisis de un disefio
factorial de 3 factores tratamientos de B: 0,05 ppm 6 0,00 ppm,segin
los casos (deficientes), 0,5 ppm (normal) y 5 (téxico); tiempo:

0,7, 14, 21 y 28 dias; bloques: 4 bloques aleatorios.

Este andlisis (que es el principal de todos los hechos)
se realizdé con objeto de ver si los factores tratamientos y tiempo
afectaban o no al nivel medio del parémetro en estudio, asi como
para ver si los distintos niveles de uno afectaban de igual forma
a las medias para cada uno de los niveles del otro, es decir,

para ver si existia interaccidén entre ambos factores o no.



En 12X lugar, se realizé la tabla del andlisis de
la varianza, y a partir de ella se concluia la existencia o no
de significacién para: los factores, asi como de la interaccién
entre ambos. Si no existian diferencias significativas para los
factores ni tampoco interaccién, el estudio se concluia afirmando
que ambos factores no influenciaban el parémetro, y que esa falta
de influencia era para todos los niveles de un factor dentro

de cada uno de los niveles del otro.

Cuando 1la influencia de uno o de los dos factores
era significativa pero no asi la interaccién se realizé un estudio
pormenorizado de las diferencias entre las medias de los niveles
del factor o factores. Este estudio se realizd en la mayoria
de los casos de dos maneras distintas que permitian matizar aspectos
diferentes. Asi, se hicieron las comparaciones de medias por
el método de secuencia o de Newman-Kents, buscando las significacio-
nes en la tabla de la t de Tukey. Se hizo también un estudio
de 1la curva de respuesta para los diferentes niveles del factor
mediante contrastes ortogonales Que nos permitian afirmar si
la curva de respuesta era de primer grado o superior. Este Gltimo
estudio tenfa sentido realizarlo para el factor tiempo en la
escala original, ya que sus niveles estaban aqui espaciados,
y para el factor dosis en la escala logaritmica, escala en la
que los niveles estaban equiespaciados. En los casos en los que
la dosis deficiente era de O ppm y no de 0,05 ppm este estudio
no es correcto pues los polinomios ortogonales ‘clésicos (que

son los usados en este caso) no valen para niveles no equiespaciados.

Cuando la interaccidén didé significativa, y wuno o
los dos factores también, se realizé el mismo estudio que antes
pero ahora particularizado para cada uno de los niveles de uno
de los factores. Es decir, variacién entre los niveles de un

factor para todos y cada uno de los niveles del otro.

An&lisis II. Con objeto de cuantificar y evidenciar
mejor las diferencias encontradas en el Andlisis I-b se realizd
el estudio de 1la comparacién entre tratamientos ¥y enfre tiempos
de la relacidén (%) con respecto al tiempo O de cada uno de los

tiempos Dicho estudio se realizd mediante un anélisis del disefio



con tres factores: Ttos. de B (con los mismos niveles de antes)%
tiempos, c¢on 1los niveles 7, 14, 21, 28 y Bloques (4). En caso
de significacién se realizaba el mismo estudio descrito para
el Anédlisis I-b.

Analisis III. Este an&lisis es andlogo al II pero
calculando 1la relacién, para todos los tiempos, de los Ttos.
deficiente y téxico con respecto al normal. Queda entonces un
disefio factorial de tres factores: Ttos. de B (2 niveles, deficiente
y téxico); tiempos (7, 14, 21 y 28) y bloques (4). Dicho anélisis,
salvo las excepciones.hechas es absolutamente anilogo en su realiza-

cién al II.

Andlisis IV. Para determinadas parejas de paréametros,
se pretendia saber si existia correlacién. Como el esquema en
el que estaban dispuestas las parejas de observaciones eran en
el fondo de bloques aleatorios para estudiar si existia relacidn
lineal entre ambas variables se realizd un contraste de hipdtesis
para la pendiente de regresién comin, siguiendo el esquema de
tal contraste en un andlisis de vovarianza para bloques aleatorios.
Este contraste se basa en la suposicidén de que para todos los
tratamientos las pendientes de las lineas de regresidén son las
mismas. Observando esto en las diferentes tablas, no se encontraron
grandes diferencias entre tales pendientes. Realizado el contraste
al que nos referiamos antes (contraste que se hace a partir de
la fila de error) se calculdé el coeficiente de correlacidén a partir
de tal fila y la altura de la linea de regresién de la manera
cldsica, a partir de los datos totales. Este estudio se realizd
con el objeto de calcular el coeficiente de correlacién y dar
la ecuacién de la linea de regresidén en los casos en que el coeficien

te de correlacidn era significativamente distinto. de cero.



3.- RESULTADOS Y DISCUSION




TABLAS Y GRAFICAS




Tratamientos (ppm de B en solucién)

Tiempo en B=_ 0,05 ppm B= 0,1 ppm B= 0,5 ppm B= 3 ppm

sol.dife-

rencial 0 2 5 15 23 0 2 5 15 23 0 2 5 15 23 0 2 5 15 23
(dias)

Infiltra-

14,55}14,40 | 14,40 }20,81)13,17} 17,36 | 15,73]16,07|26,29 |12,09 18,96}15,64 13,89 117,76| 9,41 - - -
| das con B ! '

ﬁgglégﬁa.' 13,15(15,80 | 16,79 |22,23|13,86 | 18,26 | 15,03|15,3627,84 11,10 | 19,08{13,45 | 11,99 |18,03 10,26 | 14,94 | 17,09|15,60 | 13,11|12,99

H-o0

X (Inf.B=
. 13,85}15,10 | 15,60 {21,52{13,52 (17,81 { 15,38{15,72{27,07 {11,60 19,02114,55 {12,94 |17,90( 9,84 }14,94}17,08}/15,60 ] 13,11}12,99
inf. H50) ’ !

-Andlisis Estadistico

Evolucidn con el t¢ (inf.B:inf.HZQl

Ttos. de B| Inf.B inf.H,_0}B=0,0Sppm|B=0, 1ppm .| B=0,5ppm B= 3ppm
N.P. N.S. N.S. N.S. P<0,05 N.S. N.S.
10% - - - 7,51 - -
M.D.S. 5% - - - 9,31 - -
1% - ~ - 13,54 - -

Tabla 1.- Experiencia previa.

PEROXIDASA: Evolucidn en el tiempo de la actividad especifica (4D.0./min. x mg proteina) de los extractos enzimiticos

de hoja de girasol en cada uno de los cuatro tratamientos. Los datos representan la media de tres repeticiones.




Tratamientos (ppm B en solucidn)

Tiempo en B= 0,05ppm B= 0, lppm B= 0, 5ppm B= 3ppm

sol.dife-

rencial 0 2 5 15 23 0 2 5 15 23 0 2 5 -15 23 0o | "2 5 15 23
(dias)

Infiltra-

das con B 4,83 | 4,34(4,87 | 8,13|3,18(4,70| 4,79|5,73 | 7,69|3,35|4,44 | 4,25)5,60 | 5,523,29 | - - - _ _

Infiltra-

Sag con 5,27 | 4,65|4,40 | 5,32|2,00/4,83 | 5,14|5,41 | 6,19|2,104,39 | 4,74|5,27 | 5,903,23 | 4,77|4,52 |5,35| 6,61 | 2,63
=2

X (Inf.B= | ¢ o5 | 4,49|4,63 |6,81|2,63|4,76 | 4,97|5,57 | 6,94|2,76|4,42'| 4,50(5,44 | 5,713,26 | 4,77|4,52 |5,35 | 6,61 |2,63
inf. H20) - v

Anidlisis estadistico

Evolucidén con el t¢ (inf.B:inf-Hogl

Ttos. B Inf.B inf.H_O | B=0,05ppm)B=0,1ppm|B= 0,5ppm | B= 3 ppm
N.P. N,.S. N.S. P<€0,05 P¢0,05 N.S. P<£0,01
10% - - 1,60 1,60 - 1,29
M.D.S. 5% - - 1,98 1,99 - 1,60
1% - - 2,83 2,89 - 2,32

Tabla 2.—- Experiencia previa.

CATALASA: Evolucidn en el tiempo de la actividad especifica (umoles de H202 destruidos/min. x mg de -

proteina) de los extractos enzimiticos de hoja de girasol en cada uno de los cuatro tratamientos.

Los datos representan la media de tres repeticiones.




Tratamientos (ppm de B en solucién)

Tiempo en B= 0,05ppm B= 0,lppm B= 0, 5ppm B= 3ppm

sol.dife-

rencial 0 2 5 15 23 0 2 5 15 23 0 2 5 15 23 0 2 5 15 23
(dias)

Infiltra- |, gagl1 975 |1,787 | 1,831|3,867 |1,734]1,788 |1,724 | 2,100 | 4,033|1,917|1,579{1,528 | 2,095|3,672 | - - - - -
das con B

(Ijgiizga‘ 1,737{1,791 | 1,806 | 2,567|4,268 |1,623|1,630 |1,665 | 2,119 | 4,189|1,936|1,630|1,487 | 2,344|3,887 | 1,715|1,719|1,829 |1,933/4,128

1,688{1,885 | 1,798 2,199{4,063 |1,679|1,710 (1,695 2,110 | 4,111{1,927{1,680|1,503 | 2,220(3,780 { 1,715{1,719 {1,829 {1,933(4,128

Anidlisis Estadistico

Evolucién con el t2 (inf.B= inf. Hzgl
Ttos. B Inf.B inf.HEO B=0, 05ppm| B=0, 1ppm { B=0,5ppm | B= 3ppm
N.P. N.S. N.S. P<0,001 P<0,001 P<0,0001} PO, 001
10% - - 0,60 0,39 0,27 0,65
5% - - 0,75 0,48 0,38 0,81
M.D.S. 1% - - 1,03 0,70 0,49 1,18
1% - - 1,64 1,05 0,74 1,77

Tabla 3.- Experiencia previa.

CONTENIDO PROTEICO. Evolucidén en el tiempo del contenido proteico (mg/ml de extracto) de los extractos enzimiticos

de hoja de girasol que se utilizaron para la determinacidén de las actividades cataldsica y peroxiddsica en cada -

uno de los cuatro tratamientos. Los datos representan la media de tres repeticiones.



Tratamientos {ppm de B)
0,056 0,10 0,50 3,00

I I I I
. A4 O . . L L4 . .
S.1 H2 5.1 H20 5.1 H20 S.1 HZO

Peroxidasas

(@D.0./min.x mg prot.) | 15,65 | 13,68 j 10,38 | 11,10|| 6,99 |10,25]| 14,21 | 12,99| N.S.
Catalasa '

umoles H_O destr. 3,80 . 2,09 3,07 2,16|1 4,21 3,23 2,10 2,63| P0,(
min. x mg prot. )

Contenido proteico
2,60 4,29 3,06 4,19(1 2,54 3,89 2,86 4,13} PLO,(

(mg/ml de ext.) . AL
M. D. S.
10% 5% 2% 1% 1%°
Catalasa ’
(S.I.—HZO) 0,81 0,99 1,21 1,38 1,91

Contenido proteico

(S.I.—HZO) 0,66 0,80 0,98 1,12 1,55

Tabla 4.~ Experiencia previa,

Comparacién entre las actividades cataldsica y peroxidésica asi como
contenido proteico ‘entre extréctos procedentes ‘de hojas no infiltradas
e infiltradas con H2 0. Todas ellas corresponden a ° la 52 recogida (23
dias en solucidén diferencial). Los datos representan la media de 3 repeticio-~

nes.
S.I. .- Hojas sin infiltrar.
IH o~ Infiltradas con H20.

2



Relacién del extracto (p/v)

Edad 1:1 1:2 1:4
30 dias 16,137 15,629 -
40 dias 23,227 17,826 22,232

Tabla 5.- Experiencia previa.

14 . . .
C ent-kaureno extrafido de incubaciones 1llevadas a cabo con

extractos procedentes del 12 y 22 entrenudos del tallo. En
todas las zonas el material vegetal estaba congelado. Los resulta-
dos se expresan como dpm/mg de proteina en el extracto y represen-

tan la media de 3 repeticiones.



Dias Sin farnesol Con farnesol

Cotiledones y 4 7,55 25,51

%cm de tallo -~~~ -~ TTTooToToTTTmTmTTTTT
5 1,58 4,99

Cotiledones 7 14,44 10,20

Tallos 5 6,131 10,300

Tallos y Raices 7 2,313 2,792

Apices de 7 2,220 1,429

Tallo 18 2,761 2,340

Raices 18 222 124

Hojas 18 7,31 11,20

Tabla 6.- Experiencia previa.

Medidas del C14 ent-kaureno extraido en distintas partes de 1la

planta y en diferentes momentos tras la germinacién de las semillas.,
El extracto utilizado tenfia una relacién 1:1 (p/v) y los resultados

se expresan como dpm/mg proteina. Media de dos repeticiones.



Curva patrén de acido giberélico

Concentracién Molar 1077 1078 107> 1074
% elongacién
respecto al blanco 124,40 145,83 243,45 364,29
% respecto Concentr. % respecto Concentr.
Ne¢ fraccién al blanco (M) Ne¢ fraccién al blanco (M)
118,45 107086 17 118,45 1076:85
3 117,86 1076:86 18 113,69 107691
*4 149,40 1078144 19 116,67 107686
*5 125,60 107978 ¥20 123,21 107680
116,67 107686 21 111,31 107095
7 111,31 1076192 22 103,93 1076:98
8 111,90 1070,92 23 111,31 106,92
9 112,50 1076:92 *24 130, 36 1076:48
10 111,31 107,92 25 108,93 1076:98
11 113,69 107091 26 113,10 1076:92
12 114,83 107690 27 120,83 107684
13 116,67 1076,86 28 111,31 1076:92
14 122,62 1076192 29 119,64 1076+84
15 113,10 1076192 *30 127,38 107,76
16 116,07 107,88

* Picos de méxima actividad giberelinica.

Tabla 7.~ Experiencia previa.

Resultados del bioensayo de arroz enano Tan-ginzobu utilizando como material ve

getal semillas de. Pharbitis nil. Los datos representan la media de 7 repeticio-

nes.

‘v



Patrones Muestras

Concentracién % respecto % respecto  Concentracién en
(M) al blanco Diluciones al blanco el extracto (M)
1077 116,7 1/16 114,0 1076:72
107° 164,5 1/8 107,0 107,98
107 265,1 1/4 106,5 1076:98
1074 345,7 1/2 110,2 107095
1 140,3 107658

Tabla 8.- Experiencia previa.

Resultados del biocensayo de arroz enano Tan-ginzobu utilizando como
material vegetal plantas de girasol. Los resultados representan la

media de 10 repeticiones.



Tabla 9 . 12 Experiencia: Actividad peroxidasica en hojas (4D.0. 460nmfnin % g p. fresco hoja. .). (*): H: Hojas infiltradas

con agua destilada; B= hojas infiltradas con B (15 ppm).

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= S5 ppm
Diag o 7 14 21 28 -0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.|H(®*} B H B H B H B H B H B H B H B H B H B H H H H H

i 23 28 {.60 48 (290 442 |75 70 63 65 30 38 88 95 54 69 92 110 68 85 23 89 80 73 82

=
-4
N
O

36 {118 108 ;282 263 |59 50 70 70 47 46 74 54 83 103 58 80 104 130 80 55 66 62 1291

o)
—
-t

27 19 63 60 83 79 | 68 75 (61 167 37 49 34 45 227 197 (131 1851 81 74 29 | 41 101} 98 {106

IV 26 26 | 174 210 | 124 85 Y446 256 (155 158 174 163 66 47 63 51 83 981 76 81 32 70 58 62 84

Andlisis de la Varianza para la actividad peroxidéasica.

I.- a) Considerando sélo los Ttos. deficiente ¥y normal (infiltradas con Boro): No existen diferencias significativas entre
la actividad de hojas infiltradas con agua e infiltrads con B.

b) Considerando los tres tratamientos, no existen diferencias significativas ni entre los tratamientos ni entre las recogidas.



Tabla 9 .- (Cont.).

Andlisis de la varianza para la actividad peroxidasa.

Fuenté de variacidn g.1l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 19956, 3683 9978,1842 1,87 N,S.

* Tiempos 4 49043, 8052 12260,9513 2,30 N.S.
Interaccidn ‘
Tiempos—tratamientos 8 43128,9301 5391,1162 1,01 N.S.
Bloques 3 9881, 5421 .3293,8474

e e e sevsesconse s o ewoescecacse

Error

ae s e ecscssccovsevosccsose

223611,8524

P Y R R I AP S I I A A I A I IR IR N R IR A I I R R -

5324,0917




Tabla 10, 12 Experiencia: Actividad catalasa en hojas (}1moles H

con agua; B= hojas infiltradas con solucién de B (15 ppm).

2O2 destruidos) min. g p. fresco hoja). (*)H: hojas infiltradas

B= 0,05 ppm B= 0,5 pom B= S ppm
Diad 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 14 21 28
Rep.iH({*) B H B H B8 H B H B H 2 H B H B H B H a8 H H H H t
i 0,87 0,66,2,44 3,55|3,68 3,97:3,11 3,11/4,83 5,05(|1,74 2,48 3,15 3,44[2,90 3,56 4,64 3,88|4,80 5,13{10,79 1,12}3,39{ 5,34 6,54
11 a,70 1,61!2,15 2,69|5,09 3,89 3,97 4,35! 6,09 6,58}|1,49 1,41 2,98 3,23 4,31 4,26 4,76 3,56, 5,84 4,80112,48 2,77;4,26] 4,14 6,83
11142,36 1,70 2,40 2,193,31 4,262,86 3,31!6,21 6,501} 2,40 6,5Q 2,65 2,40 6,02 3,15 4,35 4,51 6,67 6,09]]1,9 3,52:i4,64{ 4,39| 6,33
Iv |[|1,04 1,28 4,47 4,31} 3,85 4,10 4,89 4,47 6,13 6,09|} 2,24 1,57 2,69 2,90t 2,69 2,90 4,35 4,97{7,16 6,54 {{1,8613,02 |4,43/4,89{5,13
X 1,49 2,87 3,98 3,71 5,82 1,97 2,87 . 3,23 4,53 6,12 1,76{2,61 14,18{4,70(6,21




Tabla 10.- (Cont.).

Anilisis de la varianza para la actividad catalasa.

Fuente de variacién g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 1,0156 0,5078 1,06 N.S:.
Tiempos 4 127,0348 31,7587 66,37 P< 0,001
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 8 4,2120 0,5265 1,10 N.S.
Bloques 3 4,1500 1,3833

ee s e secsesccssssvecsvon s e eceesssscocecacn

Error 42 20,0987

ooooooooooooooooooooo




Tabla 10.- {(Cont.).

Andlisis de Varianza para la actividad Catalasa.

I.-a) Considerando solo los tratamientos deficiente y normal (que habfan sido infiltrados con boro).

No existen diferencias significativas entre las actividades de las hojas infiltradas con boro y las

infiltradas con agua.

b) Considerando los tres tratamientos.

Diferencias entre: Significacién
Tiempos P<0,001
Tratamientos —
Interaccidn

Tiempos—-tratamientos -

II.~ Considerando el tiempo O como valor 100.

Diferencias entre: Significacién
Tiempos 0,01
Tratamientos PL0,05
Interaccidn

Tiempos-Tratamientos -

Nivel de significacién entre 1las diferentes recogidas

(expresadas como n? de dias de permanencia en solucién

diferencial).

0 7 14 21
7 P<0,001 - - -
14 P<0,001 P<0,001 - -
21 P<0,001 P<0, 001 P<0,01 -
28 P<0,001 P<0,001 P<0,01 P<0,01

Nivel de significacién entre las diferentes recogidas

(expresadas como n? de dias de permanencia en solucién
diferencial de B).

7 14 21

14 N.S. - -~
21 P<0,05 N.S. -
28 p£0,01 P<0,05 N.S.

Nivel de significacién entre los distintos tratamientos

de B (expresadosrcomo ppm de B en solucidn).

0,05 0,5 5
0,5 p £0,05 - -
5 N.S. N.S. -

III.- Considerando el tratamientos normal (0,5 ppm de B) como valor 100, no"existen diferencias significativas ni

entre los tiempos ni entre los tratamientos.



* P< 0,05
#+ P< 0,01
**% P< 0,001



Actividad catalasa

Fig.
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diferenciales (12 recogida: to= 100).
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Tabla 11 _ 12 Experiencia: Actividad AIA-oxidasa en hojas (aD.0. 252nm/min. g p. fresco hoja): (*) H: hojas infiltradas con
agua; B: hojas infiltradas con solucién de B (15 ppm).
B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm
Diad 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 21 25
RepJ{H(*) B {# B [ H Bl H B| H B H B | H B | H B H B| H B H H H | H
1 11306 2,69/3,33 3,66/3,03 3,45/2,58 3,12| 3,39 2,78|2,20 2,40|3,45 2,65(3,42 2,67 2,91 2,71|2,61 3,87 ||2,51{4,53 3,39/3,18
1 [|567 3,81/3,81 2,743,93 3,18(3,30 2,73/4,71 3,96|!241 2,15|2,99 3,45 (3,93 3,48|2,46 3,54 4,02 3,81 {[2,6314,11 3,39 |4,50
- |
I11(;2:56 2,982,69 2,9913,33 4,08/3,60 4,11|3,84 4,2912,69 2,36|3,75 3,12|2,96 2,52|3,54 2,25|2,94 2,58 3,51 (3,65 3,7213,90
v 112,932,8%52,90 3,3613,09 3,42 3,14 3,03 2,49 3,48|2,11 3,08 3,45 4,26 (3,48 2,88|2,73 3,15 |2,43 3,84 {2,2713,90 3,96 4,29 |
X 3,56 . |3,18 3,35 3,14 3,61 2,35 3,41 _ 3,45 - 2,01 3,00 2,7314,05 3,62{3,97




Tabla 11.- (Cont.).

Anilisis de la varianza para la actividad acido indolacético-oxidasa.

Fuente de variacidn g-1. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 1,7508 0,8754 2,27 N.S.
Tiempos 4 3,7281 3 0,9320" * 2,42 N.S.
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 8 7,2903 1,8226 2,37 P< 0,001
Blogues ... TR X - JUUUUUR OO Pt SO PPSPPPRRR

Error 42 16,1665 0, 3849




Tabla 11.- {Cont.).

Andlisis de la Varianza para la actividad AlA-oxidasa.

I.-a) Considerando solo los tratamientos deficiente y normal (que habian sido infiltrados con boro):

No existen diferencias significativas entre las actividades de las hojas infiltradas con boro y las

infiltradas con agua.

b) Considerando los tres tratamientos:

Diferencias entre: Significacién
Tiempos ’ -
Tratamientos -
Interaccién

Tiempo-tratamientos pP<0,001

II.- Considerando el tiempo O como valor 100.

Diferencias entre: Significacién
Tiempos N.S.
Tratamientos P<0, 001

- Interaccién

Tiempos-tratamientos N.S.

III.-Considerando el tratamiento normal (0,5 ppm de B)

tiempo ni entre tratamientos.

Estudio de la interaccién tiempos (dias de permanencia

en solucidén diferencial de B)-tratamientos (ppm de
B en solucién).
Tratamientos 0,05 0,5 S
Tiempos
0-14 - P<0,05 -
7-14 - - P<0,05

Nivel de significacidén entre los diferentes tratamientos

de B (expresados como ppm de B en solucién).

0,05 0,5 5
0,5 P<0,01 - -
5 P<0,01 N.S. -

como valor 100. No hay diferencias significativas ni entre
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Fig. VI.— Evolucién en el tiempo de la actividad ATA-oxidasa

en las hojas para cada uno de los tratamientos.



2 44 7 €

60 28 |

% 200 4

£ 21 ~

£ . e

g * o

N g

o o . 7

oS 34 § 150 _ 28

a ; X

S 0 = 21

g ¢ g

o] kel

ko] el

% 5 , 14

.l’ :‘: Fo71007 ‘ log 0,5 log S

i 2 log 0,05 & % og

< 2 ¥* % — N

- - g ¢ ®ie >

o ke

S s

> 7 e

4 2

2 < 50 -

>~ T ‘ —
log 0,05 log 0,5 log 5
Fig. VII.- Efecto de los Ttos. de B (log de la concentra Fig. VIII.- Efecto de los Ttos. de B (log de la concentracidn

cién de B en la solucidn nutritiva) sobre la de B en la sol. nutritiva) sobre la actividad AIA
actividad AIA oxidasa en hoja segin los dias —-oxidasa en las hojas de cada una de las recogidas
de permanencia en sol. diferencial (interac- (% respecto a la actividad existente en la 12 reco

cidén Tiempo-Ttos.). gida-t = 100).



Tabla 12 . 22

Experiencia: Actividad polifenol oxidasa (PPO) en hojas (4D.0. 370 nm/min. g p. fresco). (*) H: hojas infiltradas
con agua destilada; B: hojas infiltradas con solucién de B (15 ppm).

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm

B= 5 ppm
Diag 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.{H(*) B H B H B H B H B H B H B H B H B H B H H H H H

1 {bo,6 19,0/20,6 22,6{21,0 21,6|19,6 18,8 21,2 18,6|18,2 17,6 |33,1 33,5 22,2 21,6 23,8 23,8 |20,0 17,6 |p4,8{35,0 p0,8 |31,2 |29,2

1T 12,6 15,44 29,0 24,4{17,6 18,0 16,8 20,46 19,0 17,2{19,8 19,4,23,4 22,8 (24,6 23,2127,6 28,4{16,8 18,0 |124,2|53.3 p9,2 {24,2(18,8

-

26,0 25,4 21,2 22,§ 22,2 23,820,2 22,4{19,6 17,6 |{19,8 19,4|21,4 22,8 |24,4 25,0{30,6 31,0{19,2 19,4 {{17,2|29,6 b2,4{33,8]|21,6

15,4 14,8 27,8 26,8 26,4 27,8(14,4 14,018,6 21,8 ||23,2 21,8

20,0 27,6|16,0 14,6|19,8 22,6|22,2 21,4 ||22,0{37,2 p9,2!29,0]|21,6

>

18,7 18,7| 24,7 24,1|21,8 22,8/17,7 19,0{19,6 18,8]|20,3 19,6

24,5 26,7 (21,8 21,1|25,5 26,5(19,6 19,1 |[22,0]38,8 |25,4|29,6|22,8




Tabla 12.- (Cont.).

Analisis de la wvarianza para la actividad polifenol-oxidasa.

Fuente de variacién g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacién
- Tratamientos 566,293 283,1465 12,68 P<£ 0,001

Tiempos 4 632,206 158,0515 6,80 . p<0,001

Interaccidn ,

Tiempos—tratamientos 8 347,596 43,4495 1,87 N,.S.

Blogues 3 AU -FY- .~ 4,914 ...

Error 42 976,343 23,2463




Tabla 12.- (Cont.).

Anadlisis de la Varianza para la actividad PPO.

I.-a) Considerando solo los tratamientos deficiente y normal {que habian sido infiltrados con boro).

b) Considerando los tres tratamientos.

Diferencias entre: Significacién
Tiempos P£0,001
Tratamientos P<0,001
Interacciodn

Tiempos-tratamientos -

II.-Considerando el tiempo O como valor 100. No existen

ni entre las distintas recogidas.

Nivel de

significacién entre las diferentes recogidas

(expresadas como n? de dias de permanencia en solucién

diferencial de B).
0 7 14 21
7  P¢0O,001 - - -
14 P<0,05 P<0,01 - -
21 P<0,01 P<0,01 N.S. -
28 N.S. pP<0,001 P<0,05 pP<0,01

Nivel de significacién entre los diferentes tratamientos

(expresados como ppm de B en solucién).

0,05 0,5 5

0,5 0,10>p>0,05 - -

5 P<0, 001 P<0,001 -
diferencias significativas entre los

III.-Considerando el tratamiento normal (0,5 ppm de B) como 100.

Diferencias entre: Significacidn
Tiempos -
Tratamientos P 0,001
Interacciédn

Tiempos~tratamientos -

tratamiento de

B
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Repeticiones

Tabla 13 .- Contenido en o-difenoles de la 22 experiencia, como Jg ac. cafeico/g p. fresco.

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= S ppm
Dias 0 14 ' 21 28 0 14 21 28 0 14 21 28
I 59,52 69,22} 95,07| 77,22 63,26 58,56 1.06,91111,36] | 38,41 72,92[04,41 91,50
II 51,92 78,06|100,47% 98,97 64,64 80,25 | 94,04 98,60 | 56,74 61,35{90,18(127,71
III 62,34 69,60(112, | 104,82 48,42 73,60 | 95,23 74,73] | 58,40 127,31 101, 92 (114, 39
Iv 57,17 76,70} 88,41 {119, 33 56,21 84,98 | 91,84 87,81} | 37,01 88,88197,681110,76
X 57,81 73,40|99,06|100,09 58,13 74,34 197,00]93,16 | 47,64 87,62(98,55 111,09




Tablal3 .- (Cont.).
Andlisis de la varianza para el contenido de o-difenoles en las hojas utilizadas para medir actividad polife

nol oxidasa (22 Experiencia).

Fuente de variacidn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 190,39 95,20 0,46 N.S,
Tiemﬁos 4 17584,68 - 4396,17 21,27 ' P<0,001
Interaccion 7 '

Tiempos—tratamientos 8 . 1552,32 194,04 0,94 N.S,
Bloques 3 420,49 140,16

€ 6 6 05 50 6520000660600 e0e000eeessesssssssssosse

Error 42 8680,18 206,67




Tabla 13.- {(Cont.).

Analisis de Varianza para el contenido en o-difenoles en la 2% experiencia.

1.-
Diferencias entre: Significaciébn Nivel de significacién entre las distintas recogidas
Tiempos P<0,001 . (expresadas como n? de dfias de permanencia en solucién
Tratamientos - diferencial de B).
Interaccidn 0 7 14 21
Tiempos-tratamientos - 7 PCO,01 _ _ B

14 P<0,01 N.S. + . -

21 P<0,01 N.S. N.S. -

28 P<0,01 N.S. N.S. N.S.

II. -~ Considerando el tiempo O como valor 100. Nivel de significacién entre las. distintaé recogidas
Diferencias entre: Significacién (expresadas como n? de dias de permanencia en soluciones
Tiempos P<0,001 diferenciales de B).

Tratamientos pP<0,001 7 14 21

Interaccidn 14 P<0,01 - -

Tiempos—tratamientos - 21 P<0,01 P<0,05 _
28 P<0,01 P<0,05 N.S.

Nivel de significacién entre los tratamientos de B (ppm

de B en solucién).

0,05 0,5 5
0,5 N.S. - -
5 P¢<0,001 P<L0,001 -

III,_ Considerando el tratamiento normal (0,5 ppm de B en solucién) como valor 100. No existen diferencias significati-

vas ni entre los tratamientos de B ni entre las distintas recogidas.
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Tabla 14- 32 Experiencia: Actividad glucosa 6P-deshidrogenasa en hojas (nmoles NADPHg/min. g p.fresco hoja). (*) H: hojas infil-

tradas con agua destilada; B: hojas infiltradas con sol. de Boro (15 ppm).

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dfad| O 14 21 28 0 7 14 21 28 07 1a 21 28
Repqlu*) B | v B |w B |w 8lw Blin slw Blwu Blwuw Bluw slulnlulul s
. 1l212 184l269 239 {245 263 {485 403|336 336 || 174 187|288 334 {197 269 (497 514 [307 354 || 150{187 |380|514 |316
17 || 144 156/191 165 [342 322 | 444 421|149 210 || 151 128{184 168 199 193 [395 392 (231 254 || 211|246 |345jae8 (430
rrr|| 284 195/306 352 |202 280 |284 284|391 372 [[ 260 223|174 203 |239 269 |324 132 |285 323 || 187[186 |301|362 400
v || 270 285|248 226 |309 340|380 430|323 304 || 197 212|187 187 [310 292 [324 310 [328 342 || 197)303 435371 |a20
X || 228 254 297 398 300 196 208 236 385 288 186|231  }365}429 1392




Tabla 14.- (Cont.).

Anilisis de la varianza para la actividad glucosa-6-P-deshidrogenasa.

Fuente de variacidn g.1l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacion
Tratamientos 2 -33706,4 16853,2 4,31 P<L 0,001
Tiempos ' ‘ .4 305209,0 76302,3 19,51 : P £0,001
Interaccidn |

8 37221,5 -.4656,4 1,19 N.S.

Tiempos-tratamientos

Blogques 3 10243,7 3414,6

eeseeesesecsesconcsssoece e 6 6 4 6 0 0606680668 060°6e6o6oeenesesss0esso°osesososacsesorosrnodsresssassssse

Error 42 164265,3 - 3911,1




Tabla 14.- (Cont.).

An&lisis de Varianza para la actividad glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa.

I.-a)~Considerando solo los tratamientos deficiente y normal (que habian sido infiltrados con boro).

No existen diferencias significativas entre las actividades de las hojas infiltradas con B y las

infiltradas con agua.

. . Nivel de significacién entre las diferentes recogidas
b) Considerando los tres tratamientos. g g
(expresadas como n? de dias de permanencia en solucién

Diferencias entre: Significacidn
Tiempos P<O, 001 diferencial de B). _
Tratamientos . P<0,001 0 7 14 21
Interaccién 7 N.S. — —~ ~
Tiempos-tratamientos - 14 0,001 P<0,01 - -

21 P<0,001 P<0,001 pP<£0,001

28 p<0, 001 P<0,001 N.S. 0,01

Nivel de significacién entre los diferentes tratamientos
de B (ppm de B en solucién).
0,05 0,5 5
0,5 P<0,05 - -
5 P<0,05 P<0,01




Tabla 14.- (Cont.).

II.-Considerando el tiempo O como valor 100.

Diferencias entre: Significacidn Nivel de significacién entre las distintas recogidas
Tiempos P<0, 001 (expresadas como n? de permanencia en soluciones diferen-
Tratamientos . p<0,01 ciales de B).

Interaccién 7 14 21

Tiempos—tratamientos - 14 P<O,05 _ _

21 pP<0,001 P<0,01 -
28 P£L0,05 N.S. P<0,01

Nivel de significacién entre 1los tratamientos de B

(ppm de B en solucién).

0,05 ~ 0,5 5
0,5 N.S. - -
5 P{0,01 p<0,01 -

III.- Considerando el tratamiento normal (0,5 ppm de B en solucién)como valor 100: No existen diferencias significati

vas ni entre los tratamiento de B ni entre las recogidas hechas a lo largo del tiempo.
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Tabla 15_ 32 Experiencia: Actividad 6-P-gluconato-deshidrogenasa en hojas (n moles NADPHE/min. g p. fresco hoja). (*) H: hojas
infiltradas con agua destilada; B: hojas infiltradas con sol. de Boro (15 ppm).
0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm

Dias 0 14 21 28 0 14 21 28 7 14 21 28
RepJ|H(*) B H B H B H B H B H B H B H B H B H B H H H H
I 497 453|531 465 |574 588 [531 497 | 690 722 429 444 | 617 649 | 405 470 651 680 | 766 818 400 | 405 | 552 } 559 | 792
11 374 3571424 391 584 523 (518 511 {558 605 ||412 388 | 474 446 | 429 444 | 475 480 | 637 681 485 | 528 | 656 | 605 | 874
III|} 367 357({603 600 {523 492 1441 461 | 830 825 451 451 | 456 506 | 475 492 | 644 504 | 622 608 386 | 456 1567 | 644 | 796
Iv 528 5471487 480 [506 545 {627 670 | 661 666 395 4411 434 451 {470 485| 557 562 | 685 743 11388 | 586 {673 | 598 | 767
X 442 511 547 529 . 685, 422 495 445 607 678 415 | 494 (612 | 602 | 807




Tabla 15.- (Cont.)

Analisis de Varianza para la actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa.

I.a) Considerando solo los tratamientos deficiente y normal (que habfan sido infiltradas con B):

No existen diferencias significativas entre las actividades de las hojas infiltradas con B y las infil

tradas con agua.

b) Considerando los tres tratamientos

Diferencias entre: Significacién
Tiempos P<0,001
Tratamientos P<0,05
Interaccidn

Tiempos-tratamientos P<0,05 "

Estudio de la interaccidén Tiempos x Tratamientos:

Nivel de significacién entre los tratamientos de B Nivel de significacién entre las recogidas (n? de dias en solu

(ppm de B en solucidn) segin el tiempo de permanen cidén diferencial) segin el tratamiento de B (ppm de B en solu-

cia en solucidén diferencial. cidén).
0,05-0,5 0,5-5 0,05-5 0,05 0,5 5

N.S. N.S. N.S. 0-7 P<0,01  P<0,01 P<0,01
7 N.S. N.S. N.S. 0-14 P<0,001 N.S. . P<0,001
14 P¢0,001  P<0,001  P<0,01 0-21 P<0,01  P<0,001  P<0,001
21 P<0,01 N.S. P<0,01 0-28 P<0,001 P<0,001  P<0,001
28 N.S. P<0,001  P<0,001 7-14 PC0,05  P<0,01 P<0, 001
R 7-21 N.S. P<0,001  P<0,001
b 7-28 PC0,001 P<0,001  P<0,001

14-21 N.S. P¢0,001 N.S.

14-28 P¢0,001 P<0,001 P<0,001
21-28 P<0,001 P<0,001 P<0,001




Tabla 15.~- (Cont.).

Analisis de la varianza para la actividad 6-P-gluconato-deshidrogenasa.

Fuente de variacidn g-l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacién
Tratamientos 2 35022 17511 3,70 P< 0,05
Tiempos 4 586943 146735 31,04 p<0,001
Interaccidn

Tiempos—-tratamientos 8 81646 10205 2,16 P<L£0,05
e e B e [ L eeeeeaeaaa.
Error 42 198575 4227




Tabla 15.- {(Cont.).

I1.-Considerando el tiempo O como valor 100.

Diferencias entre: Significacidn
Tiempos P<0,001
Tratamientos P<0,01
Interaccidn

Tiempos-tratamientos

II11.-Considerando el tratamiento norral (0,5 ppm de B en

Nivel de significacién

entre las recogidas, expresadas

como tiempo de permanencia en soluciones diferenciales

de B.
7 14 21
14 N.S. _- -
21 N.S. N.S. -
28 P<0,001 XK0,01 pP<0,01

Nivel de significacidn
B en solucidn).

0,05 0,5

entre los tratamientos (ppm de

0,5 = -

Diferencias entre: Significacién
Tiempos pP<0,01
Tratamientos -
Interaccidn

Tiempos-tratamientos

5 0,05 P{0,05

solucién) como valor 100:
Nivel de significacién
expresadas como n? de

diferencial de B.

entre las distintas recogidas,

dias de permanencia en solucidn

7 14 21
14 pP<0,01 -
21 N.S. pP<0,01 -
28 N.S. P<0, 05 N.S.
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Actividad 6-P-gluc-DH (en % respecto a Tto.0,5)
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Tabla 16 .~ Contenido en o-difenoles de la 32 experiencia, como Hg ac. cafeico/g p. fresco hoja.

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm

Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 1Y) 7 14 21 28

I 46 120 | 136 136 173 74 178 123 149 236 84 95 155 141 224
s 11 88 94 { 276 126 145 65 59 103 113 163 69 127 157 197 (264
o
o
5 IIX 23 | 146 {101 7} 163 303 136 | 113 | 105 | 175 | 234 71 1167 | 164 | 160 |240
o
+2
8_ Iv 119 87 | 114 237 183 114 147 136 150 275 83 127 150 159 {258
o

X 69 112 | 157 167 201 97 124 117 147 227 77 127 157 164 | 247




Tabla 16 .- (Cont.).

Analisis de la varianza para el contenido de o-difenoles

glucosa-6-P-DH y 6-P-gluconato-DH (32 Experiencia).

en las hojas utilizadas para medir las actividades

Fuente de variacidn g.1l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2279 .1139 0,68 N.S.
Tiempos 134443 33611 19,97 P<£ 0,001
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 8 9349 1169 0,69 N.S.
Bloques 3 4644 1548

Error 42 70693 1683




Tabla 16.- (Cont.)}.

Andlisis de Varianza para el contenido en o-difenoles en la 3% experiencia.

T.-

Diferencias entre: Significacidn Nivel de significacién entre las recogidas, expresadas
Tiempos P<0,001 como n? de dias de permanencia en soluciones diferenciales
Tratamientos - de B.

Interaccién 0 7 14 21

Tiempos—-tratamientos - 7 P<O;05 _ _ _

14 pP<0,01 N.S. - -
21 pP<0,01 P<0,05 N.S. -
28 P<0,001 XO0,001 XO0,01 P<0,01

II.- Considerando el tiempo O como valor 100. No existen diferencias significativas ni entre las diferentes recogidas

ni entre los tratamientos de B.

TOI.- Considerando el tratamiento normal (0,5 ppm de B en solucidn) como valor 100.

No existen diferencias significativas ni entre las recogidas ni entre los tratamientos de B.
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Tabla 17.- 42

Experiencia: Actividad fenilalanina amonio-liasa en hojas (unidades/g peso fresco). (*) B adicionando B a la mezcla

de reaccidn.
B= 0,00 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm

Dias 7 14 21 28 7 14 21 28 7 14 21 28
Rep.]| H (*)B] B B |H B H B H B |H B H B H B H B H B H B |H B

I 52,3 46,7 | 61,4 59,2(94,9 92,1|39,5 47,0{18,1 44,3{38,0 68,8 74,6 59,6 (35,4 60,7{{30,2 36,7|101,1 123,3|110,0 93,5 121,6 73,5
II ||38,1 36,2 | 84,6 62,2147,0 60,1|45,9 64,3|1L9,6 60,9/61,0 26,8|34,1 63,0 |61,6 33,6|[26,8 48,7| 93,1 61,2| 84,8 45,2| 53,5 67,8
IIT | 51,7 45,2 | 65,2 92,8(84,2 87,0|53,2 31,9|106,2 97,8/ 76,2 92,0/ 59,2 61,7(95,9 49,6/[70,5 79,6(122,1 87,6 73,2 67,3| 63,2 79,8
v 41,3 52,6 | 43,4 21,7|100,0 76,3}25,6 51,3|p7,1 88,8]59,4 45,7 36,7 96,9 (47,6 52,9{(37,2 64,5 56,7 51,8 73,4 82,5| 67,0 83,8
X |ps,8 45,2 |63,6 59,0(81,6 78,9(41,1 48,6|F2,7 72,9|58,6 58,3|51,1 70,3 (60,1 49,2|l44,2 57,4(93,3 81,0| 85,3 72,1| 76,3 76,2




Tabla 17.— (Cont.)

Anidlisis de la varianza para la actividad fenilalanina amonio-liasa.

Fuente de variacidn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacién
Tratamientos 2 4377,58 . 2188,79 5,31 P<0,01
Tiempos 6441,33 2147,11 5,20 P <0,01
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 6 6958,74 1159,79 2,81 . P< 0,05
B(+) - B(-) 55,41 55,41 0,13 N.S.
Interaccidn

Ttos.—(B{(+) - B(-)) 2 383,63 191,82 0,47 N.S.
Interaccidn

Tiempos (B(+) - B(-)) 3 1007,98 335,99 0,81 N.S.
Interaccidn

Ttos.-tiempos —(B(+) -B(-)) 6 1687,50 281,25 0,68 N.S.
Bloques BB B

Error 69 28474,58 412,68




Tabla 17.- (Cont.)

Andlisis de Varianza para la actividad Fenilalanina amonio-liasa.

I.
a) No existen diferencias entre las actividades enzimdticas obtenidas adicionando B a la mezcla de reaccién y sin adicionar.

b) Diferencias entre: Significacién Estudio de la interaccidn entre tiempo (dias
Tiempos --. P<0,01 v de permanencia en solucidén diferencial de B) y
Tratamientos P<0,01 Tratamientos (ppm de B en solucién).
Interaccidn

P<0,05 .
Tiempos~tratamientos Tiempos 7 14 21 28
Tratamientos
0,00-0,50 - - - -
0, 50-5,00 - P<0,05 - P<0,01
0,00-5,00 - P<0,05 - P<Q,01

7-14 7-21 7-28 14-21 14-28 21-28

0,00 - P<0,01 - - - P<0,05
0,5 - - - - - _
5 P<0,01 P<0,05 P<0,05 - - -

IITI.Considerando el tratamiento normal (0,5 ppm de B) como valor 100.

No hay diferencias significativas ni entre tiempos ni entre tratamientos.



Actividad PAL en hojas (unidades/g p.f.)

Fig. XXXI.- Evolucién en el tiempo de la actividad fenilalani

90

80+

70

60|

504

— Pt Tto.5

Dias en sol.

Y T
7 14

1
21

-V diferencial
28

na amonio -liasa en hojas para cada uno de los tra

tamientos.

Actividad PAL en hojas (unidades/g p.f.)

90

14
P
!
80+ I // 2l a
\ e
\ /7
\ // /h
;
70 \ / / «
\ / / ¥*
N it
< Yy *
: PR
* e /
/ * \\~
7/ / N
/ L N
. * v s N
50~ 4 7 AN oy
L/ ” 7
”
v o -
40 4
7
{.7/&1
T 1 Y
log 0,05 log 0,5 log 5

Fig. XXXII.- Efecto de los Ttos. (log de la concentracién

de B en la sol. nutritiva) sobre la activi-—-
dad fenilalanina amonio-liasa en hojas segin
el n? de dias de permanencia en soluciones -

diferenciales de B.



Repeticiones

Tabla 18 .- 42 Experiencia. Contenido de o-difenoles en hojas (expresado como ng de acido cafeico/g p.fresco).

B= 0,00 ppm B= 0,5 ppm B= S ppm
Dias 0 7 - 14 ' 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
I 203 207 | 146 257 404 145 188 140 222 219 148 219 166 188 239
I1 176 220 | 174 311 609 190 201 142 184 243 192 ‘ 208 214 207 236
I1I 243 205 | 148 '| 290 662 227 375 208 216' 207 225 335 202 237 213
v 237 186 | 154 198 339 265 240 183 235 167 202 273 154 278 267
X 215 205 | 156 264 504 207 251 168 214 209 192 259 184 228 239




Tabla 18.- (Cont.).

Analisis de la varianza para el contenido de o-difenoles en las hojas utilizadas para medi

(42 Experiencia).

Fuente de variacidn

Suma de cuadrados Media de cuadrados

r actividad PAL

Significacidn

Tratamientos

P<£ 0,001

Tiempos

143781,70 35945,43

P £ 0,001

Interaccidn

Tiempos—-tratamientos

186043,13

Bloques

----- ees eeveasscccscsvncs

s e ecv e ccccssse

115596, 40

-----------------------------------------




Tabla 18.- (Cont.).

Analisis de Varianza del contenido de o-difenoles en hojas (42 Experiencia).

I.

a) Diferencias entre: Significacién Estudio de la interaccién tiempos (dias de permanencia en
Tiempos P<0,001 solucidn diferencial de B). Tratamientos (ppm de B en solu
Tratamientos P<0,001 cibn).

Interaccién P<0, 001
Tiempos-Tratamientos Tiempos 7 14 21 28
Tratamientos
0,00-0,50 - - - P<0,001
0,50-5,00 - - - -
0,00-5,00 - - - P<0, 001

0-7 .0—14 0-21 0-28 7-14 7-21 7-28 14-21 :14-28 21-28
Y] C - - - P<0,01 - - P<0,001L P<0,05 P<0,001 P<0,00L

% - - - - - - oo

5 - - - - - - - - - -




Tabla 18.- (Cont.)

II) Considerando el tiempo O como valor 100.

Diferencias entre: Significacién Tiempos 7 14 21 28
Tiempos P<0,001 Tratamientos

Tratamientos P<0,05 0,00-0,50 - - - P¢0,01
Interaccidn 0,50-5,00 - - - -
Tiempos—-tratamientos P<0,01 0,00-5,00 - ~ - P<0,01

7-14 7-21 7-28 ~  14-21 14-28 21-28

- - P<0,001 - P<0,001 P<0,001
0,5 - - - - - -
III) Considerando el tratamiento normal (0,5 ppm de B) como valor 100.
Diferencias entre: Significacidn Tiempos 0 7 14 21 28
Tratamientos P<0,01 Tratamientos

0,00-5,00

P<0,001
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1 . s s . .
4C—ent—kaureno a partir de 14C--ac1do mevaldnico en tallos. (Expresado como dpm/

Tabla 19.- 52 Experiencia. Biosintesis de
g.p. fresco). (*) B: Adicionando B a la mezcla de reaccidn.
B= 0,00 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm

Dias (o} 7 14 21 28 0 7 14 21 28 7 14 21 28
Rep. H (*)B H B H B H B H B H B H B H B H B H B H H H H

I 744 250016150 2560| 456 0| 902 1420 20 112l Pa42 22412420 774 832 1078|2638 2740| 778 1474 85512726 6338|2638 O
I1 3820 1204 870 1976 0} 0] 530 a28l6534 438|| 531 2409] 104 380[2536 6182| 626 234 704 1830|{ 89711384 361340212234
I11 4335 9853 296 202]1222 011206 860 0 O 1796 - 36 - 0 91816204 3446 v582 536 - 12968 194{5996| 986
v 9080 57815266 43920 0 1388 140 46218556 2738/ | 550 9940|1962 272 0 556{1019 - 2486 986| 2756|6574 3327968 484




Tabla 20 .- 52 Experiencia. Actividad giberelinica en los 20 cm superiores del tallo medida a través del bio

ensayo del arroz enano "Tan ginbozu". Los resultados se expresan como % de incremento en elonga-

cidn respecto al blanco.

Repeticiones

B= 0,00 ppm . B= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0 7 14 ‘ 21 28 0 | 7 14 21 28 0 7 14 21 28
I 105,6 106,2]105,0{107,1 (108,6 93,7| 90,3 109,3 {117,9{114,3 88,9 102,9{112,9i 107,1} 107,1
11 01,4 f111,1}105,7,108,5/108,6 102,8(104,2]107,1 |114,3{101,4 87,5 130,7 (100,0{106,7|117,1
111 105,6 107,5;1100}116,4 {105,7 92,4 1100,0 [112,1 15,0 {114,3 94,4 198,6 ]116,4 [102,9(124,3
v 106,9 [102,1|1129{121,4}116,4 99,3(104,2/107,1 |130,7 |100,0 | |104,2 [LO1,4 {108,6|105,7{112,9
X 104,7 [106,7(108,4]113,4(109,8 97,1 99,7{108,9 119,5 |107,5 93,8 }08,4 109,5{105,6|115,4




Tabla 20.- (Cont.}.

Andlisis de la varianza para la actividad giberélica.

Fuente de variacidn g.1l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 58,1380 29,0665 0,63 N.S.
Tiempos ' 4 1544,6916 386,1729 8,42 | p¢10~4
Interaccidn

Tiempos—tratamientos . 8 886,3225 110,7903 2,42 P< 0,05
Bloques 3 115,2169 38,4056

ceoscseemecsecssescsessssessssesoscossessescet e 1T eceanccsncncces Pl e e cesesccsessnsscsccscccccencse P I .

Error 42 1925,3870 45,8425




Tabla 20.~ {(Cont.).

Analisis de Varianza de la actividad giberélica.

I.-

Diferencias entre Significacidn
Tiempos P\’lO—4
Tratamientos -
Interaccidn

Tratamientos-Tiempos P<0,05

Nivel de significacié
(expresados como n? d

ciones diferenciales)

n entre los distintos tiempos

e dias de permanenciaen solu-

0 7 14 21
7 P<0,05 - - -
14 P<0,01 N.S. - -
21 P<0,01 P<0,05 N.S. -
28 P<0,01 N.S. N.S. N.S.

‘Estudio de la interaccidn entre Tratamientos (ppm de B en solucién) y Tiempos (n? de dias en solucién diferencial de B).

Tiempos 0-7 0-14 7-14 7-21 7-28 14-21 14-28 21-28
Tratamientos

0,00 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.

0,50 N.S. P>0,05 N.S. N.S. P=0,01 N.S, N.S. N.S.

5,00 P<0,05 Px0,01 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.




Tabla 20.— (Cont.).
II.-

Considerando la actividad giberelinica en el tiempo 0 como valor 100.

Diferencias entre: Significacidn. Nivel de Significacidn entre los distintos tratamien
Tiempos - tos (expresados como ppm de B en solucién diferencial).
Tratamientos P<0,01

Interaccidn » v | : _ 0,00 0,50
Tratamientos-Tiempo - 0,50 . P<£0,05 -

5,00 P<0,01 N.S.
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Tabla 21.. 12 Experiencia.

HZO' **Hojas infiltradas con B.

Concentracidén de proteinas (expresada como mg proteina/g de peso fresco. *Hojas infiltradas con

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm
Diag 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.fH * B?"*] H B H B H B H B H B H 8 H B H B H B H H H H
1 2,28 2,34 1,22 1,89 1,87 2,441,25 1,69 (3,90 4,09 |[2,24 2,39 1,98 1,93|1,25 1,60(2,04 0,48{4,44 4,52 {|0,98]0,89 |1,82]2,71 3,69
1 42,21 2,0141,17 1,4142,57 1,73/2,79 2,93! 3,13 3,71{{1,471,43 1,93 2,05|2,98 2,17{2,37 1,46(2,98 1,96 2,2911,32 p,5411,42(6,20
I11|}2,10 2,07 1,94 1,41 1,83 2,471,09 1,29] 6,47 6,52} 2,93 3,081,68 1,572,48 1,48{1,65 2,00{4,34 5,19 |]2,15 1,68 p,75(2,21(3,68
Iv 111,99 1,6 2,35 2,14/ 1,82 2,14 2,23 2,02{5,62 5,52({2,19 1,83 1,74 1,721,76 1,71{1,95 3,24 4,90 3,77 ||3,09|1,39 |2,57 1,94, 4,15
X 245 2,02}1,67 1,71|2,02 2,20{1,84 1,98|4,78 4,96 ||2,21 2,18 1,83 1,82]2,12 1,74/2,00 1,80)4,17 3,86 |[2,1311,32 P,4212,07]4,43




Tabla 21.- (Cont.).

Analisis de la varianza para el contenido de proteinas en las hojas utilizadas para medir las actividades:
catalasa, peroxidasa y AIA-oxidasa (12 Experiencia).

Fuente de variacibn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Sigpificacién
Tratamientos 0,0072 0,0037 0,007 N.S.
Tiempos 4 61,4724 15,3681 29,49 P(lO-6
Interaccidn

Tiempos-tratamientos 8 1,7734 0,2217 0,43 N.S.
Blogues 3 20811 Q8870 et
Error a2 21,8855 0,5211




Tabla 21.- Cont.

Andlisis de Varianza para la concentracién de proteinas en hoja (1* Experiencia).

"b) Considerando los tres tratamientos.

Diferencias entre: Significacién : Nivel de significacién entre las diferentes recogidas
Tiempos F‘<10-6 (expresadas como n? de dias de permanencia en solucidn
Tratamientos - diferencial de B).
Interaccién
Tiempos-tratamientos - 0 U 14 a
7 - - - -
14 N.S. N.S. - -

21 N.S. N.S. N.S. -
28 P<0,001 P<QQa1 0,001 P<0,001




Tabla 21.- (Cont.).

II.- Considerando el tiempo O como valor 100.

Diferencias entre: Significacién
Tiempos !’(10"4
Tratamientos -
Interaccién

Tiempos—tratamientos

Nivel de significacén entre las distintas recogidas
(expresadas como n? de dias de permanencia en solu«

ciones diferenciales de B).

7 14 21
14 N.S. - ' -
21 N.S. N.S. -

28 P<0,01 P<0,01 P<0,01
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Tabla 22.- 2? Experiencia. Concentracién de proteinas (expresada como mg proteina/g de peso fresco.

*Hojas infiltradas con H_.O

2
destilada. **Hojas infiltradas con B.
B=0,05ppm B=0,5 ppm B=5 ppm
Dias 7 14 21 28 0 7 14 21 . 28 7 14 21 28
Rep. | H* B+ H B H B H B H B H B H B H B H B H B H H H H
I 1,51 1,6141,23 1,091,66 1,57(1,55 1,75|1,67 1,83{[1,51 1,58{0,78 0,83 1,51 1,47{1,33 1,59(2,27 2,10{1,69|3,27|1,67|1,61{2,47
II 1,39 1,5410,99 0,99(0,60 0,64}1,54 1,55{1,73 1,83|1,45 1,39{1,19 1,17 1,70 1,52}1,76 1,80(1,91 2,09|[1,54{1,69]|1,54{1,80|2,67
II1 1,13 1,11y1,19 0,95(1,31 1,61}0,87 0,86(1,83 1,86([1,35 1,49]1,24 1,21 1,47 1,47(2,05 2,03(1,99 1,94|[1,40{1,05/0,87|1,69| 2,31
v 1,00 1,36}0,91 1,26|0,42 0,48{1,50 1,67{1,69 1,78|j1,63 1,74]1,26 1,23)0,71 0,67{1,58 1,51/1,%8 2,13|(1,67|2,44|1,77|1,82| 2,41
X 1,26 1,41|1,08 1,07{1,00 1,08[1,37 1,46{1,73 &,83{[1,49 1,5511,12 1,11 1,351,281,68 1,73|1,94 2,07|)1,58]2,11 1,46|1,73} 2,47




Tabla 22.— (Cont.).

Analisis de la varianza para el contenido de proteinas en las hojas utilizadas para medir actividad PPO

(22 Experiencia).

Fuente de variacidn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 3,4536 1,7268 12,76 P{10-4
Tiempos 4,1969 1,0492 7,76 pL10~4
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 8 1,4353 0,1794 1,33 N.S.
Bloques . .iieeeeee... I TP o J1-1 & S Q.2037...... e eemaeeaaaaan
Error 42 5,6823 0,1353




Tabla 22.- (Cont.)
Andlisis de varianza para la concentracidén de proteinas en hoja (22 Experiencia).
I.-
a) Considerando sélo los tratamientos deficiente y normal (que habian sido infiltrados con B).
No existen diferencias significativas entre el contenido proteico de las hojas infiltradas con B y las in
filtradas con H,O.

2
b) Considerando los tres tratamientos.

Diferencias entre: Significacidn Nivel de significacidén entre las diferentes recogidas.
Tiempos P(lO_4

Tratamientos pP<10™% 0 7 14 21
Interaccidn 7 N.S. - - -

Tiempos-Tratamientos -

14 N.S. N.S. - -
21 N.S. N.S. - -
28 P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01

Nivel de significacidn entre los tratamientos de B -

(ppm B en solucién).

0,05 0,50 5,00
0,05 - - -
0,50 N.S. - -
- 5,00 P<0,01 P<0,01 -




Tabla 22.- (Cont.)

II. Considerando el tiempo O como valor 100.

Diferencias entre: Significacidn
Tiempos -
Tratamientos -
Interaccidn

Tiempos-Tratamientos -

III.— Considerando el tratamiento normal (0,5 ppm de B)

como valor 100

Diferencias entre: Significacidn
Tiempos -
Tratamientos P<0,01
Interaccién

Tiempos—-Tratamientos -

Nivel de Significacidén entre los tratamientos de B (ppm en

soluciédn).

0,05

5

P<0,01
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Tabla 23.- 3¢ Experiencia. Concentracidn-de proteinas (expresada como mg proteina/g de peso fresco.

2

*Hojas infiltradas con H_0O

destilada. **Hojas infiltradas con B.
B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep. H* B**| H B H B H B H B H B H B H B H B H B H H H H H
I 2,61 2,3413,74 3,52/2,84 2,78|3,12 2,88(4,91 5,11|[2,22 2,243,27 3,66/2,32 2,25|3,51 3,24/4,02 4,02 2,3613,05(2,77|3,64|4,24
11 2,20 2,123,75 3,60/2,80 2,71 (3,52 2,82l4,22 4,55||2,18 2,1513,56 3,19/2,52 2,49]3,63 3,39/4,34 4,51 2,45(3,63(3,06|3,56!5,41
III 2,24 2,07)4,54 3,84{2,71 2,78(3,07 3,21(5,16 5,40 2,54 2,33|3,98 4,24|2,88 3,14(3,52 3,32]4,70 5,03}]R,25|3,88{2,56|3,42]|3,72
I3 2,41 2,48)3,89 3,80(2,70 2,86 (3,10 3,68 (4,62 4,5112,15 2,3413,77 3,62(2,95 3,07(3,84 3,87|4,99 4,08|12,30(4,26]2,92]3,66(5,56
X 2,37 2,25 /3,98 3,69)2,76 2,78 (3,20 3,15 (4,73 4,89|R,27 2,27 |3,65 3,6812,67 2,74(3,63 3,46 |4,51 4,41|P,34|3,71{2,83]3,57(4,75




Tabla 23.- (Cont.).

Andlisis de la varianza para el contenido de proteinas en las hojas utilizadas para medir actividades glucosa-

6-P-DH y 6-P-gluconato-DH (32 Experiencia).

Fuente de variacidn g-l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 0,0918 0,0459 0,39 N.S.
Tiempos 39,7832 : 9,9458 : 83,83 p¢10~°
Interaccién

Tiempos-trétamientos 8 0,7932 0,0992 0,84 N.S.
Bloques e e 08824 QT e eeeeeaans

Error 42 4,9829 0,1186




Tabla 23.- (Cont.).
AnAlisis de Varianza para el contenido proteico de las hojas de la 3% Experiencia.

I.-
a) Comparando el tratamiento normal y deficiente (en los que las hojas habian sido infiltradas con B).

No hay diferencias significativas entre el contenido proteico de las hojas infiltradas con B y las infiltradas

con HZO'

b) Considerando los tres tratamientos.

Diferencias entre: Significacién : Nivel de significacidén entre las recogidas (expre
Tiempos F’<10n6 sadas como n? de dias de permanencia en soluciones
Tratamientos - diferenciales de B).
Interaccidn |
Tiempos-tratamientos - 0 7 14 2l

7 P<0,001 - - . - -

14 P<0,01 P<0,001 - -

21 P<0,001 P<0,01 P<0,01 -

28 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001




Tabla 23.- (cont.).

I1.-
Considerando el contenido proteico de las ho

les de B= 0) como valor 100.

Diferencias entre: Significacién
Tiempos F‘(lO—5
Tratamientos ' -
Interacién

Tiempos-tratamientos

jas en la primera recogida (n? de dias de permanencia en soluciones diferencia

Nivel de significacién entre las diferentes recogidas
(expresados como n? de dias de permanencia en solucio

nes diferenciales de B).

7 14 21

14 P<0,001 - -
21 N.S. P<0,01 -
28 P¢ 0,01 P<0,001 P<0,01




Concentracidn de proteina (mg/g p.f. hoja)
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XLIV.- Evolucién en el tiempo, para cada uno de los
Ttos., de la concentracidn proteica . de los ex
tractos utilizados para medir las actividades

glu-6P-DH y 6P—gluc-DH (32 Experiencia).
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concentracién en la 12 recogida t°= 100).




Tabla 24.- 12 Experiencia. Contenido de B en

hojas, expresado como ppm (pg B/g de peso seco).

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.
I - 825 528 438 512 2854 680 527 729 589 896 2082 2102 2028 2010
11 - 779 984 519 654 1529 624 785 610 673 306 1498 1781 2168 2405
111 - 602 611 595 709 1046 890 510 626 850 1160 1574 1725 2448 1824
Y 1368 2555 870 633 787 - 770 787 767 572 756 1983 1454 2058 1768
X 1368 1190 748 546 666 1810 741 652 683 671 780 1787 1768 2176 2002
An&lisis de la varianza. Nivel de significacidn entre los diferentes tratamientos
Diferencias entre: Significacidn (expresados como ppm de B en solucidn).
Tiempos -
Tratamientos P<0, 001 9,05 9,5
. . 0,5 - -
Interaccidn
5 P<0,01 P<0,001

Tiempos-Tratamientos




Tabla 24 .- (Cont.).

Andlisis de la varianza para el contenido de B en las hojas utilizadas para la medida de las actividades:
catalasa, peroxidasa y AIA-oxidasa (12 Experiencia).

Fuente de variacién g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 15333676,0616 7666838, 0308 72,61 p< 0,001
Tiempos 3 211105, 3807 70368,4585 0,67 N,S.
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 6 - 1202353,1807 200392,1968 1,90 N.S.
Bloques i ieiieiee.. 3 iinien....n228800,0436 .76266,6819 ... ......... ceeeeeeees Ceeeeecaaas
Error 33 3484258,1549 105583, 5805




Tabla 25.- 12 Experiencia. Contenido de Cu en hojas, expresado como ppm (pg de Cu/g de peso seco).

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm.
Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.
1 - 24 30 23 32 108 29 22 41 39 24 23 56 40 35

I1 - 32 85 25 58 46 32 44 42 54 6 18 30 45 45
111 - 11 28 .29 33 34 20 32 35 50 41 30 30 45 32
TV 41 104 38 35 37 - 25 45 52 29 20 37 43 36 35
¥ 41 43 45 28 40 63 27 36 43 43 23 27 40 42 37
Andlisis de la Varianza.

Diferencias entre: Significacién

Tiempos —

Tratamientos -

Interaccidn

Tiempos-Tratamientos




Tabla 37.- 32 Experiencia. Contenido de Mn en hojas, expresado como ppm (pg de Mn/g de peso seco).

B= 0,05 ppm P= 0,5 ppn B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0] 7 14 21 28 0 7 14 . 21 28
Rep.
1 - - 382 298 330 - - 380 315 335 - 117 334 282 282
1T - - 358 278 244 - - 418 304 256 - 356 319 272 246
111 - - 298 316 233 - - 326 286 264 - 369 302 297 268
TV - - 311 351 260 - - 349 251 297 - 393 354 285 156
X - - 337 311 267 - - 368 289 288 - 309 327 284 238
Andlisis de la Varianza. Nivel de significacidén entre las distintas recogidas
(expresadas como n2 de dias de permanencia en solucig
Diferencias entre: Significacidn nes diferenciales de B).
-4
Tiempos P<1Q
. 0 7 14 21
Tratamientos -
7 - - - -
Interaccidn
. 14 — - - -
Tiempos—-Tratamientos -
21 - - P<0,01 -

28 - - P<0,001 -




Tabla 36.- (Cont.).
Anilisis de 1la varianza para el contenido de Fe, en las hojas utilizadas para la medida de las actividades:

glu-6-P-DH y 6-P-gluc~DH (32 Experiencia).

Fuente de variaciodn g.1. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 426,4909 213,2454 0,08 N.S.
Tiempos 2 86515,6912 43257 ,8456 16,29 P(lO‘4
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 4 20667,6174 5166,9043 1,95 N.S.

B s Beeannn. 29589,3261............ 9863,1087. . .tteriaeeeannnns eeeennn eeeeeaan

Error 24 63731,2198 2655,4675




Tabla 36 .- 32 Experiencia. Contenido de Fe en hojas, expresado como ppm (pg de Fe/g de peso seco).

B= 0,05 ppm R= 0,5 ppm B= 5 ppm

Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep

1 - - 309 189 265 - - 398 201 290 - 107 415 247 244
1 - - 300 193 141 - - 406 167 178 - 344 253 235 171
111 - - 239 264 172 - - 238 180 121 - 340 255 206 182
v - - 256 328 177 - - 298 140 297 - 366 351 206 161
T - - 276 244 189 - - 335 172 222 - 289 319 224 190

R . Nivel de significacidén entre las diferentes recogidas
Anilisis de la Varianza. :

(expresadas como n? de dias de permanencia en solucio

nes diferenciales de B).

Diferencias entre: Significacidn
-4
Tiempos P<10
. 0 7 14 21
Tratamientos -
7 - - - -
Interaccidn
. . 14 - - - -
Tiempos-Tratamientos -
21 - — P<0,01 -

28 - - P<0,01 -




Tabla35 .- (Cont.).

Andlisis de la varianza para el contenido de Cu en las hojas utilizadas para la medida de las actividades:
glu-6-P-DH y 6-P-gluc-DH (32 Experiencial.

Fuente de variacidn g.1l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 977,3411 488,6706 2,36 N.S.
Tiempos 2 17352,7431 8676,3716 41,97 P<0,001
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 4 1491,0875 372,7719 1,80 N.S.
Bloaues eeeeeees e B 239750820, L T99,0MA0 e et
Error 24 4961 ,7247 206,7385




Tabla 35 .- 32 Experiencia. Contenido de Cu en hojas, expresado como ppm (ug de Cu/g de peso seco).

B= 0,0% ppm B= 0,5 ppm . B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0 7 i4 21 28 (0] 7 14 21 28
Rep
1 - - 110 56 70 - - 130 70 70 - 39 938 57 56
1 - - 82 41 28 - _ 139 53 38 _ 124 76 48 38
111 - - 71 66 42 — - 82 44 53 - 126 87 49 38
IV - - 79 82 40 — - 100 36 71 - 138 115 a7 34
X - - 86 61 45 — - 113 51 58 - 107 94 50 42
; Andlisis de la Varianza. Nivel de significacidén entre las diferentes recogi
das (Expresadas como n? de dias de permanencia en
Diferencias entre Significacidén soluciones diferenciales de B).
Tiempos P<0,001
Tratamientos - o] 7 14 21
Interaccidn 7 - - - -
Tiempos—Tratamientos ~ 14 - - - -

21 - - P<0,001 -
28 - - P<0,001 -




Tabla 34.- (Cont.).

Analisis de. la varianza para el contenido de B en las hojas utilizadas para la medida de las actividades:

glu-6-P-DH y 6-P-glu-DH (32 Experiencia).

Fuente de variacidn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacién
Tratamientos 2 16083459, 2030 8041729,6015 371,36 p<10~5
Tiempos 2 212766,1602 106383, 0801 4,92 P<0,05
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 4 158162, 3989 39540, 5997 1,83 N.S.
Bloques 3 ...309833,5585...... 10327748928 it e

Error 24 519710, 7852 21654,6161




Tabla 34 .-

32 Experiencia. Contenido de B en hojas,

expresado como ppm (pg de B/g de peso seco).

los

B= 0,05 ppm R= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0] 7 14 21 28
Rep.
I - - 934 832 730 - - 1083 896 846 - 528 2371 2314 2176
11 - - 753 537 396 - - 1120 706 677 - 1546 1934 2172 2222
III - - 809 827 528 - - 769 649 655 - 1768 1992 1942 2028
IV - - 684 1004 516 - - 1026 537 870 - 1959 2617 2286 2150
X - - 795 800 558 - - 1000 697 762 - 1450 2229 2229 2144
Nivel de significacién entre las diferentes Nivel de significacidn entre
Anidlisis de la Varianza. recogidas (expresadas como n? de dias de per diferentes tratamientos de B -
manencia en solucién diferencial de B) (expresados como ppm‘de Ben -
Diferencias entre: Significacién 0 7 14 o] solucidn).
Tiempos P¢0,05 7 _ _ _ _
Tratamientos p¢107° 14 ~ _ _ 9.0 9.5
. . 0,5 -
Interaccidn o1 _ _ _
Tiempos-Tratamientos - S P<0,001 FP<0,001
28 - - P<0,01 -




Tabla 33 .- 22 Experiencia. Contenido de Zn en hojas, expresado como ppm (ug de Zn/g de peso seco).

B= 0,05 ppm P= 0,5 ppm B= 5 ppm

Dias 7 14 21 28 14 21 28 14 21 28
Rep.

1 - - 51 58 - 67 53 - 80 72

11 - - 62 59 - 59 60 - 67 62

I11 - - - - - 74 68 - 71 71

TV - - 64 66 - 67 64 - 64 53

% - - 59 61 - 67 61 - 71 65




Tabla 32.- 22 Experiencia. Contenido de Mn en hojas, expresado como ppm (pg de Mn/g de peso seco).

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm

Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.

1 - - - 259 $ 243 - - - - 306 228 - - - 286 245
11 - - - 245 226 - - - 230 255 - - - 279 232
111 - - - - - - - - 287 238 - - - 261 270
IV - - - 286 242 - - - 269 248 - - - 268 221
X - - - 263 237 - - - 273 242 - - - 274 242




Tabla 31 .- 22 Experiencia. Contenido de Fe

en hojas, expresado como ppm (ug de Fe/g

de peso seco).

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm

Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.

I - - - 167 180 - - - - 267 163 - - - 241 244
11 - - - 191 i76 - - - 190 189 - - - 227 178
111 - - - - - - - - 255 161 - - - 206 198
Iv - - - 244 182 - - - 196 227 - - - 202 17¢
X - - - 201 179 - - - 227 185 - - - 219 200




Tabla 30.- 22 Experiencia. Contenido de Cu en hojas, expresado como ppm (pg de Cu/g de peso seco).

3= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm

21

28

111
IV

32

55
48
45
43

65
39
51
45

>

21 28 21 28
32 50 55 34
39 42 48
- - 58 37
46 60 52 55
37 50 52 44

48

50




Tabla 29.- (Cont.).

Analisis de la varianza para el

PPO (22 Experiencia).

contenido de B en las hojas utilizadas para la medida

de la actividad

Fuente de variacidn g.1l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
;ratamientos 2 11979278,2565 5989639, 1283 331,17 P< 0,001
Tiempos 1 62892,6059 62892 ,6059 3,47 N.S.
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 2 123326,9150 61663,4575 3,41 N.S.
S e B 278000,0082 L SRR
Error 10 180863, 8846 18086, 3885




Tabla 29.- 22 Experiencia. Contenido de B en hojas, expresado como ppm (ug de B/g de peso seco).

B= 0,05 ppm P=

= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep
T - - - 645 619 | - - - 831 779 - - - 2864 2441
11 - - ~ 594 488 - - - 753 738 - - - 2290 1915
111 - - - - - - - - 947 628 - - - 2344 2446
v - - - 548 643 - - - 789 885 - - - 2616 2358
X - - - 596 583 - - -~ 830 756 - - - 2529 2290
An&lisis de la Varianza. Nivel de significacidén entre los diferentes  trata
mientos (expresados como ppm de B en la' solucidn -
Diferencias entre: Significacidn nutritiva.
Tiempos -
Tratamientos P<0, 001 0,05 0,5
Interaccién

0,5 P<0,05 -
Tiempos-Tratamientos -

5 P<0, 001 pP<0,001




Tabla 28.- (Cont.).

Andlisis de la varianza para el contenido de Zn en las hojas utilizadas para la medida de las actividades:

catalasa, peroxidasa y AIA-oxidasa (12 Experiencia).

Fuente de variacidn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn

Tratamientos 2 566,7936 283,3968 0,92 N.S.

Tiempos 3 7102,8898 2367,6299 7,68 P< 0,001

Interaccidn

Tiempos—-tratamientos 6 1659, 6607 276,6101 0,90 N.S.

Bloques ... . S SO 111500 2008 i
33 10177,0039 308,3941




Tabla 28.- 12 Experiencia. Contenido de Zn en hojas, expresado como ppm (ng de Zn/g de peso seco).

B 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.
1 - - 62 43 44 38 205 66 49 48 53 73 81 66 56 49
11 - 87 66 52 43 136 63 77 51 52 34 65 60 50 57
113 - 66 62 55 54 98 72 52 53 48 100 64 57 64 42
TV 91 181 64 64 63 - 78 71 49 39 70 77 55 51 41
X 91 99 59 54 50 146 70 62 50 48 69 72 60 55 47
Andlisis de la Varianza. Nivel de significacién entre las diferentes recogidas
(expresadas como n? de dias de permanencia en solucidn
Diferencias entre: Significacidn diferencial de B).
Tiempos P<0,001
Tratamientos - o . 14 o1
Interaccidn o
Tiempos-Tratamientos - 14 _ P<0, 05 _ _
21 - P<0,01 - -

28 - P<0,01 - _




Tabla 27 .~ (Cont.).
Anilisis de la varianza para el contenido de Mn en las hojas'utilizadas para la medida de las actividades:

catalasa, peroxidasa y AlA-oxidasa (12 Experiencia).

Fuente de variacidn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 3060,1778 1530,0889 0,61 N.S.
Tiempos 3 49026,9918 16342,3306 6,49 P<QO1
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 6 8879,2439 1479,8749 0,59 N.S.
Bloques el RSP ce....10810,7303 ....... 3536,9102 L iieeeeee.... ceeeens e

Error 33 83120, 6000 2518,8061




Tabla 27.- 12 Experiencia. Contenido de Mn en hojas, expresado como ppm (pg de Mn/g de peso seco).

N= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0] 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0] 7 14 21 28
Rep.
I - 204 197 188 158 675 233 185 196 204 | 280 269 233 218 199
11 - 299 224 230 224 430 240 256 189 237 106 242 231 229 192
111 - 228 229 236 183 309 298 192 189 217 354 244 234 208 189
IR 329 545 257 195 213 - 266 270 204 181 271 285 185 211 155
X 329 319 227 212 195 471 259 226 195 210 253 260 221 217 184
Andlisis de la Varianza. Nivel de significacidén entre las diferentes recogi--—
das (expresadas como n¢ de dias de permanencia en so
Diferencias entre: Significacién lucién diferencial de B).
Tiempos P<0,01
Tratamientos — 0 7 14 21
Interaccidn 7 - - - -
Tiempos-Tratamientos — 14 -~ P<0,05 - -
21 - P<0,01 - -
28 - P<0,01 - -




Tabla 26.- (Cont.).
Andlisis de la varianza para el contenido de Fe en las hojas utilizadas para la medida de las actividades: ca

talasa, peroxidasa y AIA-oxidaa (12 Experiencia).

Fuente de variacidn g.1l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacién
Tratamientos 2 17949, 7556 8974,8778 1,02 N.S.
Tiempos 3 40825, 7460 13608,5820 1,54 N.S.
Interaccidn

Tiempos—-tratamientos 6 54399,5347 9066,5891 1,03 N.S.
Bloques e, B ..25340,8402 ... BA40,8800 .. e

Error 33 291771,8965 8841,5726




Tabla 26.- 12 Experiencia. Contenido de Fe en hojas, expresado como ppm (pg de Fe/g de peso seco).

B= 0,05 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm

Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.

1 - 207 155 137 138 729 183 139 217 154 273 201 246 180 179
11 - 241 321 166 172 389 164 187 171 178 81 165 165 120 177
111 - 155 160 188 160 335 190 141 162 233 354 169 150 247 168
TV 365 720 188 187 164 - 175 208 191 153 229 272 160 168 136
X 365 348 206 170 159 484 178 169 185 180 234 202 180 179 165
Andlisis de la Varianza.

Diferencias entre: Significacidn

Tiempos -

Tratamientos -

Interaccidn

Tiempos-Tratamientos




Tabla 25 .-~ (Cont.).

Analisis de la varianza para el contenido de Cu en las hojas utilizadas para la medida de las actividades: cata

lasa, peroxidasa y AIA-oxidasa (12 Experiencia).

Fuente de variacidn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados . F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 65,5352 32,7676 0,13 N.S,
Tiempos 3 512,7342 170,9114 0,68 N.S.
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 6 1402,4332 233,7389 1,84 N.S.

Pt o S SO 13928410 .. ........404.1803 L. e eeeeeaeeas

Error 33 8320,0058 252,1214




Tabla 37 .- (Cont.).
Anélisis de la varianza para el contenido de Mn en las hojas utilizadas para la medida de las actividades:

glu-6-P-DH y 6-P-gluc-DH (32 Experiencia).

Fuente de variacibn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidén
Tratamientos 2 6416,0542 3208,0271 2,83 N.S.
Tiempos 2- 39146,5309 19573,2654 17,24 P<10—4
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 4 3895,2742 973,8185 0,86 _NLS.
Bloques 3 LB424,5113 L. 2808,1704 .. iieennnnnnns s eeeeeeeaas

Error 24 27244,1214 1135,1717




Tabla 38.- Experiencia. Contenido de Zn en hojas, expresado como ppm (pg de Zn/g de peso seco).
B= (0,05 ppm P= 0,5 npmn B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 7 14 21 28
Rep.
1 - - 96 72 62 - - 83 75 86 28 79 74 59
T1 - - 86 58 53 - - 93 62 53 90 73 62 58
111 - - 78 58 59 - - 74 68 59 80 76 63 61
1V - - 82 69 61 - - 84 60 70 100 89 63 59
I - - 86 64 59 - - 84 66 67 75 79 66 59
Anilisis de la Varianza. Nivel de significacidén entre las distintas recogidas -
(expresadas como n? de dias de permanencia en soluciones
Diferencias entre: Significacidn diferenciales de B).
Tiempos P<10_6
Tratamientos - 0 7 14 2l
Interaccién 7 ~ = - =
- . 14 - - - -
Tiempos-Tratamientos -
21 = - P<0,001 -
28 - - P<0,001 -




Tabla 38.- (Cont.).

Andlisis de la varianza para el contenido de Zn en las hojas utilizadas para la

glu-6-P-DH y 6-P-gluc~DH (32 Experiencia).

medida de las actividades:

Fuente de variacidn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 977,3411 488,6706 2,36 N.S..
Tiempos 2 17352, 7431 8676,3716 41,97 p¢107°
Interaccidn |

Tiempos—tratamientos 4 1491,0875 372,7719 1,80 N.S.
e b Bl 239700420 TR0 e

Error 24 4961,7247 206 ,7385



Tabla 39.- 42 Experiencia. Contenido de B en hojas, expresado como ppm (ng de B/g de peso seco).

B= 0,00 ppm B= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 7 14 21 28 7 14 21 28
Rep.
1 - 897 579 379 391 729 1217 700 574 2401 2079 2006 1975
I - 824 441 514 394 765 804 803 729 2098 1762 1979 1432
111 - 898 353 558 328 862 704 652 553 2026 2290 2090 2104
1V - 206 437 550 382 1236 732 779 754 1717 2337 2299 2840
X - 881 453 500 374 898 864 734 653 2061 2117 2094 2088
PO R Nivel de significacidn entre laos diferentes tratamientos
Analisis de la Varianza.
de B (expresados como ppm de B en solucidn).
Diferencias entre: Significacidn
0,5
Tiempos -
~ 0.5 -
Tratamientos P£10 6 2
. . 5 P<0,001 P< 0,001
Interaccidn
Tiempos-Tratamientos




Tabla 39.- (Cont.).

Analisis de la varianza para el contenido de B en las hojas utilizadas para la

(42 Experiencia).

medida de la actividad PAL

Fuente de variacidn g.1. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacién
Tratamientos 21955501, 7350 10977750,8675 214,09 p<10~°
Tiempos 371076,6452 123692,2151 2,41 N.S.
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 76 403356,8603 67226,1434 1,31 N.S.

Bl oaueS i ieireeneeeeeee 3. PBB205,8553 | . BBAOLLBBSL L .iiiiiiiiiiiiiiii,
Error 33 1692103,5617 51275,8655




Tabla 40 ,_ 42 Experiencia. Contenido de Cu en hojas, expresado como ppm (pg de Cu/g de peso seco).

B= 0,00 ppm P= 0,5 ppnm B= 5 ppm

Dias 0 7 14 21 - 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.

1 96 88 59 43 41 115 59 82 52 28 146 115 41 26 33

I1 140 83 41 36 25 104 67 42 31 26 125 97 33 24 32
111 109 100 38 61 30 105 72 60 42 25 79 107 47 38 22

TV 104 110 48 38 22 191 110 51 56 20 433 68 45 57 40

X 112 g5 47 45 30 129 77 59 45 25 196 97 42 36 32
Andlisis de la Varianza. Nivel de significacidn entre las diferentes recogidas (e§

presadas como n? de dias de permanencia en soluciones dife

Diferencias entre: Significacibn renciales de B).

Tiempos P¢107°

Tratamientos - 0 7 14 21
Interaccion 7 P¢0,01 _ _ _

Tiempos—Tratamientos -

14 P<0,01 P«<0,05 - -
| 21 P<0,01 P<0,05 - -
28 P€0,01 P<,01 - =




Tabla 40.- (Cont.).
Andlisis de la varianza para el contenido de Cu en las hojas utilizadas para la medida de la actividad PAL

(42 Experiencia).

Fuente de variacidn g.1l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 2686,4462 1343,2231 0,71 N.S.
Tiempos » : 4 : 108379, 2450 27094,8112 14,22 P¢107°
Interaccidn . '

Tiempos—tratamientos 8 14856, 7021 1857,0878 0,98 N.S.
Bloques @ ieennn. emeeee B, 10006,0508 .. 3365,3503 ... ... e ceeens ceeeeeann

Error 42 80018, 7635 1905,2087




Tabla 41.- 42 Experiencia. Contenido de Fe en hojas, expresado como ppm (pg de Fe/g de peso seco).

B= U;OQ pom R= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0 -7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep. |
1 380 245 220 145 159 378 227 279 163 147 527 374 164 146 179
11 524 290 158 168 135 358 260 173 166 157 441 294 149 137 139
111 350 319 157 131 143 366 252 188 140 124 232 289 222 162 140
TV 351 1335 157 176 139 689 338 199 171 131 1560 246 175 133 195
X 401 297 173 155 144 448 269 210 160 140 6390 301 178 145 163
Andlisis de la Varianza. _ ' Nivel de significacidn entre cada una de las recogidas
Diferencias entre: Significacibn (expresadas como n® de dias de permanencia en soluciones
Tiempos P<10—5 diferenciales de B).
Tratamientos -
Interaccidn : 0 7 14 21
Tiempos-—-Tratamientos - 7 P<0,01 - - -
14 P?0,00l - - -
21 P<0,01 - - -

28 P<0,01 - - -




Tabla 41.- (Cont.).
Analisis de la varianza para el contenido de Fe en las hojas utilizadas para la

(42 Experiencia).

medida de la

actividad PAL

Fuente de variacion g.1l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 42323,0376 21161,5188 0,83 N.S.
Tiempos 4 1127230, 5060 281807L6265 11,05 P<10-5
Interaccion

Tiempos—tratamientos 8 157323,4869 19665, 4359 0,77 N.S.
Bloques e, S, ... 121090,8461 40383, 0L i

Error 42 1071105,4994 25502,5119




Tabla 42 .- 42 Experiencia. Contenido de Mn en hojas, expresado como ppm (pg de Mn/g de peso seco).

D 0300 ppm D= 0,5 ppm B= 5 ppm
Dias 0] 7 14 21 28 0O 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep.
1 249 248 224 187 260 301 234 222 293 221 187 209
T1 278 250 204 186 274 238 224 222 277 215 210 173
111 258 218 209 190 283 223 221 194 317 236 228 238
Y 285 209 209 202 331 255 233 230 292 225 204 247
X 268 231 212 191 287 254 228 217 295 224 207 217
AnAlisis de la Varianza. Nivel de significacién entre cada una de Nivel de significacién entre los —
las recogidas (expresadas como n? de dias tratamientos (expresados como ppm
Diferencias entre: Significacién de permanencia en soluciones diferencia—- de B en la solucidn nutritiva).
Tiempos PC10> les de B).
Tratamientos P<0,05 0 7 14 21 0,00 0,5
Interaccidn 7 - - - - 0,5 P<0,05 -
Tiempos—Tratamientos - 14 - P<0,01 - - 5 ) - -
21 - P<0,001 P<0,01 -

28 - P<0,001 P<0,05 —




Tabla 42 .— (Cont.).

Anilisis de la varianza para el contenido de Mn en las hojas utilizadas para la

(42 Experiencia).

medida de la actividad PAL

Fuente de variacién g-1. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 - 3591,6704 1795, 8352 4.33 . P<£ 0,05
Tiempos 40791,8172 13597,2724 32,76 P(lO—5
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 6 2668, 3286 444,7214 1,07 N.S.
Bloaues e, 3iienns 12460197 A3 e eeeaa.
Error 33 13698,8821 415,1176




Tabla 43.- 42 Experiencia. Contenido de Zn en hojas, expresado como ppm (pg de Zn/g de peso seco).

B= 0,00 pom R= 0,5 ppnm B= 5 ppm
Dias 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Rep
I 75 63 65 50 44 70 58 75 51 56 82 77 50 49 53
11 82 69 51 46 49 76 64 59 49 50 71 66 50 55 51
1 77 69 58 52 49 79 74 60 46 53 49 93 58 58 53
v 69 76 55 56 42 130 63 58 60 51 199 64 53 53 64
X 76 69 57 51 46 89 65 63 52 53 100 75 53 54 55

An&lisis de la Varianza. Nivel de significacidn entre cada una de las recogidas -

{expresadas como n® de dias de permanencia en soluciones

Diferencias entre: Significacidn diferenciales de B).

Tiempos P10~

Tratamientos - 0 7 14 21
Interaccidn 7 - - - -
Tiempos-Tratamientos - 14 P¢<0,01 - - -

21 P<0,01 - - -
28 P¢0,01 - - -




Tabla 43 .- (Cont.).

Andlisis de la varianza para el contenido de Zn en las hojas utilizadas para la medida de la

(42 Experiencia).

actividad PAL

Fuente de variacidn g.l. Suma de cuadrados Media de cuadrados F. exp. Significacidn
Tratamientos 2 573,0341 286,5170 " 0,77 N.S.
Tiempos 4 11574, 7347 2893, 6837 7,73 PL10-4
Interaccidn

Tiempos—tratamientos 8 1248,9223 156,1153 0,42 N.S.
e PO S 1707.88%4 . . ........ 5692965 ... ....... e e

Error 42 15714,2669 374,1492
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Tabla 44.- (Cont.).

22 Experiencia.

Correlacidn g.l. F. exp. Signif. r
Act. PPO-B en hoja 1;9 7,49 P <0,05 0,6739
Act. PPO-Cu en hoja 1;9 0,29 N.S. 0,1757
Act. PPO-Fe en hoja 1;9 0,09 N.S. 00,1013
Act. PPO-Mn en hoja 1;9 2,48 N.S. -0,4645
Act. PPO-Zn en hoja 1;9 0,12 . N.S. 0,1138
Act. PPO-proteina en extracto 1;41 0,06 N.S. -0,0391
o-difenoles-B en hoja 1;9 0,17 N.S. -0,1358
o-difenoles—-Act. PPO 1;41 1,34 N.S. 00,1776
32 Experiencia

Correlacidn g.l. F. exp. Signif. r
Act. glu-6P-DH-B en hoja 1;23 1,22 N.S. 0,2242
Act. glu-6P-DH-Cu en hoja 1;23 0,04 N.S. -0,0396
Act. glu-6P-DH-Fe en_hoja 1;23 0,25 N.S. -0,1035
Act. glu-6P-DH-Mn en hoja 1;23 0,38 N.S. -0,1282
Act. glu-6P-DH-Zn en hoja 1;23 2,32 N.S. 0,3029
Act. glu-6P-DH-proteina en extracto 1;41 8,30 p<0,01 0,4104
Act. 6P-glu-DH-B en hoja 1;23 0,26 N.S. 0,1057
Act. 6P-glu-DH-Cu en hoja 1;23 1,06 N.S. 0,3360
Act. 6P-glu-DH-Fe en hoja 1;23 0,94 N.S. 0,1985
Act. 6P-glu-DH-Mn en hoja 1;23 2,31 N.S. 0,3021
Act. 6P-glu-DH-Zn en hoja 1;23 8,16 P<0,01 0,5117




Tabla 44.— (Cont.)

32 Experiencia

Correlacién g.1l. F. exp. Signif. r

B en hoja-Zn en hoja 1;23 6,12 p<o0,01 0,4584
Act. glu-6P-DH-Act.6P-gluc-DH 1,41 14,57 p< 0,001 0,5120
Act. 6P-gluc-DH-proteina en extracto 1;41 4,88 P< 0,05 0,3259
o-difenoles-B en hoja 1;23 1,29 N.S. 0,2307
o-difenoles—-Act. glu—6P-DH 1;41 4,13 P<0,05 0,5025
o-difenoles- Act. 6P-gluc-DH 1,41 17,08 P £0,001 0,5423
42 Experiencia

Correlaciones g.l. F. exp. Signif. r
Act. PAL-B en hoja 1;32 0,12 N.S. -0,0607
Act. PAL-Cu en hoja 1;32 0,01 N.S. 0,0096
Act. PAL-Fe en hoja 1;32 0,01 N.S. 0,0077
Act. PAL-Mn en hoja 1;32 0,08 N.S. 0,0113
Act. PAL-Zn en hoja 1;32 0,17 N.S. 0,0851
o-difenoles-B en hoja 1;41 0,35 N.S. 0,0918
o—difenoles—Act. PAL 1;32 3,00 N.S. 0,2928
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3.~ RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- Expresibén de los resultados.- Como puede observarse

en cada caso particular, todos los resultados, incluidos 1los
de actividades enzimiticas, se han referidc a gramo de peso fresco
de hoja recien cortada, Justificando esta decisién en base a

las siguientes circunstancias que se dan en nuestro material:

a) Puesto que nuestras experiencias se han realizado
en cémara de cultivo, con la humedad estrictamente controlada,
Y sin posibilidad de déficit hidrico en las raices (el cultivo
es hidropbénico), y ya que la toma de muestras siempre se realizd
a la misma hora, creemos que el peso fresco de las hojas recien
cortadas no esté iﬁcluido por cambios transitorios en el contenido
hidrico de las plantas, convirtiéndose en un parémetro de referencia

muy adecuado.

b) El1 hecho de referir las actividades enzimaticas
a gramo de peso fresco nos posibilita la correcta comparacidn
con otros parametros que necesariamente han de expresarse en

esta forma, como es el contenido de o-difenoles.

¢) Como podréd comprobarse cuando discutamos los conteni-
dos proteicos de los extractos, éstos varian muy significativamente
s6lo frente al tiempo, ya gque con la edad de la hoja aumenta
sobre todo el contenido de enzimas fotosintéticos. Estas grandes
variaciones enmascaran las que se deben a los Ttos. de B, que
no son tan acusadas; por lo que la influencia del tiempo es 1la
Gnica que se pone de manifiesto en las medidas que incluyan el

contenido proteico (actividad especifica).

3.2.- Toma de muestras.- Todas las tomas de muestra,

en las distintas recogidas y experiencias, se realizaron teniendo
especial cuidado de que 1las plantas estuvieran aproximadamente
en el mismo momento del fotoperiodo: el corresponidente a la
"tarde", segin el régimen fotoperiddico de la camara de cultivo.

De acuerdo con los Ultimos descubrimientos respecto a la influencia
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de los ritmos endégenos sobre ciertas medidas de parémetros bioquimi-
cos y fisiolégicos de las plantas, es absolutamente crucial realizar
dichas medidas en la misma fase del ritmo endégeno, ya que se
han detectado grandes diferencias en los mismos parémetros medidos

en diferentes momentos del dia y de la noche.

3.3.- Justificacién e interpretacién de las distintas

etapas del andlisis- estadistico.- Como yYa consideramos en el

Aptdo. 2.12., el anilisis estadistico de los datos se realizé

siguiendo 3 etapas:

I) An&lisis de 1la varianza de los datos directos,

tal como se exponen en las respectivas tablas.

II) Andlisis de 1la varianza de los datos referidos
al punto de partida de la experiencia, to (1% recogida), que se toma

con linea basal o testigo de tiempo (to= 100).

IIT) Andlisis de la varianza de 1los datos referidos
al tratamiento normal de B, que se toma como linea basal o testigo

de tratamientos (Tto. 0.5 100).
]

I) En las tablas de datos directos se estudian 1las
variaciones de 1los diferentes parametros frente a 1las variables
de tiempo y Ttos. dé B. Naturalmente son la base de todo el trabajo,
no continudndose 1las demds etapas del analisis estadistico si

no hay significacién frente a ninguna de las variables.

En estas tablas se incluyen los datos de la 12 recogida
(to) como testigo de tiempo, ya que esta recogida tuvo lugar
justo antes de que 1las pléntas se pasaran a soluciones diferenciales
de B, de manera que lés variaciones que aparecen en ella representan
la variabilidad de nuestras plantas en el punto de partida de
la experiencia. En estas tabla§, per tanto, pueden observarse
claramente las diferencias entre esta 12 recogida y las deméas,
cosa que es tan fécil de considerar en los siguientes del anilisis
estadistico. Asi podemos detectar efectos tempranos, que pueden

ser atribuidos a posibles acciones primarias del B.
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II) La existencia del testigo de tiempo, o punto
de partida de nuestra experiencia (to) hace interesante la elaboracién
de los datos de manera que se expresen en % de la 1% recogida
(to), que se hace 100 dentro de cada bloque y Tto., quedando expresa-
dos los datos en % del testigo de tiempo. Las significaciones
obtenidas en este 2?2 paso del an&lisis corresponden, por tanto,
a las diferencias entre los % de los datos respecto a la basal
de tiempo, teniendo la ventaja de que ahora existe un punto de
partida dnico e igual‘para toda la experiencia (to= 100), eliminando
asi el efecto de la variabilidad de las plantas en el punto de

partida.

Cuando en las tablas de datos directos existian interac-
ciones significativas, o estaban cerca de serlo, el efecto de
los Ttos. se hace m&s patente, observindose una mayor significacién
frente a este'factbr. Por ello, creemos que esta forma de expresidn
ayuda a aclarar y favorece la interpretacidén de los valores directos,

muy especialmente cuando aparecen interacciones entre factores.

En algunos casos el aumento de variabilidad inevitable
que lleva consigo la elaboracién de los datos, junto con el hecho
de que, en estos casos, las oscilaciones de 1la actividad son
exactamente en el wmismo sentido en todas 1las recogidas, hace

que disminuya o se anule la significacién.

III) En la siguiente etapa, se realiza una operacidn
similar a 1la anterior pefo refiriendo en este caso los datos
al testido de Ttos. El TtO'O,S’ que se hace 100, y se comparan los %
con respecto a €1 de los otros Ttos. eliminando el tiempo O (puesto
que era el instante en el que todavia no habian actuado los Ttos.)
¥y buscéndose diferencias entre los Ttos. Yy recogidas. Esas diferncias
deberian aparecer mis patentes en el factor Ttos., pues normalmente
el Tto. téxico es presumible que actle de manera diferente (en
distinto sentido) al deficiente, con lo que las diferencias entre
ambos Ttos. respecto al normal aparecen mis claramente. Sin embargo,
cuando el Tto. deficiente y el téxico se comporten de manera
semejante (en el mismo sentido y aproximadamente en igual magnitud),
las diferencias entre Ttos. no apareceran significativas en estos

cuadros.



Igual que indicAbamos en el caso anterior, la elaboracién
de los datos aumenta 1la variabilidad ¥y, Jjunto con 1la pérdida
de grados de 'libertad; hace que estos cuadros s6lo aparezcan

significativos aquellos efectos que sean realmente muy acusados.

IV) Por dGltimo, se han ensayado correlaciones entre
los parémetros que consideramos  presumiblemente relacionados
dentro de cada experiencia, de acuerdo con la bibliografia consulta-
da; asimismo, estudiamos la correlacién de cada parrametro con
los contenido de microelementos en las hojas, al objeto de detectar
posibles efectos de estos nutrientes, y en el caso de que tales
correlaciones se confirmaran, se analizé 1la correlacién entre
el contenido del elemento en cuestién y el contenido de B en
las hojas, por si se trataba de un efecto indirecto de los niveles
de B. Por altimo,  hemos estudiado las correlaciones entre las
actividades enziméticas y el contenido proteico de los extractos

en que fueron medidas.

3.4.,- Efecto de 1la infiltracién o adicidén de boro

"in vitro" sobre los pardmetros bioguimicos medidos.- El1 primer

hecho general que puede observarse en nuestros datos, es que,
en ningin caso se han encontrado variaciones significativas entre
las medidas realizadas en 1los extractos de hojas deficientes
y normales con y sin adicién de tampdén borato ( B = 15 ppm en
peso fresco, aproximadamente 1la concentracién de este elemento
en las hojas fisioldgicamente normales), bien adicionéndolo mediante
infiltracidon de las hojas inmediatamente antes de su homogeneizacidn
(12, 2@ y 32 experiencias), bien directamente a la mezcla de
reaccién (42 y 52 experiencias). Pensamos que este hecho contradice
la idea, defendida por Lee et al., (1976) de que la accién del
B sobre detkrminadas reacciones enziméticas se produce simplemente
por una intéraccién directa con los sustratos, mediante la formacién
de complejos. Si tal hipdtesis fuera cierta, los efectos provocados
por la defliciencia de B podrian corregirse por la adicién de
B "in vitro", ya que la formacidén de complejos con sustratos
solubles, por tratarse de una reaccién quimica, en un efecto

inmediato que ocurrird en cuanto se pongan en contacto ambas

sustancias en la mezcla de reaccién. Por el contrario, nuestros
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resultados parecen indicar que la alteracién de determinadas
reacciones enziméticas, provocada por la deficiencia de B, se
debe a acontecimientos ocurridos durante el cultivo en dichas
condiciones, y que han afectado bien a la cantidad de enzima
activo, bien a la de cofactores que intervienen en 1la reaccidén.
Es decir, de acuerdo con nuestros resultados, los cambios producidos
por la falta de B "in vivo", durante el cultivo, modifican 1las
actividades enzimiticas a través de un efecto a largo plazo,
que  seguramente implica alteraciones de estructuras celulares
0 proceso metabdlicos complejos que no son inmediatamente recupera-

bles por la adicién de B "in vitro".

De entre 1las acciones propuestas para el B en el

metabolismo vegetal, revisadas en el capitulo de Introduccién,

~cumplirian la condicién anteriormente expuesta las siguientes:

a) Actuacién a nivel de 1las membranas celulares,
en la formacién de las cuales se ha postulado que intervendria
el B, bien como constituyente de 1la misma membrana (formando
complejos con componentes de la misma), bien modulando la biosintesis
de dichos componentes. En ambos casos, los cambios en la composicidn
de las membranas, ademis de otros efectos, alterarian las relaciones
entre éstas y los enzimas a ellas ligados, 1o que se traduciria
en cambios de actividad, sobre todo si dicha asociacién determina
su activacibén o inactivacién. Este tipo de efectos podrian explicar
las alteraciones de ciertas actividades enziméticas por los Ttos.
de E en general, y explicarian también porqué la adicién de B
"in wvitro" no corrige los efectos de la deficiencia de B sobre

dichas actividades enzimaticas.

b) Actuacién a nivel de 1la proteinosintesis, que
también producirian efectos a largo plazo sobre las actividades
enzimdticas, que no serian inmediatamente recuperables mediante

la 2dicidén de B "in vitro".

En una experiencia previa, intentamos la recuperacién
de la proteinosintesis, mediante la incubacién de las hojas infiltra-
das con tampén borato o con agua, comparandolas con las no incubadas

(Tatla 4). y realizamos medidas de actividad peroxidasa y catalasa.
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Como ya hemos indicado en el apartado de Material y Métodos, los

resultados obtenidos pusieron de manifiesto gue la incubacién
| por si misma producfa un aumento indiscriminado de dichas activida-

des, enmascarando cualquier efecto provocado por 1los niveles
‘ de B o por la infiltracién con B "in vitro". Interpretamos que
la incubacién introducia wuna causa de variacién no relacionada
con los niveles de B, como puede ser el inicio de procesos de
senescencia, que suelen producir un estimulo de 1las actividades\
oxidédsicas en la hoja cortada. Puesto que muchas de las actividades
medidas en nuestras experiencias correspondian a enzimas oxidativos,
renunciamos a la incubacién de las hojas, y por tanto hemos pospuesto
el estudio de la actuacién del B sobre la recuperacibén de actividades
enzimdticas a través de proteinosintesis para trabajos posteriores,

con un sistema distinto.

3.5.- Estudio de 1los parimetros relacionados en el

metabolismo fenélico en 1las hojas.- Hemos agrupado en este apartado

general todos los enzimas que, de manera mas © menos directa,
intervienen en el metabolismo de los fenoles. Entre los directamente
implicados estarfan 1la glucosa-6P-deshidrogenasa, 6P-gluconato-
deshidrogenasa y fenilalanina-amonio-liasa (en 1la biosintesis),
y polifenol oxidasa y peroxidasa (en 1la oxidacién); la catalasa
tiene una relacién méas indirecta, ya que actia sobre el H202 necesa--
ria para la actuacién de la peroxidasa. La &cido indol-acético-
oxidasa se incluye igualmente por su relacién indirecta, ya que
se ha descrito que en muchos casos 1los monofenoles actdan como
cofactores necesarios para la actuacién del enzima, mientras

que los difenoles la inhiben.

También se incluye en este apartado 1la discusidn
de los contenidos fenblicos medidos en las correspondientes experien-

cias.

3.5.1.- Actividad peroxidasica (Tabla 9).- F1l

andlisis de 1la varianza de los valores de actividad peroxidasa
‘ no muestra variaciones significativas ni en funcidn de los Ttos.,

de B ni en funcién del tiempo.
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3.5.2.~ Actividad catalasa.- La observacién de

los datos directos de actividad catalasa (Tabla 10, Fig. I) nos
permite decir que existe un claro aumento de la actividad catalasa
a lo largo del tiempo, sin que se aprecien diferencias significativas
frente a los Ttos. de B. La evolucién de la actividad catalasa
frente al tiempo es bésicamente 1lineal (P<0,001), aunque con
un componente clbico de baja significacién (P<0,05); esto indica
que quizds con un mayor nidmeroc de datos podriamos comprobar\‘é&
la respuesta se ajusta o no a un polinomio de 3L grado. Por el momen
to, y puesto que el componente lineal tiene una mayor significacién,
diremos que la actividad catalasa aumenta con la edad de la planta

de manera bdsicamente lineal.

En las Fig. II Yy III se representan, frente al tiempo
y frente al logaritﬁo de los Ttos. de B, los valores de actividad
catalasa referidos a % de la 12 recogida (to), que se toma como
linea basal de tiempo (to= 100). Como puede observarse, sigue existien
do un claro incremento con 1la edad de la planta, pero ademés,
aparece una diferencia significativa (P<0,05) entre el Tto. normal
(0,5 ppm) y el deficiente (0,05 ppm), que presenta una actividad
superior (mayor pehdiente de la recta) al 12, Como ya hemos discutido
anteriormente, en este caso se observa cémo refiriendo los datos
a % de la linea basal de tiempo, aparecen diferencias entre Ttos.

qué no se evidenciaban en el anilisis de los datos directos.

En cuanto a la 32 etapa del analisis estadistico,
no se encontraron variaciones significativas entre los datos
referidos a % del Tto. normal (Tto’0,5= 100). Ello indica que los -
Ttos. deficiente y +téxico tienen un comportamiento semejante
frente al normal. Este hecho, que se repite para muchas de 1las
actividades enzimaticas medidas, se explica si pensamos que 1la
actuacién del B sobre 1la modificacidn de actividades enzimaticas,
sea cual sea el/los puntos del metabolismo a través de los cuales
se lleve a cabo, ha de implicar 1la formacién de complejos con
determinados compuestos; los compuestos formados por el borato
pueden ser diferentes, con distinto indice de coordinacién, segin
las cantidades relativas de borato y los otros ligandos implicados.
Si sblo un determinado tipo de complejo presenta actividad biolégica,

tanto la falta como el exceso de B alterarian el indice de coordina-
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cibén Optimo, y el complejo formado no seré adecuado para su funciona-
miento normal, lo que dard lugar a la alteracidén de las actividades

enzimdticas relacionadas con dichos complejos. /

Hemos estudiado 1las posibles correlaciones existentes
entre la actividad catalasa y el contenide de micronutrientes
(B, Cu, Fe, Mn y—Zn) en 1la hoja (Tabla 44, Fig. IV), habiéndose
encontrado correlacién positiva con el Fe (P<0,01) y\Cq\‘?(0,0S),
aunque no con el B. Esto Gltimo es 1l0gico, teniendo en cuenta
que la actividad catalasa varia en el mismo sentido en condiciones
de deficiencia y toxicidad, mientras que el contenido de B en

los tejidos crece desde la deficiencia a la toxicidad.

A la vista de estos resultados, estudiamos la posible
correlacién de los contenidos de B en hoja con los de Cu y Fe,
Tabla 44, Fig. V) encontrando una correlacién positiva de alta
significacién (P<0,001) en ambos casos. Sin embargo, el anélisis
de la varianza del contenido de B, Cu y Fe en hoja (Tablas 24,
25 y 26) muestra variaciones significativas en funcién de 1los
Ttos. sb6lo en el caso del B, en el sentido de que el contenido
del Tto. téxico es significativamente mayor que el de los Ttos.

deficientes y normal.

La correlacidn encontrada entre el contenido de Fe
y la actividad catalasa es un hecho ya descrito por otros autores
(del RIO et al., 1978; WEINSTEIN y ROBBINS, 1955) y ha sido interpre-
tada como una relacién causa-efecto cuya base fisioldgica reside
en el hecho de gue la catalasa es un metaloenzima cuyo grupo
prostético en la mayoria de los casos es hémico, es decir, que
el Fe forma parte integrante de su molécula (KEILIN y HARTREE,
1945). Sin embargo, esto no es general, ya que también, en algunas
especies vegetales, se ha descrito catalasa con Mn, e igualmente
se ha descrito actividad catalasa de enzimas artificiales con
Cu en la molécula (SIGEL, 1969). A la vista de nuestros resultados,
la catalasa de girasol podria ser en su mayor parte enzima férrico,
aunque la correlacién con el Cu indica que quizas podria existir

también una proporcidn de isoenzima cprico.

la relacidén de la actividad catalasa con el B podria

ser un efecto indirecto, en el sentido de que el B modificara
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la cantidad de Fe y Cu biolégicamente activos, y éstos a su vez
el nivel de catalasa. Este hecho viene apoyado por las altas
correlaciones que se detectan entre los contenidos de B en hoja
y los de Fe y Cu; sin embargo, el nivel de B en solucién afecta
significativamente el contenido de B, pero no los de Fe y CU,
lo que parece contradecir el mencionado efecto indirecto. No
obstante, como discutiremos detalladamente para el caso del B
(Aptdo. 3.7.1), quiz&s no sean el Fe y Cu totales, ‘'Sino la cantidad
de Melemento biolbgicamente activo" 1la que r%sulte afectada por
los niveles de B, traduciéndose en una alteracidn de la actividad
catalasa, ya que los parametros metabdlicos pueden acusar una
malnutricién de un microelemento, mientras que aparentemente
su contenido en los tejidos es normal, lo que indica gue muchas
veces el anilisis foliar no es una buena medida del estado nutritivo

de la planta.

La confirmacidn del efecto anteriormente mencionado
merece un estudio mas amplio dado los resultados obtenidos, que
solo podemos considerar como indicativos de 1la existencia de
una accibén indirecta del B sobre la actividad catalasa, a través

de la modificacidén del contenido de Fe y Cu biolégicamente activos.

3.5.3.- Actividad AIA-oxidasa.- En 1la Tabla 11

se exponen los datos de actividad AIA-oxidasa en hojas. En ellos
se observa la existencia de una interaccibén tiempo-Ttos. (P<0,001)
que se traduce en un aumento de la actividad entre las recogidas
0O y 14, pero tan s6lo en las hojas del Tto. normal (P<0,05) y
una disminucién entre las 7 y 14 en el nivel téxico (P<0,05,
Fig. VI). Desde el punto de vista de los Ttos., sdlo se observa
un aumento del téxico respecto al normal, en la dltima recogida,

tog (Fig. VII).

Si expresamos la actividad AIA-oxidasa en funcidn
(%) de la que presentaban las plantas en el punto de partida
de nuestra experiencia (to= 100), desaparece la interaccién, con lo -
que se simplifica 1la relacidén del parémetro con las variables
de nuestra experiencia. Asi, aparecen claras diferencias entre

los Ttos. (P<0,001), en el sentido de que el Tto. deficiente
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muestra una actividad inferior a la del normal (P<0,01) y a 1la
del téxico (P(0,01), aunque estos dos no difieren entre si (Fig.
VIII). Estos resultados estidn de acuerdo conn la idea general,
comprobada por varios autores (KRUPNIKOVA et al. 1975, YAMANOUCHI
et al. 1975) de que la deficiencia de B reduce la actividad AIA-
oxidasa respecto a la normal, al menos en la parte aérea de la
planta, ya que en las raices existe mayor discusién. La explicacién
fisiolégica que proponen estos investigaddres es que se trata

\

de fenoles (preferentemente difenoles) provocado por 1la falta

de un efecto indirecto, que resulta 'del aumento del contenido
de B, hecho ampliamente descrito en la bibliografia; estos difenoles
actlan como inhibidores de 1la actividad ATA-oxidasa en muchos

sistemas vegetales.

Desgraciadamente, no hemos podido medir el contenido
de difenoles en esta 12 experiencia debido a la cantidad limitada

de material vegetal de que disponfamos.

3.5.4,- Actividad polifenol-oxidasa y contenido

de o-difenoles.- Los valores de actividad PPO se reQGnen en la

Tabla 12. En ellos se puede observar que dicha actividad varia
con el tiempo (P<0,001) y con los Ttos. de B (P<0,001), sin que
exista interaccidén entre ambos factores. Esto quiere decir que
los 3 Ttos. evolucionen de igual manera frente al tiempo y que,
cualquiera que sea la recogida, la relacién que existe entre

los 3 Ttos., es siempre la misma.

En la Fig. IX hemos representado 1la evolucién en
el tiempo de la actividad PPO pafa cada uno de los 3 Ttos. En
ella se observan oscilaciones de la actividad gue se adaptan
a un polinomio de 4?2 grado (P<0,001) en el gue los términos de
2% y 3= grado también muestran significacién (P<0,01 y P<0,001
respectivamente). Resumiendo, 1la actividad PPO no presenta una
variacién 1lineal con el tiempo, sino que evoluciona segin un
polinomio con un méximo a los 7 dias de permanencia de las plantas
en soluciones diferenciales. Los 3 Ttos. evolucionan en el tiempo
de manera semejante, ya que el descenso que se observa en el

t21 para el Tto. deficiente es significativo. Las oscilaciones,
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que se dan en los 3 Ttos. de B, incluido el normal, podrian ser

una manifestacidén de la homeostasis de 6xido-reduccidén del sistema.

En cuanto al efecto de los Ttbs. de B (Fig. X), podemos
concluir que la actividad PPO en el Tto. téxico es siempre superior
a la de los Ttos. deficiente y normal (P<0,001 en ambos casos),
mientras que la del deficiente es algo inferior a la del normal
aunque en el limite de 1la signiﬂicaqi@n (0,1>P>0,05). La respuesta
de 1la actividad PPO frente al logaritmo de los niveles de B en
solucién se adapta ‘a una recta (P<0,001). Esto significa que
existe un incremento progresivo de la actividad enzimatica desde
el nivel deficiente al téxico, que es proporcional al logaritmo
de la concentracién de B en el medio. Estos resultados son opuestos
a los descritos por otros autores, que describen un aumento de

la actividad en condiciones de deficiencia.

Cuando expresamos la actividad PPO en % de la existente
en el punto de partida de la experiencia (toz 100), no encontramos
diferencias significativas ni entre tiempos ni entre Ttos., 1lo
que quiere decir que la evolucifén en el tiempo es semejante para
todos 1los Ttos., ¥y que 1la relacidén que mantiene la actividad
enzimidtica en cada una de las recogidas con la que tenfian en
el punto de partida (to) es estadisticamente igual en todos los

casos,

Cuando referimos 1los datos a % del testigo, o basal
de Ttos. (Tto.o’5= 100), encontramos diferencias muy significativas
frente a los Ttos. (P<0,001). Ello nos habla de nuevo de que
la variacién del Tto. deficiente respecto al normal es més pequefia
y de sentido contraric a la del +téxico, o sea, que la deficiencia
deprime débilmente, mientras que la toxicidad incrementa fuertemente

la actividad PPO.

Hemos calculado 1las correlaciones entre actividad
PPO y el contenido de micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn y Zn) en
las hojas (Tabla 44), aunque .sblo para las dos Ultimas recogidas
(t21 y t28)’ ya que en las demé&s no fué posible realizar andlisis de
microelementos por falta de material. En estas dos recogidas,

hemos encontrado una correlacidn positiva (P<0,05) entre la actividad
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PPO y el contenido de B en las hojas (Fig. XII). En efecto, si
comparamos las Figs. X (actividad PPO y 1la XLIX (contenido de
B en 1la 22 experiencia) podemos comprobar que ambas muestran

idéntica variacién, en magnitud y sentido, respecto a los niveles

de B en soluciébn.

Resumiendo, los resultados comentados hasta ahora
nos conducen, tomados indiyidualmente Y en su conjunto, a la
)

|
PPO en hojas es un parémetro correla-

conclusién de que la actiwidaa
cionado con el contenido de B en los tejidos, y a su vez ambos
dependen de los niveles de B en el medio. Por todo ello, consideramos
que la actividad PPO de la fraccién soluble de las hojas es un
buen parémetro para medir el estado nutritivo de B en la planta,

ya que relne las siguiente condiciones:

a) Guarda una relacién sencilla y directa con el
nivel de B en el medio (es proporcional al logaritmo de la concentra-

cibén de B en solucién).

b) Estd correlacionado con el contenido de elemento

en los tejidos.

c) Al no existir interaccién tiempo-Ttos., las medidas
pueden realizarse en cualquier momento del desarrollo de la planta,
Yy siempre se cumplird 'que la actividad enzimética de las plantas
deficientes serd inferior y la de las téxicas superior a la de
las normales. Este aspecto es absolutamente crucial para la eleccidn
de un parédmetro como detector del estado nutritivo del elemento,
ya que si los Ttos. de B alteraran la evolucién de la actividad
a lo largo del tiempo (si existiera interaccidn tiempo-tratamientos)
los resultados que se obtuvieran de 1la comparacién entre Ttos.
serian diferentes, o incluso contrarios, segin el momento en el que -
se realizaran las pruebas. La mayoria de los parémetros medidos
en el presente trabajo, muestran este Gltimo comportamiento,
como ya iremos viendo, lo que resalta la excepcionalidad de 1la

actividad PPO y justifica nuestra eleccién.

De todas formas, seria necesario estudiar las variaciones
de la actividad PPQO con otros factores que no sean los niveles
de B, ya que se han descrito varios factores que al parecer alteran

también esta actividad -al menos en otras especies vegetales.
y
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Pasamos a considerar la causa fisiolégica que da
lugar a la dependencia de 1la actividad PPO de los niveles de
B. En 1=£ lugar, dados ‘los resultados ampliamente discutidos
en este apartado, pensamos que esta actividad enzimatica podria
estar bajo control directo del B en las plantas de girasol, es
decir, que se trata de una accién primaria, o al menos muy temprana
del elemento. Esta c?ng;usién viene apoyada ademéds, por el hecho
de que el efecto \ﬁie ic;s Ttos. de B se aprecia ya a los 7 dias
de la aplicacién de los Ttos. Segin KATO et al., (1976), el PPO
estéd ligado a algunas fracciones membranosas, aunque también
existe en la fraccidén soluble. No estd definitivamente aclarado
si su activacién depende de cambios conformacionales, de la adicién
0 separacién de activadores o inhibidores respectivamente o de
cambios en las membranas. Esta Gltima posibilidad se ha comprobado
en muchos casos, en los que la solubilizacidn 1lleva aparejada
la activacién, hecho que incluso se ha detectado en condiciones
naturales (frutos en maduracidn, estados de maduracién Yy envejecimien
to de la planta, MAYER y HAREL, 1979). Puesto que una de las
opiniones actuales mas generalizadas (TANADA, 1979; PARR y LOUGHMAN,
1983) es que el B estid implicado en la formacién y funcionalidad
de las membranas celulares, nuestra hipbtesis es que una de las
acciones primarias del B en el metabolismo vegetal podria ser
la regulacién de la actividad PPO a través de la solubilizacién
y consiguiente activacién del enzima ligado a membranas; obviamente
no descartamos la posibilidad de que el B pueda también actuar
sobre la cantidad de enzima soluble, a través de su proteinosintesis.
Nuestras investigaciones actuales en este campo van dirigidas

a tratar de comprobar ambas alternativas.

Sobre las mismas hojas utilizadas para medir la actividad

PPO, realizamos paralelamente medidas del contenido de o-difenoles,

Ya que en girasol éstos parecen ser el sustrato exclusivo del
enzima, que segin JUDEL (1975) carece de actividad cresolasa
y lacasa; ademds, 1los o-difenoles son la fraccién del total de
sustancias fenélicas més fuertemente alterada por la deficiencia
de E en girasol (DEAR y ARONOFF, 1965). Los resultados del contenido

de o-difenoles de 1las hojas, expresados en 4acido cafeico, se
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reinen en la Tabla 13. Como se puede observar, solo existen diferen-
cias significativas  entre 1los tiempos (P¢0,001) en el sentido
de que el conten%do de o-difenoles de la 12 recogida (to), punto de -~
partida de la experiencia, es siempre inferior al de las demés,
sin que éstas difieran significativamente unas de otras (Fig.
XIII). A pesar de esta falta de significacién, se observa claramente
una tendencia al aumento progresivo del contenido de o-difenoles
a lo largo \del:'tiempo que se pone de manifiesto al expresar los
datos en % réspecto a la 12 recogida (to= 100), que es en realidad el
testigo de tiempo de nuestra experiencia (Fig. XIV). En efecto,
aparece una significacién frente al timpo (P<0,001) que se cumple

para todas las recogidas excepto para la pareja t . Esta respues

217 %28
ta frente al tiempo cc esencialmente lineal (P<0,001); es decir,
el contenido en o-difenoles respecto al to aumenta proporcionalmente
con la edad de la planta. Ademas, al referir los datos a to’ los Ttos.
también son significativamente diferentes (P¢0,001) en el sentido
de que el Tto. téxico estd siempre significativamente por encima

del normal y el deficiente (P<0,001), que son iguales entre sf.

Cuando expresamos los datos en % del Tto. normal
(Tto.o,5= 100) no aparecen diferencias significativas ni frente al -
tiempo ni frente a los Ttos., lo que quiere decir que el comportamien
to de los Ttos. deficiente y téxico frente al normal es siempre

en el mismo sentido.

Hemos ensayado la correlacién entre el contenido
de o-difenoles y la actividad PPO, obteniendo un resultado negativo.
Como ponen de manifiesto varios autores (MACE, 1963; ROBERTS,
1952), "aunque los o-difenoles son su susfrato natural, "in vivo"
existe una compartimentacién inter o intracelular de estos productos,
de tal modo, que sdlo una fraccién del total estaria en contacto
con el enzima, y por tanto, correlacionada con su actividad.
Desgraciadamente es imposible, por el momento, analizar por separado
el contenido de aquellos compartimentos citoplasmiticos especializa-
dos en 1la acumulacién de sustancias de reserva y desecho, del

tipo vacuola, reticulo endoplasmatico, etc.

No hemos encontrado tampoco correlacién entre el

contenido de o-difenoles de 1las hojas y los de B, Cu, Fe, Mn
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Y Zn, aungue, como ya hemos indicado anteriormente, esta correlacién
s6lo se ha ensayado en las dos Gltimas recogidas, ya que sélo

en estos casos disponiamos de datos de contenido de microelementos.

3.5.5.- Actividades glucosa—GP—deshidrogenasa,
6P—g1uconato—deshidrggenasa y contenido de o-difenoles.- Hasta

aqui hemos discutido las actividades enzimaticas relacionadas
con la ‘oxidacién de fenoles. En este Yy los siguientes apartados
pasamos a considerar actividades enzimaticas relacionadas con

su biosintesis.

Los enzimas medidos en la 32 experiencia son los
dos primeros de la via oxidativa de las pentosas fosfato (oPP),
que es la que aporta sustratos para la biosintesis de fenoles
en las plantas; por su estrécha relacidn, discutiremos los resultados

conjuntamente en este apartado.

En la Tabla 14, se reGnen los datos de actividad

glucosa-6P-deshidrogenasa {(glu-6P-DH). Como puede  observarse,

existen diferencias significativas tanto entre tiempos (P 0,001)
como entre Ttos. (P¢O0,001), sin que haya una interaccidn entre
ellos; es decir, los 3 Ttos. evolucionan de igual manera frente
al tiempo, y ademds, cualquiera que sea la recogida, la relacién

que existe entre los 3 Ttos. es la misma.

La evolucién a 1lo 1largo del tiempo (Fig. XVI) se
manifiesta en una elevacién progresiva de la actividad, que alcanza

un méximo a los 21 dias, para decaer de nuevo a los 28 a un nivel

aproximadamente igual al que existia en el tl4 (no hay diferencias -

significativas entre tl4 y t28)' La respuesta con el tiempo se ajusta
a una recta (P<0,001) con un fuerte componente cuadrético y clbico

(P<0,001), lo que se debe a la bajada en la recogida t que es la -

28’
Unica que se aparta del comportamiento lineal.

En cuante al efecto de los Ttos. de B (Fig. XViI1),
tanto el deficiente como el téxico provocan un aumento de la
actividad glu-6P-DH respecto al normal, siendo mas fuerte el
efecto de la toxicidad que el de la deficiencia, ya que la significa-

cidén en este Gltimo caso es P€0,05 frente a P<0,01 en el 19,
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Puesto que no hay interaccién, al expresar los datos
como % del testigo de tiempo (to= 100) la significacién desciende, tan
to frente al tiempo como frente a los Ttos., debido al aumento
de variabilidad que conlleva la elaboracién de 1los datos. Asi,
en el caso del tiempo (Fig. XVIII), se mantienen las diferencias
entre 1las recogidas, pero a wun nivel de significacién menor.
En el caso de 1los Ttos. (Fig. XIX) desaparece la significacién

entre el Tto. normal y el deficiente.

Al expresar los datos en % del testigo de Tto. (Tto.o,5=
100), no se observan diferencias ni frente al tiempo ni frente
a los Ttos. Esto se corresponde con el hecho, ya descrito al
hablar de los datos directos, de que los Ttos. deficiente y tbéxico
actian en el mismo sentido respecto al normal: ambos elevan la
actividad enzim&tica; aunque existen diferencias en 1la magnitud

del efecto de cada Tto. éstas no son lo suficientemente acusadas

como para que ello se refleje en esta etapa del anilisis estadistico.

No hemos encontrado correlaciones entre 1la actividad
glu-6P-DH y el contenido de micronutrientes en las hojas. En
el caso del B, la ausencia de correlacién es légica, ya que las
hojas del Tto., deficiente presentan un contenido de B préximo
al de las normales (Tabla 34, Fig. XLIX) mientras que la actividad
enzimatica en las hbjas deficientes es superior (P< 0,05). De
nuevo observamos gue, mientras el analisis foliar da resultados
aproximadamente normales, algunos pardmetros bioquimicos muestran
alteraciones apreciaﬁles que nos pueden ayudar a detectar 1la

deficiencia moderacda de B.

En resumen, se puede concluir que la actividad glu-
6P-DH varia a lo largo del tiempo del mismo modo, sea cual sea
el Tto. considerado. Esta ausencia de interaccién tiempo-Ttos.
es una de las condiciones que, como mencionamos al hablar de
la actividad PPO, son necesarias para que un paréametro bioquimico
pueda ser usado como indicador del estado nutricional de 1la planta.
Sin embargo, la actividad glu-6P-DH no cumple las otras dos condicio-

nes exigidas:

a) No varia proporcionalmente con el nivel de B en

el medio (lo que si ocurria en el caso de la actividad PPO),



Ya que tanto la deficiencia como la toxicidad estimulan la actividad
glu-6P-DH.

b) Conéecuentemente con lo anterior, no existe correla-
cién con el nivel de B en la planta. Por tanto, no podemos considerar
la actividad glu-6P-DH como un parametro bioquimico adecuado

para elseguimiento del estado nutricional de B en girasol.

La explicacién fisiolégica de 1las variaciones de
la actividad glu-6P-DH 1la posponemos para discutirla conjuntamente
con la 6P-gluc-DH y el contenido de o-difenoles, ya que, como

hemos indicado, los tres parémetros estan estrechamente relacionados.

Los resultados de las medidas de actividad 6P-gluconato-

desnidrogenasa (6P-gluc-DH) esta&n reunidos en la Tabla 15. Como

puede observarse, existen diferencias significativas del parémetro
frente al tiempo (P<0,001) y frente a los Ttos. de B (P<0,05),
detecténdose también una interaccidn tiempo-Ttos. (P<0,05), esto
significa que el parimetro no evoluciona con el tiempo de igual
manera para ¢todos 1los Ttos., y que por tanto, las diferencias
que sSe encuentran entre éstos, varian segin la recogida que se

considere.

En cuanto a 1la evolucién en el tiempo (Fig. XX),
hemos estudiado la curva de respuesta, comprobando que, en efecto,
es diferente para cada Tto. De manera resumida se puede concluir
que la respuesta frente al tiempo de 1la actividad en los Ttos
deficiente y téxico se ajusta a una recta (P< 0,001 en ambos -
casos para el componente lineal), mientras que en el Tto. normal
la respuesta no es sbélo lineal (P<0,001), sino que también tiene
un componente cuértico (P<0,05), lo que se debe fundamentalmente
a que en el dia 14 se‘produce una clara disminucién de la actividad.
En los Ttos. deficientes y toéxico tal disminucién se ha convertido
en una meseta, y ademds se ha retrasado al t21. Hay que destacar la -
similitud de comportamiento de estos dos Ttos. frente al tiempo,
estando siempre el deficiente por debajo del téxico, pero exactamente

con la misma forma de respuesta.

Por lo que respecta a las variaciones frente a los

Ttos. (Fig. XXI), podemos observar en 1gz lugar, que las diferencias
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entre Ttos. comienzan a aparecer en el dia 14. A partir de este
momento, el Tto. deficiente muestra siempre menor actividad que
el tdéxico, siendo esta diferencia particularmente acusada en
la Gltima recogida (t28); el Tto. normal muestira un comportamiento
mas irregular respgcto a los otros dos, dando en el t14 una actividad
inferior a la del deficiente y el téxico; igual a la del tdéxico

en el t2l e igual a la del deficiente en el ¢t

28"

Como sucede siempre que existe wuna interaccién en
los datos directos, al expresar la actividad en % del +testigo
de tiempo (to= 100), esta interaccién se anula, reforzandose
la significacién general frente a los Ttos. (que pasa a ser -
P<0,01). Sin embargo, y al igual que ocurria para la actividad
glu-6P-DH, se anula la significacién entre el Tto. normal y el
deficiente, manteniéndose las diferencias de ambos con el téxico,
que muestra siempre una actividad superior a ambos (Fig. XXIII).
En cuanto al tiempo (Fig. XXII), s6lo la actividad de la Gltima

recogida (t28) aparece como diferente de todas las deméas.

Expresando los datos como % del testigo de Ttos. (Tto.o 5
’
100), hay diferencias significativas frente al tiempo, y no frente
a los Ttos. La interpretacién de estos resultados (Fig. XXIV)

se puede resumir en los siguientes puntos:

12} E1 que no existan diferencias significativas
entre los Ttos. ratifica el hecho, ya discutido, de que la variacidn
de los Ttos. deficiente y tbxico respecto al normal es en el
mismo sentido (ambos aumentan la actividad enzimédtica) y que,
aungue existen diferencias en la magnitud del efecto de cada

Tto. (muy especialmente en la 0ltima recogida de, como ya hemos

t2g
visto) éstas no son tan elevadas como para reflejarse en esta
etapa del an&dlisis estadistico. En este aspecto, el comportamiento
de 1la actividad 6P-gluc-DH es comparable al que observamos en

la actividad glu-6P-DH.

22) El1 hecho de que existan diferencias significativas
frente al tiempo nos dice que los Ttos. deficiente y téxico difieren
del normal basicamente sdlo en la recogida tlA’ momento en el que la

actividad de ambos Ttos. es claramente superior a la del normal,
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mientras que en las demls recogidas es aproximadamente igual
en los tres. La accién de los niveles anormales de B sobre la
actividad 6P-gluc-DH, por tanto, parece ser transitoria, ya que
sdlo se manifiesta claramente en el dia 14, anuléndose de nuevo

a partir de este momento.

No hemos encontrado correlacién entre 1la actividad
6P-gluc-DH y el contenido de B en las hojas, como era de esperar,
y por los mismos motivos ya expuestos para el caso de la glu-
6P-DH. Las correlaciones s6lo se ensayaron en las recogidas 14,
21 y 28, por carecer de material para el andlisis foliar en las

primeras recogidas.

A la vista de 1los resultados ampliamente discutidos,
hemos de concluir que la actividad 6P-gluc-DH no parece cumplir
las condiciones necesarias para servir como parémetro detector

de la deficiencia y toxicidad de B, ya que:

a) La diferencia de comportamiento de los Ttos. deficien-
te y téxicco respecto al normal no es igual a lo largo del tiempo,
puesto que sélo se pone claramente de manifiesto en la recogida

tld’ anuléndose en las recogidas posteriores.

b) La toxicidad y 1la deficiencia de B provocan una
alteracidén de la actividad en el mismo sentido (ambas la estimulan),
por lo que la medida de este parlmetro no nos permitird distinguir

entre ambas situaciones nutricionales opuestas.

¢) En consecuencia con lo anterior, no existe correlacién
entre las variaciones de la actividad 6P-gluc-DH y el contenido

de B en las hojas.

Hemos estudiado 1las posibles correlaciones de 1la
actividad 6P-gluc-DH con el contenido de 1los microelementos Cu,
Fe, Mn y Zn encontrando una correlacién positiva con el contenido
de Zn en hoja (PX0,01, Fig. XXVI). Para estudiar las causas de
esta correlacién, y comprobar si podria deberse a un efecto indirecto
de los niveles de B, hemos medido la correlacidn entre los contenidos
de B y Zn, encontrandose correlacionados positivamente, con una
significacién de P< 0,01 (Fig. XXVII). Sin embargo, no parece
que esto sea consecuencia de los niveles de B en solucidn, ya

gue el Zn no muestra variaciones significativas con 1los Ttos.
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de B (Tabla 38), sino sdlo con el tiempo, a muy elevada significacién
(P(10_6). En cuanto al contenido de B (Tabla 34), que muestra
una elevada significacién frente a los Ttos. (P<1O-6), presenta tam——
bién variaciones significativas frente al tiempo (P<0,05), ¥y
en el mismo sentido que el contenido de Zn (ambos descienden
con el tiempo). Nuestra opinién es, por tanto, que son los cambios
producidos por la edad de la planta los que hacen que estén positiva-
hente correlacionados los contenidos de Zn y B, y no las variaciones
impuestas por los Ttos. En consecuencia, desestimamos la posibilidad
de un efecto indirecto de 1los Ttos. de B sobre la actividad 6P-

gluc-DH, a través de la modificacién del contenido de Zn, concluyendo

que es el tiempo el factor determinante de esta correlacién.

No hemos encontrado referencias de que el enzima
6P-gluconato-DH contenga Zn en su molécula, por lo que haria
falta wuna inveétigacién mas profunda para comprobar el motivo

de la correlacién entre esta actividad enzimltica y el Zn.

Una vez discutidas las variaciones de las actividades
enzimdticas medidas en esta experiencia, pasamos a considerar

el contenido de o-difenoles en las mismas hojas, ya que, como

revisamos en el aptdo. 1.6.12.5, estos enzimas estadn implicados

en la biosintesis de fenoles en plantas.

Como puede observarse en la Tabla 16, el contenido
de o-difenoles en las hojas de esta 32 experiencia varia solamente
con el tiempo (PY 0,001). Si comparamos la curva de evolucién
de este parémetro (Fig. XXVIII) con 1la correspondiente de la
actividad 6P-gluc-DH (Fig. XX) comprobamos la estrecha similituéd
en las variaciones  con el tiempo de ambos paradmetros, que ingluso
reproducen la misma meseta entre los 14 y 21 dias. Esta similitud
queda confirmada al comprobar que existe una estrecha cérrelacién
positiva (P< 0,001) entre la actividad 6P-gluc-DH y el contenido

de o-difenoles.

El contenido de o-difenoles estid asimismo positivamente
correlacionado con ei primer enzima del ciclo oxidativo de las
pentosas fosfato, la glu-6P-DH aunque a un nivel minimo de significa-
cién (P<0,05). Tanto en uno como en otro caso, el factor tiempo

parece ser predominante en el establecimiento de estas correlaciones,

e o-difenoles no varfian con los Ttos. > B.
a que los difenol c 1 Ttos. de B
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Por otra parte, las actividades glu-6P-DH y 6P-gluc-
DH esté&n también positiva y estrechamente correlacionadas entre
si (P<0,001); la causa fisiolbégica de esta correlacidn es obvia,
ya aque se encuentran éonsecutivas en la misma ruta metabdlica,
y por tanto, el producto de la actuacién de la 1%, es sustrato
de la 22, En el establecimiento de esta correlacidén parecen estar
implicados tanto el factor tiempo como 1los Ttos. de B, ya que
el comportamiento de ambas actividades frente a los dos factores

guarda similitudes, como ya hemos discutido.

La interpretacién conjunta de los resultados de las
actividades glu~6P-DH, 6P-gluc-DH y contenido de o-difenocles
en hojas quedaria resumida en el siguiente esquema, que pasamos

a comentar:

Edad de la planta

P<0, 001 \’
Glu-6P-DH /—\\6P-Gluc-DH

4 ,
, *
Glucosa-6P ———+—> Ac. 6P-glucénico ———> Ribulosa-5P— —» o-difenoles
|

>

De 1las dos variables de la experiencia, 1la edad de
la planta es un factor que creemos influye en el mismo sentido
Yy aproximadamente la misma intensidad sobre 1los tres parémetros
considerados, ya que, en términos generales 1los tres muestran

un aumento progresivo respecto al tiempo.

En cuanto a la otra variable, los Ttos. de B, nuestros
resultados nos inducen a pensar que sdlo actuaria de manera directa
sobre la actividad del 1= enzima de la via OPP, 1la glu-6P-DH,

ya que es el Gnico caso en el que se observan diferencias significeti
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vas entre todos los Ttos. de B, y ademds la variacién se da en
el mismo sentido paravtodas las recogidas, sin que exista interaccién
tiempos-Ttos. Interpretamos esta respuesta como clara y directamente
atribuible a los niveles de B. A partir de este punto, el efecto
del B se diluye, y su influencia se hace menos clara. Asi, el
B altera la actividad 6P-gluc-DH de una manera transitoria vy
méds compleja, apareciendo una interaccién tiempo-Ttos., dado
que ambos factores adquieren un rango de importancia semejante.
Esto estaria de acuerdo con nuestra interpretacién de que el
efecto del B sobre la actividad 6P-gluc-DH seria indirecto, a
través de la modificacién de la actividad de la glu-6P-DH, (el
enzima que le precede en la cadena), de manera que en el estableci-
miento de la fuerte correlacién existente entre estas dos actividades
enzimadticas estarian implicadas simulténeamente las dos variables

(Ttos. de B y tiempo).

Cuanto mds nos separamos del punto de influencia
del B, més se diluye su efecto, de manera que el contenido de
o-difenoles ya no muestra variaciones con los niveles de B empleados
(se recuerda que en esta experiencia se aplicd un nivel sdlo
moderadamente deficiente), mientras que el efecto del tiempo
se mantiene aproximadamente igual. Por ello, en la correlacién
6P-gluc-DH - o-difenoles el factor tiempo pasa a ser predominante,
convirtiéndose en el principal responsable de esta correlacidn,
que muestra un alto graéo de significacidén. Por la misma razén,
la correlacién de 1la actividad glu-6P-DH con el contenido de
o-difenoles muestra wuna significacién minima, ya que en ella
se refleja el hecho de que ambos parimetros estadn influenciados
de diferente manera por las dos variables: en el caso del contenido
de o-difenoles, la edad de la planta es el factor predominante,

mientras en el caso de la glu-6P-DH lo serian los Ttos. de B.

Nuestra interpretacién de 1los resultados, en cuanto
a la influencia de los niveles de B se refiere, discrepa de 1la
opinién de LEE y ARONOFF (1967), ya que segin estos investigadores
la accidén primaria del B se llevaria a cabo a nivel de la actividad
6P-gluc-DH, actuando ‘sobre el sustrato del enzima (6P~gluconato),

a través del mecanismo expuesto en los Aptdes. 1.6.12.5 y 1.6.8
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del capitulo de Introduccién. Nuestra interpretacién, sin embargo,

no cambiaria las consecuencias Gltimas de la actuacién del B en la via

OPP, ya que se limitan a proponer gque la accién principal se

llevaria a cabo sobre el 12 y no sobre el 22 enzima del ciclo.

En cuanto a la causa fisioldgica de la accion del
B sobre la actividad glu-6P-DH, también discrepamos de ia hipbtesis
propuesta por LEE y ARONOFF (1967), que atribuyen el efecto del
B a interacciones directas con los sustratos, ya que, como hemos
discutido en el Aptdo. 3.4, esta hipbtesis parece poco probable
segin nuestros resultados. Las dos alternativas que considerédbamos
mas probables de las propuestas para la accidén del B eran accién

sobre membranas o sobre la proteinosintesis.

En el caso de la actividad glu-6P-DH, como ocurria
en el de 1la PPO, hay que destacar que esta actividad enzimética
se ha encontrado asociada a diversas fracciones membranosas,
con lo que podria, en principio, hacerse extensiva a este caso
la hipétesis ya propuesta para la actuacidén del B sobre la actividad
PPO. Sin embargo, mientras la actividad PPO varia en sentido
contrario en condiciones de deficiencia y toxicidad de B, la
glu-6P-DH varia en el mismo sentido en ambos casos. Por esta
razdn, pensamocs que las variaciones de ambas actividades enziméticas

deben ser consecuencia de diferentes acciones primarias del B.

3.5.6.— Actividad fenilalanina-amonio-liasa (PAL)

y contenido de o-difenoles.- A partir de esta experiencia, y

dado que en 1las 3 anteriores el contenido de B en las hojas del
nivel deficiente (0,05 ppm) era muy similar al observado en las
del normal (0,5 ppm), decidimos someter las plantas a deficiencia
extrema (0 ppm). Con esto pretendiamos ademds detectar el aumento
de o-difenoles que en la bibliografia se asocia con la falta
de B, y que hasta este momento no habiamos conseguido observar.
También pretendiamos comprobar, en girasol, los resultados de
SHKOL'NIK et al.,‘ (1980) respecto a la accidén del B sobre la
actividad PAL y estos autores utilizaron C ppm de B como Tto.

deficiente.
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En esta experiencia y en la siguiente prescindimos
ademdas de la infiltracién de las hojas, sustituyéndola por adiciédn
de borato tamponado a la mezcla de reaccidn, a igual concentracién
que la utilizada para 1la infiltracidén. Como dijimos al principio
de este capitulo, no se obtuvieron diferencias significativas

entre las medidas realizadas con y sin B,

En la Tabla 17 se relGnen los valores de actividad,
PAL en 1las hojas. Como puede observarse, existen diferen%iaé
significativas respecto al tiempo (P<0,01) y los Ttos. de B -
(P<0,01), con una interaccidén también significativa (P<0,05)
entre ambos factores. Esto significa que la evolucidén del parametro
a lo largo del tiem§o es diferente para cada Tto. (Fig. XXXI
y XXXII). Asi, mientras la actividad PAL en el Tto. normal no
varia significativamente a lo largo del tiempo, en el Tto. deficiente
la actividad da un méximo a los 21 dias, que es superior a la
de los 7 (P0,01) y 28 dias (P<0,05). En el Tto. téxico, la actividad
sufre una fuerte elevacién a partir del dia 7, en el que es significa
tivamente inferior a la de las dema@s recogidas. La respuesta
se ajusta a una curva cuadritica (P<0,01), con un componente
lineal de menor significacién (P< 0,05}, dando el méximo a los
14 dias, a partir de los cuales la actividad se mantiene aproximada-

mente constante.

Considerando diferencias entre Ttos. para cada una
de las recogidas, los (nicos casos de significacidn se encuentran
a los 14 y 28 dias, en el sentido de que el Tto. tOxico muestra
en ambas recogidas una actividad PAL superior a la de los Ttos.

normal y deficiente, que no difieren entre si,

Resumiendo, tanto la toxicidad como 1la deficiencia
de B provocan un aumento de la actividad PAL, siendo mds temprano
el efecto en el caso de la toxicidad, que alcanza el maximo a
los 14 dias, y algo mas tardio en 1la deficiencia, con maximo
a los 21 dias. En condiciones de toxicidad, la actividad se mantiene
elevada una vez alcanzado el miximo, mientras que en la deficiencia
el efecto es transitorio, va que vuelve a descender en el dia

28.

Y
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No ha sido posible el estudio de 1los datos referidos

a to, debido a la pérdida del material procedente de la 12 recogida.

Al expresar la actividad PAL en % del Tto. normal (Ttoio,5=
100) no aparecen diferencias significativas, lo que quiere decir
que, en general, los Ttos. deficiente y téxico varfan del mismo
modo {(en el mismo sentido) respecto al normal. En efecto, como
ya hemos discutido, tanto la deficiencia como la toxicid%d egt%mulan
la actividad PAL, aunque alcanzan el méximo en distinito momento
y de manera mas o menos transitoria. De nuevo encontramos que

la deficiencia y la toxicidad de B provocan efectos semejantes

sobre un parametro bioguimico.

Nuestros resultados coinciden sdlo parcialmente con
los del equipo de SHKOL'NIK (1980) para plantas sensibles al
E, puesto que si bien encontramos una elevacién de la actividad
PAL en cbndicionés de deficiencia de B, no hemos observado que
esta elevacién progrese de modo continuo a lo largo del tiempo,
ya que a partir ‘de un ‘determinado momento desciende de nuevo
a un nivel inferior al normal, al menos en girasol y bajo nuestras

condiciones experimentales.

SHKOL'NIK apunta gque la elevacién de 1la actividad

PAL seria una de las causas de la acumulacidn de sustancias fenbdlicas
en condiciones de deficiencia de B. Puesto que en girasol la
raccidén de o-difenoles es la que se ve més fuertemente afectada
por la deficiencia de B (DEAR y ARONOFF, 1965), realizamos paralela-

mente medidas del contenido de o-difenoles en 1las hojas. Los

resultados de estas medidas se retnen en la Tabla 18. En ella
se encuentran diferencias significativas frente al tiempo (P< |
0,001) y a 1los Ttos. {(P<0,001), siendo también significativa
la interaccién entre ambos (P 0,001). Observando las variaciones
del parémetro con respecto al tiempo (Fig. XXXIII) y a los Ttos.
(Fig. XXXIV) se puede concluir que la unica causa de variacidn

estéd en la recogida del Tto. deficiente, en la que las hojas mues

t
28
tran una fuerte acumulacidén de o-difenoles, superior a cualguier

otro tiempo y Tto., y con el més alto grado de significacién.

En el mismo resultado comentado anteriormente para

los datos directos, se mantiene cuando se expresa el contenido



de o-difenocles en % del testigo de tiempo (to= 100), lo que habla de
la intensidad de este efecto (Figs., XXXV y XXXVI).

Al expresar los datos en % del testigo de Ttos.’(Tto.O,5=
100) también aparecen diferencias significativas entre los Ttos.
centrdndose de nuevo la causa de la variacién en el comportamiento
opuesto, para t28’ entre el Tto. deficiente y el téxico respecto

a2l normal. O
\ v

Nuestros resultados en esta experﬁencia confirman
los obtenidos por DEAR y ARONOFF (1965), en el sentido de que
la deficiencia de B provoca una acumulacién de o-difenoles en
hojas de girasol. Sin embargo, el efecto es muy tardio, y, por
tanto, no parece probable que la acumulacién de fenoles sea determi-
nante de la mayoria de los sintomas de deficiencia, que aparecen
mucho mas tempranamente. Mds bien parece tratarse de un efecto
final, consecuencia de la alteracidén de otros parametros metabdlicos
en los que el B influiria de manera mas inmediata y directa.
Segiin nuestros resultados, es poco probable que 1la actividad
PAL sea uno de estos parametros ya que, en las hojas deficientes
no se corresponden una actividad PAL progresivamente creciente
con una elevacién del contenido de o-difenoles. Ademds, en el
t28' coinciden una actividad inferior a la normal con una gran
acumulacién de o-difenoles, como puede observarse en 1la Fig.
XXXVIII. Este Ultimo efecto si que pudiera relacionar ambos parame-
tros, aunque no en el sentido que proponen SHKOL'NIK et al.,
(1980): pensamos que el descenso de la actividad PAL en el t28 pudiera
deberse a la acumulacién de fenoles, pero no creemos que en dicha

acumulacidén haya jugado un papel importante la actividad PAL.

Como era de esperar, no existe correlacidédn entre
la actividad PAL y el contenido de o-difenoles de las hojas (Tabla
44). Tampoco hemos encontrado correlaciones entre el contenido
de microelementos, (incluido el B) y la actividad PAL ni tampoco
entre el contenido de microelementos y el de o-difenoles. Esto
no es sorprendente ya que la cantidad de B en las hojas aumenta
progresivamente con el nivel de B en solucién, mientras que,
como ya hemos discutido, ni 1la actividad PAL ni el contenido
de o-difenoles presentan una variacidn semejante frente a los

niveles de B.
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3.5.7.- Contenido de o-difenoles, medidos en la 2%, -

38 y 42 experiencias.- Tal como puede observarse en las Figs.

/

XIII, XXVIII y XXXIII, la acumulacién de o-difenoles en condiciones

de deficiencia de B descrita por otros investigadores (DEAR Yy
ARONOFF, 1965, SHKOL'NIK, 1980) sblo se produce cuando las plantas
se cultivan en condiciones de extrema deficiencia (0O ppm de B),
como es el caso de la 4% experiencia (Fig.' XXXIII); cuando el
nivel de B en solucién es moderadamente! deficiente (0,05 ppm),
como es el caso de la 22 y 32 experiencias, no se produce dicho

efecto.

El hecho de que se encuentren discrepancias entre
el contenido de o-difenoles medidos en las 3 experiencias, no
resta credibilidad a las comparaciones y correlaciones que establece-
mos entre los distintos parametros medidos en una misma experiencia,
ya que los condicionantes que hayan podido actuar, lo han hecho

simulténeamente sobre todos los parémetros en ella medidos.

Por 4Gltimo, queremos sefialar que en los extractos
en los que se midieron los fenoles no existian proteinas que hubieran
podido interferir en la medida, ya que se hicieron determinaciones
de proteinas (por el método de Braford, usado en nuestras experien-
cias), en diferentes muestras de extractos fendlicos escogidos
al azar, comprobandose en todos los casos que las lecturas eran

semejantes al blanco de la curva patrdén de proteinas.

3.6.- Contenido proteico de los extractos de hojas.-

En las Tablas 21, 22 y 23 se relnen los resultados de las medidas
de contenido proteico de 1los extractos enzimlticos utilizados
en la 1%, 22 y 32 experiencias. Como puede observarse, en los
tres casos existen diferencias altamente significativas de 1los
valores rente al tiempo, produciéndose siempre un incremento
en la Ultima recogida (t28) que es significativo frente a todas

las demés.

Los resultados de 1la 22 experiencia difieren de los
de las otras dos ya que existen diferencias significativas en
funcién de los Ttos. en el sentido de que los extractos correspondien

tes al Tto. téxico muestran un contenido proteico superior a
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de los otros dos (PL0,01 en ambos casos). Cuando expresamos 1los
datos en % de to’ el aumento de 1la variabilidad, junto con el
hecho de que no existen interacciones, anula 1la significacidn
frente al tiempo y frente a los Ttos. Sin embargo, al expresarlos
como % del Tto. normal (Tto.0'5= 100), encontramos diferencias signi-
ficativas entre 1los Ttos., lo que significa que el contenido
proteico de 1los extractos de ho%as“q? los Ttos. deficiente y

téxico varfian en diferente sentidp: la toxicidad aumenta y la

deficiencia disminuye el contenido proteico de los extractos.

Tenemos que hacer notar la similitud de comportamiento
(frente a los Ttos.,que no frente al tiempo) del contenido proteico
de estos extractos y la actividad PPO, medida en esos mismos

extractos.

No es de extrafiar que existan analogias y diferencias
entre los contenidos proteicos de las distintas experiencias.
Las diferencias provienen del hecho de que, en cada caso, se
han utilizado los tampones y aditivos mas adecuados para la extrac-
cién y estabilizacién de los enzimas que iban a medirse en cada
experiencia, por lo que las proteinas extrafidas no sera: exactamente
las mismas en cada caso. Las analogias provienen, a nuestro Jjuicio,
de que,de todessformas, se extrae una alta proporcidén de aquellas
proteinas que existen en mayor cantidad en las hojas, que son
principalmente enzimas fotosintéticos, y muy especialmente 1la
ribulosa-bis-P-carboxilasa, que representa del 40 al 80% de las
proteinas de la hoja. Por tanto, las variaciones de este enzima
se reflejardn en las del contenido proteico de 1los extractos
Yy serén la causa de las analogias de comportamiento entre ellos.
Sabido es que la cantidad de enzimas en general, y muy especialmente
los fotosintéticos, aumenta con la edad de 1la planta, asi que
las variaciones en funcién del tiempo serdn las que fundamentalmente
se pondrian de manifiesto en el contenido proteico de los extractos.
Sin embargo, el efecto del B sobre un determinade tipo de enzimas
puede ser lo bastante fuerte como para que las modificaciones

se hagan también pztentes.

Hemos analizado 1las posibles correlaciones existentes

entre el contenido proteice de los extractos y 1las actividades
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enzimdticas en ellos medidas. Los resultados se refinen en la
Tabla 44, pudiénsose comprobar la existencia de una correlacidn
positiva entre las actividades peroxidasa y catalasa y el contenido
proteico de los extractos de la 12 experiencia (P<€0,05 y P£ 0,001
respectivamente), asi como entre las actividades glu-6P-DH y
6P-gluc-DH y el contenido proteico de los extractos de 1la 32
experiencia (P<0,01 y P<0,05 respectivamente). No estan correlaciona-

das con el contenido prote%co 'de sus correspondientes extractos

las actividades AIA-oxidasa (1% experiencia) y PPO (22 experiencia).

En la 12 y 32 experiencias, como acabamos de describir,
s6lo el factor tiempo, y no los Ttos. de B, provoca cambios significa
tivos en el contenido de proteinas de los extractos, mientras
que las actividades enzimaticas se ven afectadas por ambos factores.
Ello nos induce a Vpensar que las correlaciones descritas se han
producide fundamentalmente en base a cambios semejantes de 1los

parémetros implicados en funcién del tiempo.

El caso de la actividad PPO merece una especial considera
cidén. Esta actividad enzimitica no estd correlacionada con el
contenido proteico de 1los extractos utilizados para su medida
(22  experiencia), 1lo que a nuestro parecer se debe a que las
variaciones de ambos parémetros frente al tiempo no son semejantes.
Sin embargo, como ya hemos indicado antes, las variaciones frente
a los Ttos. de B si que son muy similares (ver Fig. XI y XLIII)
aunque ello no se haya traducido en una correlacién, ya que el
factor tiempo, que actiaz sobre otras proteinas del extracto de
diferente forma a como lo hace sobre la actividad PPO, anula

toda posibilidad gde corrélacién.

El hecho de que el efecto de los Ttos. de B sobre
la actividad PPO sea tan semejante al que muestra el contenido
proteico de los extractos frente al mismo factor, podria significar
que las variaciones de la actividad PPO provocadas por los niveles
de B se deben a modificaciones de 1la cantidad de moléculas de
enzima activo en el extracto, provocadas por el B bien a través
del control de 1la liberacién del enzima de las membranas, bien

a través de la proteinosintesis.
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El hecho de que en 1los restantes extractos no se
observen cambios del contenido proteico en funcién de los Ttos.
de B, no excluye la posibilidag de que varie la fraccién correspon-
diente a los enzimas medidos, cuya actividad sufre alteraciones

por efecto de los Ttos.

3.7.- Contenido de microelementos en las hojas.-

Hemos realizado anélffié"Ee los microelementos B, Cu, Fe, Mn
Y IZIn en las hojas de las plantas utilizadas en la 12, 22, 32
y 4® experiencias, principalmente para estudiar su posible correla-
cién con las actividades enzimédticas medidas y detectar asi posibles
influencias de los microelementos sobre dichas actividades enzimiti-
cas. Desgraciadamente, en algunos casos carecemos de datos de

las primeras recogidas, debido a la falta de material vegetal.

A continuacién pasamos a considerar por separado
los resultados de los andlisis de B, ya que es una de las variables

en nuestras experiencias.

3.7.1.~ Contenido de B.- En 1las Tablas 24, 29,

34 y 39 se reGnen los datos del contenido de B en las hojas de
la 18, 22, 32 y 42 experiencias, y en la Fig. L aparecen representa-
dos estos datos en funcidén de los Ttos. de B, que obviamente
es el factor que condiciona las variaciones del contenido del
elemento en los tejidos. Como puede observarse, en aquellas experien-
cias (12, 22 y 32) en las que hemos empleado un nivel moderadamente
deficiente de B (0,05 ppm) las diferencias de contenido de B
en las hojas del Tto. deficiente con respecto al normal o son
de muy baja significacién, o incluso no existen. SIn embargo,
en todos los casos, la curva de respuesta se ajusta a una hipérbola
(componente lineal: P <€0,001; componente cuadritico: P<0,001):
ello indica que los valores de contenido de B aumentan progresivamen-
te desde 1la deficiencia a la toxicidad, aunque este aumento es
pequefio entre el nivel deficiente y normal comparado con el que
existe entre éste y el téxico. Ademds, 1las plantas cultivadas
con el nivel deficiente de B mostraban claramente sintomas caracteris
ticos de la deficiencia, como son una clara disminucién del crecimien

to de la parte aérea, junto con una clorosis y posterior necrosis
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de la zona apical. Igualmente, hemos encontrado alteraciones
en gran parte de los parametros bioquimicos medidos en el Tto.

deficiente,como ya hemos discutido en los apartados anteriores.

De todo lo anterior podemos deducir que nos encontramos
en la tipica situacién en la que el anilisis de planta no da
una idea correcta del estado nutritivo de ésta, en el sentido
de que el contepyqo de B parece ser adecuado para la planta,
y sin embargo\ éséa muestra sintomas visuales de malnutricién
junto con alteraciones de paridmetros metabdlicos. Este hecho
ha sido comprobado para otros microelementos (del RIO et al.,
1978; BAR-AKIVA et al., 1969; O'SULLIVAR, 1970), y en ello se
basan los nutriélogos para utilizar ciertos parametros metabdlicos
como indicadores del nivel de elemento "bioldgicamente activo",

en lugar del contenido total en los tejidos.

En la 42 experiencia, en la que utilizamos O ppnm
como Tto. deficiente, si que existe una clara diferencia entre
el contenido de B en las hojas de 1los tres Ttos., aunque sigue
cumpliéndose el hecho de que la diferencia entre el Tto. deficiente
¥y el normal es mds pequefia que entre éste y el téxico.

3.7.2.- Contenidos de Cu, Fe, Mn y Zn.- Los resulta-

dos del andlisis foliar se refinen en las Tablas 25-28 (12 Experien-
cia); 30-33 (22 Experiencia); 35-38 (32 Experiencia) y 40-43
(42 Experiencia) y estén representados grificamente en las Figs.
LI-LIII. No hemos encontrado variaciones de 1los contenidos de
microelementos en funcién de los Ttos. de B en aquellas experiencias
en las que hemos utilizado un Tto. moderadamente deficiente (0,05
ppm). Sin embargo, en la 42 experiencia, donde el Tto. deficiente
empleado era O ppm de B, se observa que el contenido de Mn de
las hojas deficientes es menor que el de las normales {(P<0,05).
En trabajos anteriores ya habiamos detectado una interaccién
B-Mn (ALVAREZ-TINAUT, 1972). Se trate o nc de un efecto primario
del B, hay que recordar que no hemos encontrado correlacién entre
el contenido de Mn y la actividad PAL, medida en esta 42 experiencia,
por lo que este efecto no esté relacionado con las variaciones

encontradas en dicho parémetro.
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Por 1lo Que respecta al tiempo, existe, en general,
un descenso del contenido de microelementos con la edad de la
hoja, que intefpretamos se debe al clésico efecto de dilucidn

provecado por el crecimiento.

3.8.- Parémetros relacionados con la actividad gibereli—

nica en la parte superior del tallo.- Se hicieron determinaciones
— :

T
de bios?ntesis de ent-kaureno, precursor en la produccidén de

giberelinas por 1la planta, y que, segin BARENDSE (1981), es una
buena estimacién de 1la cantidad de giberelinas formadas. Las
determinaciones se hicieron sobre los 20 c¢m superiores del tallo,
ya que las pruebas preliminares realizadas (Tablas 5 y 6) habian
dado para esta zona los mejores resultados de actividad de toda

la parte aérea, mientras que las hojas mostraron una actividad

despreciable.

Sobre el mismo material se realizaron medidas de
actividad giberelinica, mediante el bioensayo del arroz enano

"Tan-ginbozu".

3.8.1.~ Biosintesis de Ent-kaureno a partir de

mevalonato marcado.- En 1la Tabla 19 figuran los datos de las

determinaciones de este parametro. Lo primero que se pone de
manifiesto es que las medidas son en general bastante bajas,
lo que nos indica que quizds el material escogido no era el adecuado
para medir este parametro, pese a que las pruebas preliminares
asi lo indicaban. No hay olvidar que estas pruebas fueron realizadas
en girasol de pipa de aceite, pero de una variedad diferente

a la utilizada en nuestra experiencia.

Las bajas medidas obtenidas, junto con la variabilidad
de los datos, nos obligan a pensar que es necesario repetir 1las
determinaciones en diferentes O&rganos de nuestras plantas, al
objeto de seleccionar un material mAs adecuado para las medidas

de este parametro.

3.8.2.- Actividad giberelinica.- En la Tabla

20 se muestran los datos del bioensayo. Se observa una alta significacién
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frente al tiempo (P(lO—A), pero no frente a los Ttos. de B, siendo -
también significativa 1la interaccién entre ambos factores (P¢
0,05). La existencia de esta interaccién significa que, frente
al tiempo, los 3 Ttos. evolucionan del mismo modo. En efecto,
el desglose de la interaccién (Fig. XLVI y XLVII) nos dice que,
mientras las plantas del Tto. deficiente (O ppm de B) muestran
una actividad giberelinica aproximadamente constante a 1lo largo
dél tiempo, ya que no hay diferencias entre ninguna de las recogidas,
son las fluctuaciones de los Ttos. normal y téxico las responsables
de la alta significacién del parémetro frente al tiempo. Estas
fluctuaciones son diferentes en ambos Ttos. Asi, el normal muestra
un aumento progresivo de la actividad giberelinica, que alcanza
un  valor méximo a 1les 21 dias, que difiere de todas las demas
recogidas. El1 Tto. +téxico provoca una fuerte elevacidn de 1la
actividad giberelinicé a los 7 dias de la puesta en soluciones
diferenciales de B, que se mantiene aproximadamente igual hasta
el final de la experiencia, ya que sélo hay diferencias significati-

vas entre to y todas las demés recogidas.

Al igual que en otros casos, la existencia de una
interaccién en los datos directos hace que, cuando expresamos
la actividad giberelinica en % del testigo de tiempo (toz 100), se =~
anule la significacién frente al tiempo y aparezcan diferencias
significativas frente a los Ttos. (P<0,01). Las diferencias se
establecen con respecto al Tto. deficiente, (Fig. XLVIII), que
es infericr a cualquiera de los otros dos, aunque la significacidn

es mayor frente al téxico (P0,01) gque frente al normal (P<0,05).

Haciendo Tto,o’sz 100, no aparecen diferencias significa-
tivas ni frente al tiempo ni frente a los tratamientos de B,
lo que indica que las diferencias que los tratamientos deficiente
¥ téxico muestran en su comportamiento frente al normal son demasia-
é0 pequefias para que  se manifiesten en esta etapa del anélisis

estadistico.

En resumen, la deficiencia de B parece reducir 1la
actividad giberelinica de 1la parte superior del tallo, mientras
que la toxicidad no la al:zera, aunque parece adelantar el momento

de la produccidén maxima.



De todas formas, también 1las medidas de actividad
giberelinica son pequefias comparadas con las que se obtuvieron en las
pruebas preliminares, por lo que, como indicédbamos en el caso del -
ent-kaureno, pensamos que seria conveniente hacer més pruebas
con nuestra variedad de girasol, al objeto de determinar la parte
con mas actividad giberelinica ypartiendo de una mayor cantidad

lHde muestra, tratar de _obtener resultados més acusados antes de
extraer conclusiones definitivas. Por la misma razén, no hemos
proseguido con los andlisis de microelementos, el contenido proteico
y las correlaciones de ambos con 1los pardmetros relacionados

con las giberelinas.
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CONCLUSIONES

12,.-De écuerdo con nuestiros resultados, los cambios
procducidos por la deficiencia de B "in vivo", durante el cultivo,
son los responsables de la modificacibén de las actividades enzimiti-
cas, ya que la adicién de B "in vitro" no altera las actividades
emdidas. En consecuenéia, consideramos poco probable 1la idea
de gcue la accién del B sobre las actividades enzimAticas esté
basada en la formacidén de complejos directamente con sustratos
enziméticos, sino que mds bien parece ser un efecto a largo plazo,
que implicaria alteraciones de estructuras celulares como las
membranas o procesos metabdlicos complejos (como la proteinosinte-
sis}, no recuperables inmediatamente por 1la adicién de B "in

vitre".

8~La actividad peroxidasa de hojano s altera ni por

los tratamientos de B, ni por la edad de la planta.

32.-La actividad la catalasa de hoja muestra un aumento
bésicamente 1lineal con la edad de la planta. En cuanto a los
niveles de B, el tratamiento deficiente estimula 1la actividad
respecto al normal, encontrandose indicios de que 1la toxicidagd
actiz en el mismo sentido que 1la deficiencia. El1 efecto del B
podria ser indirecto, a través del Fe y del Cu, cuyos contenidos
en hoja estadn estrechamente correlacionados con la actividad

catalasa.

2, -La actividad &c. indol-acético oxidasa de hojas
~

deficientes en B es menor que la de las hojas normales y téxicas,

que no difieren entre si. Los Ttos. de B alteran, ademds, la evolucidn

de laz actividad a lo largo del tiempo.

52 —Ladeficiencia de B deprime, y la toxicidad incrementa
fuertemente 1la actividad polifenol-oxidasa de hoja, ajustandose
la variacidén a una recta con respecto al logaritmo de la concentra-
ciérn de B en solucidén. Ademds, hemos encontrado una correlacidén
positiva entre el contenido de B en las hojas y 1la activigad
PPC. Todo ello,junto conel hecho de que el efecto de los Ttos.

de £ es muy temprano, apreciéndose a los 7 dias de su aplicacién,
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nos induce a pensar que la regulacién de la actividad PPO pudiera

deberse a una accidén primaria del B en girasol.

Por lo que se refiere a la evolucidén de la actividad
PPO con el tiempo, se observan en todos los Ttos. una serie de
oscilaciones que interpretamos como una manifestacién de la homeosta-

sis de 6xido-reduccidn del sistema.

62.—-Proponemos que la actividad polifenol-oxidasa en
hoja pudiera utilizarse como parédmetro indicador de la deficiencia
y toxicidad de B en girasol, ya que a nuestro juicio cumple las
condiciones necesarias para tal fin, y que estdn recogidas en

la conclusidén anterior.

72.-No hemos encontrado correlacién enire el contenido
de o-difenoles y 1la actividad polifenol-oxidasa de las hojas,
lo que estd de acuerdo con los resultados de MACE (1963) y ROBERTS
(1952). Segin estos autores, existiria una compartimentacién "in vivo"
de estos compuestos, que hace que sblo una fraccién del total

sea accesible al enzima.

82.- La actividad glucosa-6P-deshidrogenasa de hojas
aumenta tanto en condiciones de deficiencia como de toxicidad
de B, siendo mas acusado el efecto en este (ltimo caso. En cuanto
a la evolucidn en el tiempo, en todos los Ttos. aumenta progresivamen
te hasta dar un méximo a los 21 dias de tratamiento, decayendo

¢ée nuevo a los 28.

9.~ La actividad 6P-gluconato-deshidrogenasa de hojas
aumenta tanto en condiciones de deficiencia como de toxicidad
de B, siendo més acusado el efecto en este (ltimo caso. Sin embargo,
la alteracidn provoéada por 1los niveles anormales de B parece
ser transitoria, ya que sb6lo se manifiesta claramente a los 14
dias de tratamiento. Los Ttos. de B, por tanto, alteran la evolucidn

de la actividad a lo largo del tiempo.

102 .- Hemos encontrado correlaciones positivas entre
el contenido de o-difenoles de las hojas y las actividades glucosa-
6P-deshidrogenasa y 6P-gluconato-deshidrogenasa, aunque con diferente

significacién, existiendo también correlacidén enire ambas activida-—



enzimadticas. Este hecho confirma la directa implicacibn de ambas
actividades en la biosintesis de o-difencles a través de 1la via
oxidativa de las pentosas-fosfato (OPP), propuesta por LEE y
ARONOFF (1967). Se propone un esquema para explicar la influencia
relativa de las dos variables de la experiencia (tiempo y tratamien-
tos de B) sobre los cambios de estos tres parimetros, concluyéndose
que el B s6lo actuaria directamente sobre la actividad glucosa-6P-des

hidrogenasa, 132 enzima de la via oxidativa de las pentosas-fosfato.

112.-Los Ttos. de B alteran la evolucidén en el tiempo
de 1la actividad fenilalanina-amonio-liasa de hojas, de manera
que mientras en el tratamiento normal 1la actividad se mantiene
aproximadamente constante, tanto en el téxico como en el deficiente
se produce un aumento de la actividad, siendo. el efecto méds répido

y mantenido en el 123 caso, y en el 22 méds lento y transitorio.

Creemos que la actividad PAL no es la principal responsa-
ble de la acumulacidén de o-difenoles en condiciones de deficiencia
de B.

122,~.La acumulacién de o-difenoles en 1las hojas como
respuesta a la deficiencia de B, repetidamente descrita en la
bibliografia, s6lo hemos podido detectarla cuando se cultivaron
las plantas en condiciones de extrema deficiencia (0,0 ppm de
B), y no cuando la deficiencia eramoderada (C,05 ppm de B). Esto,
junto con el hecho de que se +trata de un efecto muy tardio (se
manifiesta a los 28 dias de haberse aplicado el tratamiento),
nos hace dudar de que esta acumulacidén sea la principal responsable
de los sintomas de deficiencia observados en 1las plantas, como
proponen algunos autores, ya que éstos aparecen mucho mas tempranamen

te, y se observan también en condiciones de deficiencia moderada.

132.-Los contenidos proteicos de los extractos utilizados
para las medidas de actividades enzimé&ticas varian todos fuertemente-
te con la edad de la planta. En cuanto al efecto de los tratamientos
de B, s8lo hemos detectado variaciones en el contenido proteico
de 1los extractos de polifenol-oxidasa, siendo éstas semejantes

a las que mostraba dicha actividad frente a este factor. Este
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hecho estaria de acuerdo con la idea de que la accidn del B sobre la
actividad PPO podria deberse a un aumento de la cantidad de enzima

activo.

142 .-De todas las actividades enzimiticas medidas,
s6lo en el caso de 1la polifenol-oxidasa hemos encontrado que
la deficiencia y 1la toxicidad producen efectos contrarios sobre
la actividad; en el .resto de 1los casos, cuando se producen
cambios de actividad por efecto de los niveles de B, estos consisten
siempre en un aumento de la actividad enzimitica tanto en condiciones

de deficiencia como de toxicidad.

Pensamos que la influencia del B sobre este 2° grupo
de actividades enzimatica@s podria realizarse a través de una
Unica accién primaria, mientras que en el caso de la polifenol-
oxidasa 1la accibén primaria implicada debe ser otra diferente

a la anterior.

152.-De acuerdo con nuestros resultados, creemos que
la confusidén que existe en la bibliografia respecto a la accién
del B sobre las actividades enzimadticas se debe al hecho de que
el B altera en muchos casos la evolucién del parémetro a lo largo
del tiempo, de manera que, dependiendo del momento en que se
hagan las medidas, se detecta elevacién 6 disminucidn respecto
al nivel normal de una misma actividad para un mismo <tratamiento
de B.

16%2.~La toxicidad de B se refleja en el contenido
de B en hoja de una manera mucho mis clara que la deficiencia.
Sin embargo, la deficiencia siempre da lugar una alteracidn sustan-
cial de 1la mayoria de 1los paradmetros metabblicos medidos, 1lo
que demuestra la importancia que tiene la utilizacién de paranmetros
bioquimicos para 1la deteccidn de 1la deficiencia de B, en lugar

del analisis foliar.

172.-E1 contenido de 1los micronutrientes Cu, Fe, Mn
¥y In de todas las experiencias desciende con la edad ce la hoja,
lo que se atribuyé al clésico efecto de dilucidén provocado por

el crecimiento.




Con respecto a los Ttos. de B, sb6lo hemos encontrado
una disminucién del contenido de Mn en las hojas cultivadas con

deficiencia extrema de B.
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FE DE ERRATAS,.

— Debido a un error en los cllculos, los valores de conteni

do de B en hojas aparecen multiplicados por diez.
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