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. I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS



El estudio de los mecanismos de accién de los micronutrientes camo
moduladores del desarrollo y diferenciacién celular representa uno de los
temas importantes de investigacién en Biologia Vegetal. En este sentido,
aunque las plantas muestiran unos requerimientos de elementos minerales en
un amplio grado de concentraciones, sin embargo, frente a un determinado
elemento, los limites para un un crecimiento normal, deficiente o téxico

vienen condiclionados por valores caracteristicos.

Al hilo de estos hechos, el estudio de las funciones del boro ha
despertado un especial interés para los bioquimicos, al ser éste el unico
elemento conocido que es requerido por las plantas superiores del cual no
se conocen funciones en el reino animal. Desde que Agulhom en 1910 demostré
la esencialidad del boro en plantas, numerosos irabajos se han venido
realizando para desentrafiar el papel fisiolégico y bioquimico de este
elemento en el metabolismo vegetal. Asi, se han descrito una amplia gama de
alteraciones metabdélicas en diferentes origenes vegetales influenciadas por
distintos niveles de boro, habiéndose observado una gran confusién al
respecto derivada de la distincién de 1lo que pudieran ser acciones

primarias de las consideradas secundarias.

En un intento de unificar la diversidad de acciones bajo una misma
causa, esto es, la accion primaria del elemento, se han propuestc varias
hipétesis de actuacién, sin que ninguna haya demostrado ser satisfactoria
para explicar la secuencia de respuestas o0 eventos metabdélicos que se
desencadenan por efecto de una nutricién anormal de boro. No obstante, como
consecuencia de los trabajos de investigadores como TANADA (1074),
ROBERTSON y LOUGHMAN (1974), POLLARD y col. (1977, HIRSCH y TORREY
(1980), surgidé con gran fuerza 1la hipétesis referente a 1la posible
implicacién del boro en aspectos relacionados con las membranas,
sugiriéndose una accién directa del elemento sobre dichas estructuras en
aras del mantenimiento de su integridad fisica y funcional. Esta idea no
puede resultar extrafia, teniendo en cuenta que las membranas celulares,
concebidas como una barrera fisica de separaciém inter e intracelular, son
zonas de gran actividad biolégica, donde tienen lugar, entre otros, una

serie de procesos vitales como fotosintesis, cadena respiratoria y absorcién




y transporte de nutrientes. Esta hipétesis de trabajo y los primeros
resultados favorables derivados de ella, han determinado, en gran medida, la

investigacion que se presenta en esta Memoria Doctaral.

En nuestro estudio, se analizan algunos cambios bioquimicos,
fisiolégicos y morfolégicos, intimamente relacionados con los fenémenos de
membrana, que se instauran en 1los tejidos como consecuencia de la
actividad de enzimas especificos y conducentes, todos ellos, al desarrollo y
diferenciacion celular. Ello ha determinado que se investigue en funcién del
boro, la concatenacién metabdélica existente entre aspectos concretos del
metabolismo lipidico (cambios en la composicién lipidica y en la actividad
de enzimas especificos como CDP-colina: 1 ,2‘ diacilglicerol
colinafosfotransferasa de membranas radiculares vy lipoxigenasa de
cotiledones), actividad oxidativa y componentes hormonales del tipo del
etileno, procesos profundamente interrelacionados entre si y que adquieren
especial relevancia en raices y cotiledones de plantulas de girasol, en
cuanto tejidos sometidos a importantes cambios ‘egradativos y biosintéticos

durante el periodo de postgerminacisn,

Por otra parte, en base a la realizacién de un anédlisis sintético y
comparativo de la accién del micronutriente, también hemos estudiado los
efectos del boro  sobre un proceso concreto del desarrollo vegetal como es
la senescencia, entendiéndose ésta como un estadio de la vida de la planta,
dependiente de la conjuncion de diversos factores internos y externos, que
conlleva, antes o después, la muerte del organismo entero o,
independientemente, de alguna de sus partes. Este proceso, inducido, entre
otras causas, como respuesta a diferentes tipos de stress, entre los cuales
se apuntan como muy importantes aquellos que derivan de estados de
deficiencia o de toxicidad en determinados nutrientes minerales, puede
- representar un modelo funcional capaz de dar una interpretacién valida e
integradora del papel del boro en las plantas. De ahi que el estudio de los
efectos del boro sobre la senescencia de raices y, sobre todo, de

cotlledones también haya constituido objetivo importante en este trabajo. -

Finalmente, en cuanto a la eleccién del material vegetal utilizado,
se ha optado por el girasol por dos motives fundamentales: primero,
debido a la especial sensibilidad al boro mostrada por esta planta, dado

que el margen de concentraciones que producen crecimiento y desarrollo
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adecuados es muy estrecho, y cuya consecuencia es siempre una drastica
reduccién de 1la cosecha. Por otro 1lado, es indudable 1la creciente
importancia econémica que estd tomando este cultivo en nuestro pais, muy
especialmente en Andalucia, no sélo por la produccién de aceite, gque
actualmente es el tercero en el consumo mundial después del de soja ¥y
cacahuete, sino también por sus aplicaciones de interés agropecuario, tales
como la utilizacién de los residuos para la alimentacién del ganado después
de la obtencién del aceite, o su utilidad como préactica agricola en la

rotacién de cultivos de secano.

Todo ello, hace que este trabajo, con el cual se pretende la
consecucién de los objetivos cientificos expuest'os. cuyo estudio muestra
también una derivacién practica al plantear importantes problemas en un
cultivo como el girasol, aparezca sélo en un principio como investigacién

bésica.

- 15 =




IT. PARTE TEORICA




1. FUBCIONES ATRIBUIDAS AL BORO EX PLARTAS

El desarrollo histérico del estudio de la nutricién del boro ha
conocido dos grandes etapas. Una primera, iniciada en 1910 con los trabajos
de AGULHON, demuestra la esencialidad del boro para el crecimiento y
desarrollo de las plantas superiores, al estudiar los distintos sintomas
ocasionados por la deficiencia y toxicidad de este elemento en un gran
nunero de espécies vegetales (HEWITT, 1963; GUPTA, 1979) . En este sentido,
dadas las frecuenias condiciones de deficlencia y toxicidad en boro de los
suelos, el problema fue tomando una gran importancia desde el punto de
vista agronéxﬂioo a ralz de las graves alteraciones que producia en los

cultivos y que daban lugar a una dréstica reduccién de la cosecha,

En una segunda etapa, con la llegada de la moderna metodologia
bioquimica y <fislolégica, empleza a abordarse, en mayor profundidad, el
estudio fisiolégico y bioquimico del efecto del elemento sobre los procesos
de desarrollo y crecimiento del vegetal. No obstante, y a pesar de las
numerosas investigaciones realizadas basta el momento, es posible indicar
que, a diferencia del resto de los nutrientes minerales, el papel del boro
no es bien conocido. Asi, la minima cantidad en que participa en el vegetal
(1 - 100 ug/gr peso seco), los numerosos sintomas bioquimicos asociados a
condiciones de deficiencia y toxicidad, las propias peculiaridades quimicas
del elemento (el unico micronutriente que actia en forma aniénica), el no
haberse demostrado hasta la fecha su participacién como parte activa de un
sistema enzimético (JACKSOR y CHAPMAN, 1975), asi como la falta de un
isétopo radiocactivo de boro, son algunas de las razones que explican la

gran dificultad que plantea el conocimiento de su accién primaria.

El hecho de que el baro sea el fGnico elemento conocido que es
requerido por las plantas superiores y no asi por animales, ha centrado la
atencién de los cientificos en 'aquellas funciones del vegetal que no se
corresponden a nivel animal. A este respecto, se ha comprobado que el no
requerimiento de boro por los hongos aleja la posibilidad de una actuacién

del elemento sobre la pared -celular (SHKOL'NIK y MAEVSKAYA, 1977); y su no



esencialidad para la mayoria de las algas (GERLOFF,1968), también sugiere
que no tenga un papel especifico en la fotosintesis. Por otra parte, es
requerido por plantas inferiores como los helechos y algunas diatomeas
(SMYTH y DUGGER, 1980; DUGGER, 1983), habiéndose demostrado que algunas
bacterias relacionadas con la fijacién del nitrégeno utilizan boro, sobre
todo cuando crecen en ausencia de nitratos como por ejemplo Azotobacter
chroococcus y el alga verde azulada Nostoc mucorum (MENGEL y KIRKBY, 1978).
No obstante, la demostracién de una absoluta independencia del boro para
aquellos origenes que se ha indicado, incluido el Reino Animal, no es aun un

capitulo definitivamente cerrado (NIELSEN, 1084).

4 continuvacién, hacemos una descripcién de las diferentes funciones
propuestas - para el boro en plantas. En un primer apartado, se incluye un
breve estudio generalizado de los efectos del elemento en el metabolismo
vegetal. Posteriormente, se hace especial hincapié en agquellas funciones que,
de acuerdc con los objetivos marcados en esta memoria, se refieren a la
implicacién del elemento en aspectos concretas del metabolismo de raices y

cotiledones de pléantulas de girasol.
1.1, BORO Y KETABOLISMO

En 1983, ©PARR y LOUGHMAN indicaron las acciones més importantes
atribuidas al boro en el desarrollo vegetal, incluidas en gran namera de
procesos metabblicos. La variedad de funciones atribuidas al boro hace
pensar que las alteraciones provocadas por el elemento en cada uno de estos
procesos sean secundarias mas que primarias, manifestando la existencia,
por el momento, de una accién generalizada e inespecifica del micronutriente
en el metabolismo vegetal (LOVATT y DUGGER, 1984), En este sentido, existe
unanimidad entre los investigadores al considerar que el mecanismo intimo
de accién puede ser explicado en base a la consideracién de sus
caracteristicas quimicas. Asi, DUGGER <(1983) piensa que dicho mecanismo
subyace en la gran capacidad que presenta el boro para formar complejos con

compuestos con grupos OH.

En la figura 1, se indican las reacciones conducentes a la formacién
de complejos entre el boro y compuestos conteniendo pares de grupos cis-

hidroxilo adyacentes, siendo, en parte, el tipo de complejo formado una
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Figura 1. Formacién de complejos entre el boro y componentes que contienen
pares de grupos cis-hidroxilo adyacentes (DUGGER, 1983).




funcién del pH y de la razén borato:dicl. Aunque estos complejos se forman
preferencialmente en soluciones con baja y alta razén borato:diol, también
se pueden formar con dioles que no tiemen grupos OH en posicién cis, como
aquellos que posibilitan ciertas configuraciones en anillo con grupos trans
1-2 diol. Para DUGGER (1983), si estos complejos con grupos OH son
sustratos o productos de reacciones enziméticas, se posibilita la activacién
o inhibicién de la via metabélica correspondiente, lo cual puede ocasionar
canbios en la concentracién de clertos metabolitos o impedir las reaocioneé
de rutas metabélicas especificas, alterando el crecimiento y desarrollo de

la planta.

1.1.1. Boro y aspectos generales del metabolismo

Aunque la mayor parte de los estudios realizados acerca de la
influencia del boro sobre el crecimiento vegetativo se han efectuado
sometiendo el material vegetal a condiciones de boro-deficiencia, sin
embargo, condiciones de ‘toxicidad han ©puesto de manifiesto efectos
similares a los inducidos por la deficiencia (HUDAK, 1976a, 1976b). Asi, en
girasol y en tomate, uno de los efectos més cominmente observados es la
rédpida detencién de la elongacién de la raiz, lo que sugiere la inhibicién
de la divisién y/o la elongacién celular (KOUCHI y KUMAZAVA, 1975a). Las -
opiniones también se dividen entre aquellos que piensan que la deficiencia
en boro conduce a una acumulacién de células indiferenciadas (KROSING,
1678), y los que indican, por el contrario, un incremento en la maduracién y

diferenciacién de las células proximas al &4pice (MENGEL y KIRKBY, 1978).

Los primeros trabajos que relacionan el boro con la germinacion del
grano de polen incluyen efectos sobre el crecimiento del tubc polinico,
regulaciéon de la ruptura del grano, como resultado de la absorcién no
regulada de agua, y la posibilidad de que el boro en el tejido estigmatico
influya sobre el crecimiento del tubo polinico y sobre la compatibilidad dev
la fertilizacién cruzada (DUGGER, 1973; SHKOL'NIK, 1874). Actualmente se
establece que, desde un punto de vista metabdélico, el boro puede actuar
facilitando 1la absorcién y metabolismo de azGecares, incrementando la
respiracién o como cofactor en la blosintesis de la pared del tubo polinico

(MENGEL y KIRKBY, 1978).
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La rapida detencién del crecimiento de la raiz, uno de los primeros
sintomas de la deficiencia en boro, fué la primera pista que condujo a los
investigadores a pensar en una estrecha relacién entre boro y el
metabolismo de los Acidos nucléicos (VHITTINGTOR, 1959). Trabajos
posteriores apoyaron la idea de que el requerimiento de boro era necesario
para la sintesis de ARN (TIMASHOV, 1968, 1969). Para ALBERT (1968) los
sintomas de deficiencia en plantas de tomate se correspondian con un
efecto negativo sobre 1la bilosintesis de ARN, el cual era debido a la
inhibicién de la formacién de uracilo y otras bases pirimidinicas. Este
supuesto fué apoyado inicialmente por BIRNBAUM y col. (1977) trabajando con
6vulos de Gorsipium hirsutum, aunque estos mismos autores llegaron a la
conclusiéon de que los sintomas de deficiencia en boro observados no estan
relacionados con la biosintesis de &cldos nucléicos, sino con una inhibicién
de la sintesis de UDP-glucosa. Posterioz;mente‘ LOVATT y col. (1881) y
LOVATT (1984) observaron que la biosintesis de citosira y timina a partir
de nucleétidos derivados de la uridina, se veia afectada por la ausencia de

boro.

Respecto al ADN, COHEN y ALBERT (1974) y KRUEGER y col. (1879
comprobaron que la deficiencia en boro provocaba una significativa
reduccién en la incorporacién de “H-timidina en ADN, a la vez que una
reduccién en el contenido de este &cido nucléico. MOORE y HIRSCH (1983)
mostraron resultados contradictorios con éstos, trabajando con &pices de

raices de girasol.

El incremento de 1la actividad ribonucledsica en plantas boro-
deficientes es otro de los efectos atribuidos al boro, sugiriéndose que su
accién sobre el metabolismo degradativo de acldos nucléicos puede ser mucho
m4s importante que sobre la biosintesis (TIMASHOV, 1969; DAVE y KANNAX,
1980), Posteriormente, MOORE y HIRSCH (1983) sugirieron que la sintesis de
ADN y ARN en tejidos boro-deficientes puede suponer la sintesis de
proteinas especializadas que incrementan sus niveles en condiciones de

stress de bora.

Aunque de 1lo expuesto se deduce que pudiera ser aceptada la
implicacién del boro en el metabolismo de los acidos nucléicos, sin embargo,
queda atn por demostrar la evidencia de que los cambios en el metabolismo

de Acldos nuclélcos se deba a un efecto primario del elemento.
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Gran namero de experimentos sobre la absorcién y translocacién de
azucares, utilizando sustratos marcados con '4C aplicados exégenamente a la
planta, mostraban un incremento en los niveles de estos compuestos en
presencia de boro, postulandose que el boro pudiera formar complejos con
los azdcares, haciendo més facil, de esta forma, su absorcién y transporte
(SKOK, 1958; HEVIIT, 1963). Mas- tarde, DUGGER (1973) propuso la hipétesis
alternativa de una estimulacién por el boro de la absorcién y/o el
movimiento de los azicares, probéblemente a través de una accion indirecta
sobre su transporte a larga distancia, o debido a una accién sobre el
metabolismo auxinico. Sin embargo, el aumento del contenido en azicares en
plantas con deficiencia en boro, asi como la respuesta frente a este
elemento observada en alg{mas reacciones enzimaticas de interconversion de
carbohidratos, ha conducido a la hipétesis de que el boro actia mas bien
sobre el metabolismo de estas sustancias que a nivel de su translocaciém.
En este sentido, la interconversién entre monosacéridos y la biosintesis de
sacarosa pueden verse afectados por 1la nutricién anormal de boro,
posiblemente debido a la inhibicién de la blosintesis de uracilo y de 1la

UDP-glucosa fosforilasa (BIRNBAUM y col. 1677; PILBEAX y KIRKBY, 1983).

El ciclo de las pentosas fosfato (CPF) también se ha visto afectado en
funcion del contenido en boro. LEE y ARONOFF (1967) pusieron de manifiesto
que el complejo que forma el bor;o con el 6-P-gluconato inhibia la actividad
del enzima ©6-fosfogluconato deshidrogenasa, deprimiéndose la actividad de
esta ruta metabdlica en favor de la glucolisis. En ausencia de boro, el CPF
se veria favorecido conduciendo, en Ultima instancia, a la acumulacién de
compuestos fenélicos, sintoma caracteristico de estados de deficiencia en
boro. Asimismo, se obtuvieron resultados similares en razén de la
mt;dulacién del enzima glucosa—6-P- deshidrogenasa por el boro (SHKOL'NIK y
JIL'INSKAYA, 1975; ALVAREZ-TINAUT y DONAIRE, 1978).

Respecto al efecto del boro sobre la formacién de la pared celular,
existe una clara relacién entre la sintesis de sus elementos constitutivos y
la disponibilidad del elemento (AUGSTEN y EICHHORN, 1976). RAJARATNAM y
LOWRY (1974) detectaror un mayor contenido en hemicelulosa y sustancias
pécticas, al tiempo que TIMASHOV (1977) observa una mayor incorporacién de
'4C-glucosa en sustancias pécticas en hojas de girasol y soja deficientes

en boro. Los estudios a nivel. ultraestructural apoyan estos datos
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experimentales, habiéndose observado, en raiz de girasol, cambios
estructurales en el aparato de Golgi y engrosamientos de la pared celular
tras las primeras horas de ser transferidas las plantas a medios boro-

deficientes (KOUCHI y KUMAZAWA, 1876; HIRSCH y TORREY, 1980).

Exisfe la evidencia de que otros polisacaridos estructurales de la
pared también pueden ser afectados por la nutricién de boro. Asi, DUGGER y
PALMER (19802, en 6vulos de algodén boro-deficientes, mostraron que la UDP-
V4C~glucosa se incorporaba principalmente a $-1,3 glucanos, mientras que en
évulos cultivados en medios normales la incorporacién se dirigia a $-1,3 y
B-1,4 glucanos. Estos datos estdn de acuerdo con la deposicién de callosa

en plantas boro-deficientes (VAN DER VENTER y CURRIER, 1977),

Como ya se indicé anteriormente, uno de los sintomas més tipicamente
asoclados a la boro-deficiencia en plantas es la acumulacién de compuestos
fenélicos (LEE y ARONOFF, 1967; SHKQL'NIK, 1974). Para estos autores, la
alteracion en el contenido de fenoles parece ser cualitativa, afectando

principalmente a los ortodifemoles.

También se ha observado que la deficiencia en boro conduce a la
formacién de concentraciones supraéptimas de AIA dentro de las plantas
(NEALES, 1960), habiéndose sugerido gque este hecho podia ser responsable
de todos los sintomas asoclados a la boro—deficiencia (TORREY, 1965; COKE y
VITTINGTON, 1968). Sin embargo, HIRSCH y col. (1982) demostraron que los
tempranos sintomas inducidos por estados de boro-deficiencia no pueden ser
correlacionados con los elevados niveles de auxinas, ya que al afiadir AIA

exégenamente dichos sintomas no se reproducian.

Es logico pensar que la acumulacién de fenoles en plantas no se deba
s6lo a una intensa actividad del CPF en ausencia de boro, sino también a la
posible influencia del elementoc sobre algin enzima clave de la ruta
conducente a la sintesis de fenoles. En este sentido, SHKOL'NIK y MAEVSKAYA
(1977) han observado un incremento de la actividad fenilalanina amonioliasa
(PAL), lo cual debia conducir a un aumento de los niveles de fenoles. Sin
embargo, GOMEZ-RODRIGUEZ y col. (1984), trabajando con plantas de girasol,
no encuentran diferencias significativas en la actividad PAL medida con y
sin boroc en el medio de reaccién, lo que hace pensar que éste no actuoe

directamente sobre los sustratos del enzima seghn se bhabia propuesto
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previamente. Del mismo modo, el aumento en la actividad PAL no se
corresponde, en el tiempo, con el incremento de los niveles de fenoles en la
planta. Ello les llevé a concluir que dicha actividad no es la principal
responsable de la acumulacién de ortodifenoles en condiciones de

" deficiencia en boro,

Respecto a la influencia del boro sobre enzimas oxidati\;os de fenoles,
los resultados son confusos y contradictorios, habiéndose postulado que la
catalasa podria estar relacionada con la acumulacién de fenoles en plantas
(AGARVALA y col. 1981). También se nuestran contradictorios los resultados
obtenidos en el caso de la peroxidasa, enzima que cataliza la oxidacién de
fenoles a quinonas, (DUTTA y McILRATR, 1964; PACHECO y col. 1977). Para
PARISH (1969), el Acido bérico facilitaria la unién, mediante enlace iénico,
de la peroxidasa soluble a la pared celular. Contrariamente, SHIVE vy
BARNETT (1973) observaron en hipocotilos de pléantulas de girasol
deficientes en boro un elevado contenidoe de peroxidasa ligada
covalentemente a las paredes y a distintas fracclones celulares. Sin
embargo, el hecho de que un aumento en actividad enzimadtica pueda deberse a
otros muchos factores como por ejemplo la formacién de etileno y procesos
senescentes, les llevé a concluir que un incremento tal debe ser entendido
més bien como un fendémeno general, que se produce cuando el metabolismo de
la planta sufre algun tipo de alteracién, que como un efecto especifico de

la deficiencia de boro.

Los datos relativos a la. influencia del boro sobre 1la polifenol
oxidasa (PP0) parecen estar de acuerdo en asignar a este elemento un papel
depresor de la actividad (GOPAL, 1970; AL'SHEVSKII y col. 1975). GOMEZ-
RODRIGUEZ (1984) encuentra, en hoja de girasol, que la deficiencia y la
toxicidad en boro disminuye e incrementa, respectivamente, la actividad PPO,
proponiendo que un efecto tal pueda ser utilizadc como parémetro indicador
de los mismos. La falta de correlacién entre el contenido de O-difenocles y
la actividad PPO, 1la atribuye a la existencia de una compartimentacién
- celular de estos compuestos, de forma que sélo una fraccién del total es

accesible al enzima.

Aunque es bien conocida la relacién entre el requerimiento de boro y

la intensidad de luz (TANAKA, 1966), sin embargo, existe escasa informaci&n
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acerca de la implicacién directa del boro en la fotosintesis. Inicialmente,
GAUCH y DUGGER (1954) no le atribuyeron ningin papel relevante en este
~ proceso. Posteriormente, AUGSTEF y EICHHORN (1976) y SMYTH y DUGGER
(1980) trabajando con Wolffia arrhiza y Cilindrotheca fusiformis en medios
sin boro, observaron un aumento de la actividad fotosintética, hecho que
relacionaron con un incremento en el nivel celular de potasio en dichas
condiciones. Trabajos més recientes indican que, en deficiencia y en
toxicidad, se producen modificaciones de 1la estructura fina de los
cloroplastos (HUDAK, 1976), asi como una disminucién del contenido en
clorofila y de la fijaciéon fotosintética del CO= (LOVATT y BATES, 1984).

En 1978, PULICH presenté la evidencia de un fotocontrol del boro en
hojas de Haléphila engelmanii, planta capaz de absorber boro en la
oscuridad y excretarlo como respuesta a la luz. Dicha planta mostré una
dependencia entre la excrecién de boro y la fijacién fotosintética del CO=z,
sugiriéndo estos autores la excreciéon selectiva de un complejo organico-
bérico entre el elemento y un compuesto carbonado formado de novo durante
el proceso fotosintético. Posteriormente, PEDASH y SEREDA (1983) observaron
que, en oscuridad, la inyeccién de ATP exégeno a tallos de plantas de
girasol crecidas en medios sin boro, eliminaba los sintomas de boro-
deficiencia relacionados con la fotofosforilacién oxidativa, concluyendo que
este elemento es necesarioc para el funclonamientec de la cadena de

transporte de electrones de la fotofosforilacién no ciclica.

las hipétesis més recientes sobre los efectos del boro en plantas
apuntan hacia una implicacién del microelemento en aspectos relacionados
con las membranas biolégicas. En este sentido, se incluye a continuacién el
estado actual de las materias correspondientes a la interacciém boro-
membranas, a las principales vias metabélicas relacionadas con los
constituyentes lipidicos, compuestos fundamentales de aquellas estructuras,
asi como a la formacidén de‘etileno y actividad respiratoria, en cuanto
procesos, éstos Gltimos, asociados con fenéomenos de degradacion celular y
de especial relevancia, todos ellos, en raices y cotiledones durante el
periodo de postgerminacién, cuyo comportamiento, en funcién del boro, ha

constituido objetivo fundamental de este trabajo.
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1,12, Boro y membranas

La evidencia experimental acumulada en los dltimos afios apunta hacia
la posibilidad de que el efecto primario del boro se establezca a nivel de
las membranas. Las primeras indicaciones en este sentido provienen de las
observaciones de que el transporte de nutrientes se encuentra tempranamente
alterado en plantas sometidas a condiciones de boro-deficiencia, y a que
dichos efectos remiten répidamente cuando el boro se afiade al medio de
cultivo. ROBERTSOR y LOUGHMAN <(1974), POLLARD y col. (1977) y PARR y
LOUGHMAN (1983) muestran que en dichas condiciones de boroc se inhilbe la
absorcién de fosfato, C1™ y Rb*, revirtiendo el efecto al adicionar boro al
medio. Recientemente, GOLBACH (1985), en raices de girasal y cultivos de
células de zanahoria en condiciones deficientes de bora, concluye que la
inhibicién del eflujo de fosfato y glucosa es mucho més marcada que la
absorcién, 4 este respecto, ROTH-BEJERANO e ITAI (1981) mostraron que el
boro inducia la apertura estomética en epidermis de Commelina communis a

través de un estimulo del influjo o eflujo de potasio de las células guardas.

En conexién con el wmovimiento transmembranario de cationes, es
conocido el papel fundamental que juegan las ATPasas de membranas. POLLARD
y col. (1977) cbservaron una reduccién de la actividad ATPasica de vesiculas
microsomales de raices boro-deficientes, la cual es restaurada casi
completamente al tratar con boro. Estos autores postularon que el efecto
inhibidor era debldo, més que a una accién directa del boro sobre el enzima,
a la alteraciéon de la configuraciéon de la membrana. Ello coincide con 1los
resultados de GOLBACH (1985), que demostré que ATPasas preparadas a partir
de medios sin boro no se afectan con concentraciones crecientes del

elemento in vitro.

Similares explicaciones han sido dadas para las alteraciones
observadas en la actividad de otros enzimas ligados a membranas, como la
RNasa (DAVE y KANNAN, 1980) y enzimas relacionados con. la incorporacién de
&dcido orético a fibras de celulosa (PILBEAM y KIRKBY, 19083).

Estudios de caracter electroquimico apoyan también 1. hipédtesis de un
efecto del boro a nivel de las membranas. VOROB'EV y PELKANOV (1973)

mostraron en Nitella symcérpa una hiperpolarizacién de la membrana
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plasmética en presencia de K* y una despolarizacién en presencia de Na™,
inducidas por el boro, lo que les llevée a sugerir la alteracién por este
micronutriente de la permeabilidad selectiva al Na*/K*. En hipocotilos de
Vigna radiata deficientes en boro, TANADA (1974, 1978, 1982)comprobdé una
alteracién del potencial de membrana generado por estimulos luminosos (luz
roja) y gravitatorios, concluyendo que el boro es requerido para estabilizar
la carga electrostética positiva generada en la membrana plasmética por

accién del fitocromo y la gravedad.

Teniendo en cuenta que concentraciones en exceso de auxinas y fenoles,
inducidas por deficiencia en borog pueden también afectar al transporte de
iones, se postulé que dichas sustancias podrian causar directamente las
alteraciones relativas a este proceso (GLASS, 1973; ROBERTSON y LOUGHMAN,
1974). Sin embargo, se pudo demostrar que la aparicién rapida de una
reduccién del transporte de iones por deficiencia de boro no se corresponde
en el ‘tiempo con un aumento de la concentracién de estas sustancias (PARR
y LOUGHMAN, 1983). Asimismo, la adicién de concentraciones altas de auxinas
no reproducia los sintomas tipicos de boro-deficiencia (HIRSCH y col.
1982).

Desde otra perspectiva, los estudios a nivel ultraestructural han
apoyado la aflrmacién de que una . nutricién anormal de boroc conduce
tempranamente a la pérdida de la integridad de las membranas (HERICH y
HUDAK, 19077; HIRSCH y TORREY, 1980). En relacién a este hecho, se pudo
observar que meristemos de plantas deficientes peseian bajos contenidos de
fosfolipidos <(SHKOL'NIK y KOPMAN, 19870). ]

Por otra parte, estudios de tipo analitico mostraron elevadas

concentraciones de boro en membranas de protoplastos (TANADA, 1983).

Los efectos descritos, unido a la conocida interaccién  boro-calcio,
elemento esencial para el mantenimiento de la integridad de las membranas,
condujo a numerosos investigadores a postular la hipétesis de un posible
papel del boro en el transporte de nutrientes en la célula. No cbstante, es
cuestionable, Apor el momento, si el efecto del boro sobre la membrana es .
directo o indirecto. Investigaciones futuras a nivel fisico-quimico y

bioquimico permitiran arrojar nueva luz sobre tan importante problema.
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1.1.3. Interaccion boro-hormonas

Segin VWAGNER y MICHAEL (1971), la boro-deficiencia conduce a una
disminucién de la biosintesis de las citoquininas, pudiendo explicarse la
inhibicién de la divisién celular a través de una implicacién en el
metabolismo del ARN.

¥uchos sintomas de la deficlencia en boro son similares & los efectos
causados por altas concentraciones de auxinas: inhiblcién de la elongacién
de la raiz, cambios en la direccién de la expansién celular de longitudinal
a radial, empardecimiento de los Apices y proliferacién de raices laterales
(HIRSCH y TORREY, 1980). Como se ha indicado anteriormente, el boro podria
actuar sobre el contenido y metabolismo de las auxinas al provocar un
incremento de su contenido endégeno. También podria actuar modificando 1la

actividad AJA-oxidasa (SHKQL'NIK, 1374; JARVIS y col. 1883).

Los +trabajos que relacionan al boro con las giberelinas son muy
escasos, no existiendo hipétesis concretas respecto a su punto de conexién,
constituyendo la formacién y lignificacién de los vasos del xilema, un
proceso en el que parecen interaccionar estas hormonas (SKOK, 1968). Sin
embargo, es en semillas en germinacién donde estas hormonas tienen un papel
regulador més importante. De aqui que se haya relacionado la funcién de las
glberelinas con la activacién de enzimas ya preexistentes, los cuales estan
compartimentados, o inactivados, por hallarse ligados a membranas, actuacién
que podria ser clave, si se demostrara, para comprender las interacciones

del boro con las giberelinas.
1.14. Boro y respiracién

Existe la opinién generalizada de que en tejidos deficientes en boro
tiene lugar un incremento de la respiracién; sin embargo, cuando los
sintomas de boro-deficiencia se hacen més patentes tiene lugar una
disminucién de este proceso respecto al tejido control. SHKOL'NIK (1874)
sugirlé que ello podria ser debido a un mayor flujo de sustrato
metabolizable hacia la ruta de las pentosas fosfato en detrimento de 1la

glucolisis. SMYTH y DUGGER (1981), trabajando con diatomeas en medios sin
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boro, observaron un aumento de la respiracién y un incremento del flujo de
sustrato respiratorio a +través de la ruta de las pentosas fosfato,
ooncluyenrdo que estos hechos eran més bien sintomas secundarios de 1la
deficiencia en boro. En este sentido, existen algunas indicaciones previas
donde se indica que' el aumento de la respiracién en mitocondrias aisladas
de tejidos boro-deficientes puede derivar del desacoplamiento entre el
transporte electrénico y la fosforillacién oxidativa (TIMASHOV, 1968). En un
trabajo posterior, TIMASHOV (1870) volvié a sugerir con mayor precisién
gue la deficiencia en boro puede provocar un incremento del transporte

electréonico a través de una via citocrémica resistente al cianuro.

El incremento de la respiracién es un procesa metabdlico
caracteristico durante el crecimiento y desarrollo de los érganos de reserva
(frutos, cotiledones, tubérculos), y particularmente, en la senescencia de
los tejidos (SATLER y THIMANK, 1983; WULSTER y col. 1984; FRENKEL, 1984),
habiéndo sido investigado el papel del etilenc en la estimulacién de 1la
misma (BIALE, 1960). Dichos estudios indican una correlacién entre la
sensibilidad al etileno y la resistencia a la inhibicién de la respiracién
por cianuro, SOLOMOS y LATIES (1976a) mostraron que el etileno estimulaba
la respiracién al desviar el flujo de electrones en la cadena respiratoria,
desde el sistema ciltocrémico convencional a una via resistente al cianuro,
sugiriendo que para que el etileno estimule la respiracién, debe de estar
presente la capacidad para la respiracién cianuro-resistente (SOLOMOS y
LATIES, 1976b). La existencia de una respiracién cianuro-resistente,
respiracién alternativa, parece ser un fendémeno generalizado en vegetales

(HEFRY y NINS, 1975).

Actualmente, ha quedado establecido que este proceso, de origen
mitocondrial, resulta de una derivacién del flujo de electrones de la ruta
citocrémica clésica, a nivel de ubiquinona, hacia una oxidasa alternativa, en
la que el Oz es el altimo aceptor, implicando la existencia de un solo punto
de fosforilacién para la formacién de ATP (DAY y col. 1980; FRENKEL, 1984).
Aunque la naturaleza de esta oxidasa alternativa no ha sido identificada
aun, si es conocida su inhibicién por los acidos hidroxémicos (por ej. SHAM)
y su insensibilidad al cianuro (SCHOMBAUM y col. 1871). En este sentido,
algunos autores han asociado la actividad lipoxigenasa a la oxidasa

alternativa, en base al mismo comportamiento frente a inhibidores como el

S~ 99 -



SHAY y propilgalato, entre otros, y a su insensibilidad al cianuro
(GOLDSTEIN y col. 1980). Sin embargo, MILLER y OBENDORF (1981) descartan
esta relacién, al mostrar que el disulfiram inhibia especificamente 1la

respiracién alternativa sin afectar a la actividad lipoxigenasa.

También se ha postulado la necesidad de la integridad o estabilizacién
de la membrana nitocondrial, y de una dependencia de la sintesis de
fosfolipidos, para la operatividad de 1la ruta alternativa, habiéndose
sugerido que la presencia de un alto contenido de triacilgliceroles en el
tejido cilanuro-resistente, parece conferir un papel protector contra la
degradacién de fosfolipidos y galactolipidos de membrana (VARING y LATIES,
1977; THEOLOCIS y LATIES, 1980). Contrariamente, JAMES y SPENCER (1679) y
MOROHASHI y MATSUSHIMA (1983) observan una méxima capacidad respiratoria
cilanuro-resistente cuando la degradacidén de la estructura y disminucién de
las actividades enziméticas mitocondriales se hacen patentes. Recientemente,
MAESHIMA y col. (1984) han mosirado en raiz de batata, que una deficiencia
de fosfolipidos de la membrana interna mitocondrial facilita la operatividad

de la ruta alternativa.

4 pesar de su amplia distribucién en la célula vegetal, su papel
fisiolégico es aidn incierto. Asi, se ha especulado con su participacién en la
termogénesis, maduracién de frutos, germinacién de senillas, oxidacién de
NADH, +transporte de ijones y osmorregulacién (LAMBERS, 1880). Dada 1la
escasa capacidad fosforilante de este proceso, este mismo autor le confiere
en raices, un posible papel en la oxidaclén de azicares translocados en
exceso, sirviendo de esta forma como un proceso disipador de energia

(LAMBERS, 1982).

En 1084, ROMANI, en una visién integrada de una serie de procesos en
frutos en periodos de postrrecoleccion, comt respiracién, formacién de
etileno y senescencia, postula que las células de estos oérganos son
homecestaticos, es decir, que gran parte de los cambios fisiolégicas que
tienen lugar durante la senescencia tienden a compensar los stresses que se
desencadenan con la senescencia y el etileno. Asi, teniendo en cuenta que la
maduracién como tal no requiere cantidades adiclonales de energia, el
incremento respiratorio (la mayor parte cianuro-resistente) observado a 1lo

largo de 1la misma, podria derivar de una respuesta homeostatica o
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compensatoria al siress, durante los primeros estadios de la senescencia, la

cual disminuye a lo largo de la senescencia avanzada.
1.1.5. Baro y metabolismo lipidico

Dada la enorme importancia de los componentes lipidicos en el
desarrollo y diferenciacién vegetal y teniendo en cuenta los escasos
estudios llevados a cabo sobre los efectos de los elementos minerales en el
metabolismo de dichos compuestos estructurales y de reserva, practicamente
inexistentes en el caso del boro, cualguier modificacién en los procesos de
biosintesls o© degradacién de estas moléculas inducida por este
nicronutriente, permitiré definir posibles acciones del mismo sobre dichos
constituyentes celulares. De aqui, que un aspecto fundamental del presente
trabajo baya sido la determinaciém del efecto del boro sobre la composicién
lipidica y la actividad de enzimas relacionados con procesos lipidolitices y
lipidogénicos que se establecen tantc a nivel del tejido entero, como ean

menbranas microsomales de ralz y cotiledones de pléantulas de girasocl.
1.1.5.1. Metabolismo de lipidos en semillas pleaginosas

Durante la germinacion de las semillas tienen lugar imporitantes
cambios metabélicos y estructurales gque varn & culminar <con el
establecimiento de una joven planta con capacidad de asumir una existencia
autotréfica. Para ello, las semillas disponen de tejidos especializados en el
almacenamientc de sustancias de reserva, elaboradas en el proceso de
maduracion, las cuales son utilizadas durante el desarrcllc postgerminativo

para satisfacer los requerimientos energéticos del crecimiento celular.

Las semillas oleaginosas acumulan durante su formaciéon gran cantidad
de lipidos, llegando a constituir hasta un 40 % de su peso fresco. Durante
el crecimiento pnstgerminativu,n la. mayor parte de esta reserva lipidica es
transformada en azlcares, principalmente sacarosa, moléculas éstas que se
transportan al embrién’ para llevar & cabo el desarrollc de la nueva
plantula (BEEVERS, 1969).

£l mismo tiempo que umna degradacién de lipidos, tiene lugar en

cotiledones una sintesis de estas moléculas para el renovamiento ¥
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formacién de las estructuras celulares. Sin embargo, es a nivel de tejidos
como la raiz, en pleno proceso de crecimiento, donde la biosintesis lipidica
alcanza una mayor intensidad en funcién de la gran actividad formadora de
nuevas estructuras. En los esquemas de la figura 2 y 3 se describen los
aspectos méas importantes relacionados con el metabolismo lipidico y la

compartimentacién de estas rutas en plantas superiores.
a. Degradacién de lipidos

En microorganismos y plantas superiores, la transformacién de lipidos
en azucares se establece por una ruta metabdélica inexistente en mamiferos
(BEEVERS, 1980), la cual incluye: hidrélisis de los triglicéridos en sus
constituyentes acilicos; R-oxidacién de los &cidos grasos a acetil-CoA;
transformaclén del acetil-CoA en succinato o malato; y formacién final de
sacarosa. Todas estas transformaciones presentan una compleja
compartimentacién en la que participan, al menos, cuatro estructuras
subcelulares: cuerpo grasoc y/o esferosoma, glioxisoma, mitocondria y citosol
(Fig. 4J.

La elucidacién de la secuencia de reacciones de la conversién de
lipidos en azlicares, asi como la formulacién del- ciclo del glioxilato en
plantas fué posible gracias a los irabajos de KORNBERG y BEEVERS (1957)
en endospermo de ricino, muy poco después de que KORNBERG y KREBS (1957)
describieran, por vez primera, el cicle del glioxilato en microorganismos.
Posteriormente, LONGO y LONGC (1970)>, NEWMAN y BRIGGS (1976) y BEEVERS
(1980) pusieron de manifiesto la validez de dicho modelo de reacciones para

diversos origenes vegetales que acumulan lipidos como reserva energética.
a.l. Hidrélisis de los triglicéridos

Los triglicéridos se acumulan en los cuerpos grasos durante 1la
maduracién de las semillas (WANNER y THEIMER, 1078). Postericrmente son
hidrolizados por accién de las lipasas en é&cidos grasos y glicerol a 1lo
largo del proceso germinativo y desarrollc postgerminativo MAZLIAK y
TCHANG, 1983). ‘
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De todas las actividades enziméticas relacionadas con el metabolismo
de lipidos, quizds sea el mecanismo de accién de las lipasas el pear
conocido. La dificultad de trabajar con sustratos poco hidrosolubles, asi
como el hecho de que esta actividad enzimética se haya venido determinando
con sustratos no naturales, han contribuido a aumentar la confusién en el
conocimiento que se tiene sobre ellas. En este sentido, se considera como
verdadera lipasa, triacilglicerol  hidrolasa, aquella que  utiliza
triacilglicerol como sustrato, actuando s6lo en la interfase agua-aceite

(GALLIARD, 1980).

Las lipasas han sido aisladas de diferentes plantas oleaginosas,
habiendo sido descritas algunas de sus propiedades (ORY, 1969; HUANG, 1981;
LI y col. 1982, 1983). Ademés de una lipasa &cida (pH o6ptimo entre 4.0 y
5.0), existe una lipasa alcalina en endospermo y cotiledones de semillas
oleaginosas (pH optimo entre 8.0 y 9.0, la cual presenta un méximo de
actividad al cuarto dia de germinacién, coincidiendo con un aumento en la
degradacién de la reserva lipidica (ORY, 1969; MUTO y BEEVERS, 1974; HUANG
y MOREAU, 1978), La ubicacién de estos enzimas es controvertida, habiéndose
asoclado su actividad a las membranas de esferosomas y glioxisomas (VANNER
y THEIMER, 1978; LIN y col. 1982, 1983). En cuanto al control fisiolégico de
dicha actividad hidrolitica, hormonas como el acido giberélico.y el Aacido
indolacético estén implicadas en el mismo (TAVENER y LAIDMAN, 1972;
MARRIOTTE y NORTHCOTE, 1975).

a.2. Conversion de 4clidos grasos en succinato

Los é&cidos grasos hidrolizados no se acumulan en la célula, debiendo
constituir su utilizacién un proceso perfectamente controlado del cual no
se conoce su regulacién. La ruta gluconeogénica comienza con la conversién
de los é4cidos grasos en acil-CoA y continta con la B-oxidacién de éstos
para rendir acetil-CoA (Fig. 3), slendo paso cruclal de la gluconeogénesis
en semillas oleaginosas, la conversién neta de 2 moles de acetil-CoA en
succinato en el ciclo del glioxilato, gracias a la participacién esencial de
los enzimas isocitrato liasa (E.C. 4.1.3.1.) y malato sintasa (E.C. 4.1.3.2.).

En endospermo de ricino, todo el acetato es canalizado hacia el ciclo del
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glioxilato, obvidndose su oxidacién a +través del ciclo de los écidos
tricarboxilicos (CAT) (BEEVERS, 1982).

En 1956, STUMPF y BARBER aportan la primera evidencia de la §$-
oxidacién en plantas. Se creia que el mecanismo de estas reacciones era
similar al encontrado en mamiferos, sin embargo, COOPER y BEEVERS (1969)
demuestran que la f-oxidacién en semillas oleaginosas gcurre
mayoritariamente en el glioxisoma y no en la mitocondria. Posteriormente,
GERHARDT (1681, 1983) y MACEY y STUMPF (1983) pusieron de manifiesto la
localizacién exclusivamente peroxisomal en tejidos fotosintéticos y en
tejidos no grasos. Reclentemente, se ha descritoc un procesc de f-oxidacion
en mitocondrias de guisante, muy similar al de mamiferos, en el :que parece
funcionar un sistema transportador de acidos grasos, constituido por una
carnitina aciltransferasa de larga ‘cadena, y un mecanismo oxidativo de
palmitilcarnitina y palmitil-CoA por accién de una acil-CoA deshidrogenasa
(VOOD y col. 1984). Fo obstante, desde el punto de vista funcional, cabria
esperar un sistema mitocondrial de oxidacién de éacidos grasos a acetil-CoA
como el de mitocondrias de higado (MACEY, 1983). En este sentido, VOOD y
col. (1986) y BURGUESS y THOMAS (1986) consideran que la actividad B-
oxidativa de mitocondrias sélo se manifiesta al romper la membrana interna,
sugiriendo que en este proceso se forma un pool de acetil-ColA, diferenciado
del glioxisomal, para la generacién de ATP y para llevar a cabo procesos de

sintesis en los plastidios.

La B-oxidacién glioxisomal es diferente z la operante en mamiferos
(Fig. 4). La activacién del acido graso a acil-CoA por medio de la acil-CoA
sintetasa se produce en este organuloa <(COOPER y BEEVERS, 1969). El1 FAD
reducido en el ©primer paso deshidrogenante es oxidadoe ©por una
flavinooxidasa produciendo Hz0=z, que es rapidamente descompuesta por 1la
catalasa. El NADH producido en el segundo paso deshidrogenante, no es
oxidado en el glioxisoma debido a la falta de un sistema convencional de
transporte de electrones (BREIDENBACH y BEEVERS, 1967), sino que es
transferido a la mitocondria para su posterior oxidacién y formacién de ATP
por la lanzadera del malato, en el que se hayan implicados enzimas coma la
malato deshidrogenasa y la glutamato oxalacetato aminotransferasa (METTLER
y BEEVERS, 1980; MACEY, 1983).
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La conversion de acetil-CoA en succinato, o alternativamente en malato,
es independiente del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (CAT). Aunque se
habia sugerido que el ciclo del glioxilato ocurre a nivel mitocondrial, dada
la existencia de enzimas comunes a ambos ciclos, sin embargo, pudo
comprobarse en endospermo de ricino que los enzimas isocitrato liasa y
malato sintasa, claves del ciclo del glioxilato, no existen en 1la
mitocondria (BREIDENBACH y col. 1968). En este sentido, mediante
observacién al microscopio electrénico, pudo ponerse de manifiesto la
existencia de un orgénulo que aparecia en estrecho contacto con los cuerpos
lipidicos, caracterizado por tener una membrana simple, una matriz
floculenta o finamente granular, sin ningin tipo de membranas internas, con
actividades enziméticas caracteristicas (catalasa, wuricasa, glicolato
oxidasa) e inexistencia de ADN y ribosomas, al que se denominé glioxisoma
(BEEVERS, 1979). Esta diferente compartimentacién permite operar al ciclo
del glioxilato independientemente del CAT, eliminando la competencia a
nivel del isocitrato por parte del enzima isocitrato liasa <(ciclo del
glioxilato) e isocitrato deshidrogenasa (CAT) (BEEVERS, 1980).

En cuanto a la ontogenia de los glioxisomas ha quedado establecido que
éstos se forman a partir del reticulo endoplasmético durante la maduracién
de la semilla (TRELEASE, 1984; FUSSEDER y THEIMER, 1984). Sin embargo,
tanto en este periocdo como durante la imbibicién, los enzimas glioxisomales
muesiran una baja actividad, aumentando durante la germinacién (KUNCE y
col. 1984), Para estos autores, un incrementoc tal es debido a una sintesis
de novo de proteinas a nivel de polirribosomas libres, proteinas que
pasteriormente son incorporadas a los glioxisomas preformados. Estos
‘resultados bhan sido ratificados recientemente por GIETT y HOCK (1986).
Contrariamente, WANNER y col. (1982) habian indicado que el aumento de la
actividad enzimética era debido a un incremento en el ntmero de estos

orgénulos.

Cuando la plantula sufre la transicién de una nutricién heterotréfica a
autotrofica por accién de la 1luz, las propledades funcionales de la.
poblacién de microcuerpos cotiledonares pasa de glioxisomal a ser
peroxisomal (GERHARDT, 1978). El mecanismo por el cual se produce esta
transicién no est& inequivocamente resuelta (BEEVERS, 1979), habiéndose

propuesto varias hipétesis para explicar la blogénesis de los peroxisomas
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(KIRDL y LAZAROW, 1982; MAZLIAX y TCHANG, 1983). Trabajos més recientes
apoyan la hipétesis que defiende la idea de la diferenciacién funcional del

glioxisoma a peroxisoma por accién de la luz (SCHUH y GERHARDT, 1984).
a.3. Conversion de succinato en sacarcsa

El ATP generado en la mitocondria por la oxidacién del succinato
glioxisomal a oxalacetato y el poder reductor producido en el glioxisoma
son utilizados en la ruta inversa de la secuencia glucolitica (BENEDICT y
BEEVERS, 1961). Desde esta perspectiva, la coexistencia de 1la ruta
glucolitica y gluconeogénica planteaba el problema de su ubicacién y
regulacién. A este respecto, aunque KOBR y BEEVERS (1968) detectaron la
existencia de enzimas gluconeogénicos a nivel plastidial (lo que evitaba el
solapamiento de ambas rutas), sin embargo, NISHIMURA y BEEVERS (1979)
compraobaron una baja actividad de estos enzimas en plastidios.
Posteriormente, DENNIS y KMIERNYCK (1982) sugirieron que la gluconeogénesis
y la glucolisis ocurren juntas en el citosol, lo cual supondria la existencia
de ciclos futiles a nivel de OAA - PEP y F6P - F1,6DP. Estos autores, en
vista de la falta de compartimentacién, tambien indicaron que dichas
reacciopes pueden ser reguladas a nivel de efector-producto-sustrato-enzima,
excepto para los pasos catalizados por la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

y fosfofructoquinasa que son enzimas altamente regulados.
a4, Control de la movilizacién de los lipidos de reserva

La movilizacién lipidica y el crecimiento de la plantula parecen ser
procesos sincronizados, lo que sugiere wuna influencia directa del embrién
sobre la movilizacién de las reservas. En este sentido, existen dos
hipétesis alternativas para explicar cémo el embrién controla dicha
movilizacién. La primera implica la produccién de hormonas por el eje
embrionario, capaces de estimular las actividades de los enzimas
hidroliticos en los érganos de reserva (STREET y OPIK, 19684), La segunda
implica una continua relacién fuente-sumidero, entre el érgano de reserva y
el eje embrionaric durante el desarrollo de la pléantula (DAVIS y SLACK,
1981). Asi, el embrién ejerceria su efecto promotor utilizando los productos

solubles de la movilizacién (azicares), al tiempo que la acumulacién de
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azucares en los cotiledones podria producir la inhibicién de la movilizacién
por producto final. En aparente contradiccién con esta segunda hipétesis,
recientemente, PAUL y col. (1985) han observado, en cotiledones aislados de
calabaza, que el tratamiento exégeno de citoquininas acelera la degradacién

de los lipidos de reserva y su conversién a carbohidratos.

De lo anteriormente expuesto se puede concluir que aunque el efecto
sumidero parece ser el factor més importante en el control de 1la
movilizacién de las reservas, sin embargo, se hace necesaria la obtencién de
nuevos datos que clarifiquen el control de este proceso (TRELEASE y DOMAN,
1984).

a.5. Lipoxigenasa

Paralelamente a las vias degradativas que se instauran en cotiledones
durante la germinacién de semillas oleaginosas, tienen lugar otros procesos
lipidoliticos que ©provocan la degradacién de 1los 4&cidos grasos
poliinsaturados por vias oxidativas alternativas. En este contexto, se situa
el enzima lipoxigenasa (linoleato: oxigeno oéxidoreductasa. E.C. 1.13.11.12., -
LOX-) que catalize la oxigenacidén de los Acidos grasos de estructura cis,cis
1-4, pentadieno a sus derivados hidroperéxidos, siendo sus principales
sustratos los éoidoé linoléico y 1linolénico <(ERIKSSON, 1975), (Fig. 5).
Ademés de la formacién de hidroperéxidos, las LOXs catalizan reacciones de
cooxidacién ocasionando la pérdida de color de pigmentos (clorofilas,
carotenoldes, etc.> y la modificacién de grupos funcionales de las proteinas

(GALLIARD y CHAN, 1980).

A pesar de ser uno de los primeros enzimas cristalizados (THEORELL y
col. 1647), su papel fisiolégico es aln aobjeto de especulacién. En los
Ultimos afios, su estudio ha tomado un gran interés en el campo de la
tecnologia de alimentos, por su implicacién en la produccién de sustancias
que confieren a éstos caraotefistioas aorganolépticas indeseables (ESKIN y
col. 1977; MATOBA ycol. 1985). En este sentido, es fundamental la via de
produccién "2 los diversos compuestos derivados dé la descomposicién
quimica y/o enzimatica de los hidroperéxidos (GALLIARD y CHAN, 1980; VICK y
ZIMMERMAN, 1982; MORRISON, 1984; FRANKEL, 1884; MATOBA y col. 1985).
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Figura 5.- Formacién de hidroperéxidos de &cldos grasos poliinsaturados en

plantas por accién del enzima lipoxigenasa.



lLas LOXs son enzimas ampliamente distribuldas en diferentes érganos
de plantas superiores (ESKIN y col. 1977; GALLIARD y CHAN, 1980; SEKIYA y
col. 1983; LULAI y col. 1981; VERNOOY-GERRITSEN y col. 1983). Sin embargo,
son poco precisos los datos acerca de su localizacién subcelular, habiéndose
encontrado actividad LOX en la fraccién soluble (GALLIARD, 1978), en
microsomas (WARDALE y GALLIARD, 1975), plastidios (DOUILLARD y BERGERON,
10815, mitocondrias (DUPONT, 1981 y en vacuolas (WARDALE, 1980).

El enzima, aislado y caracterizado de numerosas fuentes vegetales,
muestra mas de una forma isoenzimatica diferente en cuanto a la
especificidad del sustrato, pH o6ptimo (entre 5.5 y 8.0), comportamiento
cinético, efecto de inhibidores, productos formados y participacién en la
generacién de metabolitos secundarios. (GALLIARD y CHAN, 1980; MATOBA y
col. 1985; KLEIN y col. 1685). En semillas de soja se conocen al menos tres
iscenzimas (GALLIARD y CHAF, 1980) (Tabla 1), mostrando el tipo 2 una gran
similitud, respecto a sus propiedades, con los iscenzimas encontrados en
otroe origenes. La mayoria se componen de una cadena polipeptidica simple,
con un peso molecular entre 60.000 y 100.000 daltons y con un &tomo de
hierro no hémico por molécula, esencial para su funcién catalitica
(VLIEGENHARTH y col. 1982).

El pH, temperatura, cationes divalentes (Ca=*, M¥g=* y Mn=*), acidos
grasos trans-insaturados, acidos grasos o-bromados, alcoholes grasos y los
&cidos grasos de corta cadena han mostrado tener capacided inhibidora de
estos enzimas (MITSUDA y col. 1967; DOWNIRG y col. 1972; ESKIN y col.
1977>. Estos agentes parecen actuar, mas que directamente sobre el enzima,
modificando la concentracién micelar critica del sustratoc (GALPIN y ALLEN,
1977; DOUVILLARD y BERGERON, 1979). Otros agentes antioxidantes vy
secuestradores de radicales libres comoc fenoles (quercetina), &cidos
hidroxémicos (SHAM), e incluso la clorofila y pigmentos cooxidados por
accién del propio enzima, har sido también descritos como inhibidores, al
impedir la formacién de radicales libres producidos durante el procesc de
lipoxigenacién <(ESKIN y col. 1877; COHEN y col. 1984; TAKAHAMA, 1085).
Agentes quelantes de hierro también inactivan el enzima en presencia de
tioles (PISTORIUS y AXELROD, 1984). Recientemente, se ha opodido demosirar
la existencia de restos de triptéfana, esenciales para la actividad

catalitica de la LOX-1 de soja- (KLEIK y col. 1685).
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Tabla 1. Principales propiedades de lipoxigenasas de soja, segin GALLIARD y

CHAN, (19800,

LOX-1 L0X-2

Peso molecular 100.000 100,000
pH 6ptimo 8.0 6.5
Punto isoeléctrico 5.5=5.7 5.8-6.2
Razén 9/13 hidroperéxido 5:95 50:50
Contenido de hierro 1 atm/mol 1 atm/mol
Actividad cooxidativa ‘

de carotenoides baja alta




Lla actuacién inicial de la LOX es especifica del grupo metilénico
central del sistema cis,cis,1-4 pentadieno. La separacién de un &tomo de
hidrégeno y posterior oxigenacién dé& lugar a2 un radical peroxi, que por la
adicién de un A&tomo de hidrégeno, origina el hidroperéxido de é&cido graso,
como mezcla isomérica de © y 13 hidroperoxiderivados (DE GROOT y col. 1975;
PISTORIUS y col. 1976). También puede producirse la autooxidacién por
radicales libres y ataque por oxigeno molecular singlete (FRANKEL, 19684).
Durante el proceso catalitico, el enzima pasa por dos estados diferenciados
segin la forma oxidada del hierro (Fe (II) y Fe (III)): en una,
cataliticamente més pobre, el enzima, en el estado Fe (II), activaria el O=
a O=" pasando a la forma .Fe (III) (DE GROOT y col. 1975; VLIEGENTHART y
VELDINK, 1977; VLIEGENTHART y co0l.(1982). Esta reaccién catali‘tica es lénta,
sin embargo, tan pronto como el hidroperéxido es formado (Fe (ID)), parte
del enzima pasa el hierro a Fe (III), activandose en este caso el sustrato,
lo cual da& lugar a un proceso catalitico mucho més eficiente. La cantidad de
enzima en estado Fe (II> y Fe(IlI) es dependiente de la concentracién de

sustrato, hidroperéxido formado y del pH (Fig. 6).

Ademids de esta reaccidén aerdbica, la LOX cataliza una reaccién
anaerébica en la que el propio hidroperéxido puede ser sustrato del enzima.
Esta reaccién conduce a la produccién de especies reactivas (radicales
libres), con un fuerte parecido en el mecanismo de reaccién al ciclo Fe

(III) de la reaccién aerdébica (GARSSEN y col. 1971: VERHAGEN y col. 1978).

A4 pesar del gran esfuerzo investigador dedicado en los uGltimos afios
al estudio de este enzima, continua siendo una incégnita su papel
fisiolégico en la célula, Durante la germinacién, las semillas présentan un
maximo de actividad LOX, coincidente con la movilizacién de las reservas y
reorganizaoién de las estructuras celulares (VICK y ZIMMERKAN, 1982;
VERNOOY-GERRITSEN y col., 1983). Ello podria sugerir un papel fundamental en
el proceso germinativo; no obstante, su amplia distribucién y actividad en
diversos tejidos hacen dificil una generalizacién del mismo. Asi, se ha
propuesto que podria estar implicada en '1a blosintesis de &cidos grasos
oxigenados presentes en los triacilgliceroles de algunas semillas
oleaginosas (MORRIS y MARSHALL, 1966), aunque la escasa presencia bde dichos

- acidos en plantas hace improbable que éste sea su papel fisiolégico
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Figura 6. Reaccidén aerdbica de formacidén de hidroperdxidos por la LOX a través del ciclo Fe(II) (izquierda) y
ciclo Fe(III) (derecha), segin VLIEGENTHART y col. (1982).



fundamental. Algunos autores han especulado con la posibilidad de 1la
implicacién de la LOX en la respiracién alternativa resistente al cianuro
(GOLDSTEIN y col. 1980), sin embargo, también ha quedado demostrada la no
participacién del enzima en este proceso (PETERMAN y SIEDOV, 1983).

Su actividad en la degradacién de lipidos de membrana apunta hacia una
implicacion del enzima en procesos fisiolégicos relacionados con las
transformaciones de estas estructuras celulares en el desarrollo vegetal.
En este sentido, se le ha atribuido un importante papel en la germinacién
de semillas, maduracién de frutos y procesos de stress inducidos por
factores ambientales, conectados, todos ellas, con la senescencia de 1los
tejidos. Asi, se relaciona con la respuesta fisioclégica a la herida (stress
mecanico), y con los mecanismos de defensa contra microorganismos, hongos
e insectos, en base a su participacién en la produccién de diversaé
sustancias con caracteristicas antibiéticas y repelentes (GALLIARD, 1978).
La senescencia tanto natural como inducida por diversos tipos de stress
amblental, se caracteriza por la pérdida de la integridad de las membranas
(SIMON, 1674), siendo conocido el importante papel promotor que juegan
determinadas hormonas vegetales como el etileno (LIEBERMAN, 19678). En este
sentido, trabajos recientes indican que la LOX puede participar, directa o
indirectamente, en la puesta en marcha del proceso senescente como
consecuencia de la peroxidacién de las membranas al generarse radicales
libres, organicos e lnorgénicos, que pueden estimular la conversién de ACC a
etileno (LEGGE y THOMPSOX, 1983; LYNCH y THOMPSON, 1984; KACPERSKA vy
KUBACKA-ZEBALASKA, 1984; LYNCH y col. 1985), o bien al incrementarse la
faée de gel de estas estructuras debido a la peroxidacién, lo que conlleva
la alteracién de la permeabilidad (McKERSIE y THOMPSON, 1979; DHINDSA y
col. 1981; PAULS y THOMPSON, 1984).

b, Biosintesis de lipidos acilicos

Uno de los aspectos mas caracteristicos del desarrollo postgerminativo
de semillas de plantas oleaginosas es la intensa degradacién del material
 lipidico acumulado en sus érganos de reserva, proceso éste necesario, a su
vez, para llevar a cabo, la sintesis de los lipidos, fundamentalmente de

mexmbrana, que van a configurar las estructuras celulares de 1la nueva
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planta. Pero al mismo tiempo que en los cotiledones se instauran reacciones
lipidoliticas, en las células radiculares tiemen lugar procesos lipidogénicos
centralmente orientados a la formacién de membranas: reticulo
endoplasmético, mitocondrias, etc. De aqui, que los procesos germinativo y
postgerminativo se hayan erigida, en gran medida, en sistemas extensamente

utilizados en el estudio del metabolismo lipidico en plantas.

En la presente memoria se estudia el contenido lipidico de raices y
cotiledones de pléntulas de girasol y, sobre todo, los cambios metabédlicos

inducidos en dichos constituyentes por el boro.

Numerosos autores han puesto de manifiesto la sintesis de
componentes lipidicos durante el crecimiento postgerminative (HARWOOD vy
STUMPF, 1970; HARWOOD, 1975; ONISHI y YAMADA, 1980; ICHIHARA y NODA, 1981),
Aunque moléculas com0 sacarosa, glucosa y glicerol han demostrado ser
buenos precursores de los lipidos (DENNIS y MIERNYCK, 1882), sin embargo,
ha sido el acetato el precursor méas extensa y efectivamente utilizado
(STUMPF, 1980). Otros compuestos méas especificos (colina, etanolamina,etc.)
ban permitido el estudic de los fosfolipidos, componentes fundamentales de
las membranas (MOORE, 1082).

b.1. Biosintesis de &cidos grasos

Los &cidos grasos, como componentes de fosfolipidos y glucolipidos,
conforman la parte central de la barrera hidrofébica de todas las membranas
biolégicas. En  semillas oleaginosas son  constituyentes de los

triacilglicercles, principales formas de almacenamiento de energia.

la sintesis de novo de é&cidos grasos es un proceso generalizado a
todas las células vegetales, estudiado ampliamente en diversos tejidos,
particularmente en hojas, semillas en formacién y en distintos érganos
durante el proceso postgerminativo. Sus mecanismos de biosintesis son
actualmente bien conocidos, graclas a la labor investigadora iniciada en la
década de los sesenta por numerosos grupos, entre los que destaca el de
STUMPF en California. Segin estos autores, la biosintesis tiene lugar a
nivel plastidial (cloroplastos, en tejidos fotosintéticos, y leucoplastos,

‘etioplastos, cromoplastos o simplemente plastidios o proplastidios, en
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érganos no fotosintéticos), en los que se sintetiza &acido palmitico y, sobre

todo, oléica (DENKIS y XIERKYCK, 1982; STUMPF, 1984: OLHROGGE y KUQ, 1984).

De acuerdo con STUMPF (1984), parece claro que la sintesis de novo de
dcidos grasos en el plastidio resulta de la adicién sucesiva de unidades de
dos carbonos a una primera unidad de acetil-CoA <(previa conversién a
acetil-ACP), la cual funciona como grupo cebador, formandose palmitil-ACP,
y, posteriormente, estearil-ACP. Todo el conjuntc de reacciones es
catalizado por un complejo enzimAtico soluble y disociable, denominado
genéricamente sintetasa de Acidos grasos, el cual requiere como cofactores
fundamentales NADH y NADPH (poder reductor?> y ACP (proteina portadora de
grupos aclilos). Posteriormente, la desaturacién del estearil-ACP rinde oleil-

ACP y oleato, precursor de los acidos grasos poliinsaturados (Tabla 2).

En base a que el acetato-1'4C hé sido el precursor principalmente utilizado
en nuestros experimentos de biosintesis, en este capitulo de antecedentes,
se ha considerado oportuno efectuar un estudio teérico sobre la formacién
de la molécula de acetil-CoA como primera unidad metabdlica en 1la
biosintesis de é4cidos grascs, asl como sobre la influencia de la

compartimentacién celular y del tipo de tejido en dicho proceso.

Las figura 7 y 8 ilustran en sendos esquemas el proceso general de la
biosintesis de &4cidos grasos y el origen del poder energético y reductor
necesarios para la misma, asi como la interrelacién subcelular que se
establece durante la formacién y germinacién de la semilla (Fig. 7) y a
nivel de la hoja (Fig. 8). En semillas en formacién, el acetil-CoA proviene,
en Gltimo término, de 1la saéarosa sintetizada en la hoja y transportada por
el floema (DENNIS y MIERNYCK, 1982; STUMPF, 1984). lLa glucosa y fructosa,
derivadas de la hidrélisis de la sacarosa por la invertasa, son fosforiladas
por la  hexoquinasa plastidial a glucosa-6P 'y  fructosa-6P, que
posteriormente, son convertidas por los enzimas glucoliticos plastidiales a
piruvato, generando ATP y NADH. El1 NADPH es generado, a su vez, por la ruta
de las pentosas fosfato, presente también en el plastidio, siendo convertido
el piruvato en acetil-CoA por la piruvato deshidrogenasa de este organulo
(REID y col. 1977).

Durante la germinacién, la biosintesis de é&cidos grasos en raices y

cotiledones tiene lugar a partir de la sacarosa generada en el endospermo y
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sintesis de &cido oléico en semillas, segin STUMPF (1984).
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Tabla 2, Biosintesis de &cidos grasos saturados y monoinsaturados en plantas,

Reaccién ' Enzima
1, Acetil-CoA + ACP 4 Acetil-ACP + Col fcetil transacilasa
2, Malonil-CoA + ACP 4+ Malonil~ACP + (oA Malonil transacilasa

3. Acil-ACPicz-ciay t+ Malonil-ACP 4 B-Cetoatil-ACPcce-c1er + C0z + ACP B-letoacil=-ACP sintasa I

4, B-Celoacil~ACPcca-c1ey *+ NADPH 4 E-Hidroxiacil-ACPcca-ci1es *+ NADP B-Cetoacil reductasa

5, B-Hidroxiacil-ACPcca-c1e> & Trans-enoil-ACPcca~cier + H20 D-B-Hidroxiacil~ACP-Dehidrasa
6, 2-Enoil-ACPcca-cie> + NADH & Acil-ACPcca-cre> + NAD* Enoil-ACP reductasa

7, Palmitil-ACP + Malonil-ACP 4 E-letnestearil-ACP + COz + ACP g-Cetoaci1-ACP sintetasa 11
g, B~Cetoesiearil-ACP 4 4 4 Estearil-ACP Enzimas reatciones 4, 5y €
9, Estearil-ACP + NADPK 4 Dleil-ACP Estearil~ACP desaturasa

10, Oleil-ACP + Hz0 4 Ac, oléico + ACP . Oleil-ACP hidrolasa

11, Atil-ACP + Glicerol-3-P 4 1-Acil-glicerol-3P flicerol-3-P aciltransferasa

12, Atil-ACP + 1~Aci1-glicerol-3~? 4+ AF Monoacil-glic-3P transferasa




en los cotiledones (VICK y BEEVERS, 1978), o directamente de la
degradacion de los triglicéridos de reserva (DONALDSON, 1876; NABORS y col.
1984>. Al no poder atravesar la membrana el acetil-CoA, el citrato formado
en el ciclo del glioxilato debe ser transportado al plastidio (RAPP y
RANDALL, 1980), donde de nuevo se genera acetil-CoA, gracias a la existencia
en este orgénulo del enzima ATP-citrato liasa (FRITSCH y BEEVERS, 1879).
Recientemente, WOOD y col. 1984, 1986) han mostrado el funcionamiento de un
proceso  f-oxidativo en mitocondrias de cotiledones de guisante en los
primeros dias de germinacién, lo cual podria suponer la existencia de un
sistema generador de acetil-CoA, separado del glioxisoma, y suceptible de
ser canalizado hacia el plastidio por medio de una carnitina aciltransferasa
mitocondrial (BURGESS y THOMAS, 1986). De esta forma se evitaria la
competencia de la ruta gluconeogénica por dicho metabolito. No obstante, es
muy poco lo que se conoce acerca de cémo el flujo de carbono es regulado en

el contexto del metabolismo celular,

En tejidos fotosintéticos, el piruvato de la mitocondria procedente
del CO= fijado en el cloroplasto es el inmediato precursor del acetil-Col
(STUMPF y col. 1982). El acetato liberado en la mitocondria por la acetil-
CoA hidrolasa es canalizado hacia el cloroplasto a través del citosol
(JACOBSON y STUMPF, 1972), donde es convertido en acetil-CoA por la acetil-
CoA sintetasa, presente exclusivamente en el estroma cloroplastidial (KUBN
y col. 18810,

La acetil-CoA carboxilasa cataliza la carboxilacién, dependiente de
ATP, de acetil-CoA a malonil-CoA en vegetales (SLABAS y col. 1984):

biotina carboxilasa

ATP + COz~H +BCCP 4 CO="BCCP + ADP + Pi

COz"BCCP + Ac-CoA - malonil-Cod + BCCP
Transcarboxilasa

Este paso constituye un importante punto de regulacién en 1la
blosintesis de 4cidos grasos, tanto en plastidios como en cloraoplastos
(STUMPF y col. 1082; SAUER y HEISE, 1983).
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La sintesis de Acidos grasos de 18 carbonos a partir de acetil-CoA y
malonil-CoA es totalmente dependiente de la presencia de uma proteina (ACP),
la cual forma un enlace ticester con el grupo carboxilo del resto acilico
(OLHROGGE y col. 1979; STUMPF, 1980). Esta proteina también participa en la
insercién del primer doble enlace en la formacién de oleil-ACP (McKEON y
STUMPF, 1982), asi como en la transferencia de restos acilos al glicerol-3P
para formar acido fosfatidico en el plastidio (FRENTZEN y col. 1683). La
mayor parte del oleil-ACP producido en el plastidio es hidrolizado a &cido
oléico y ACP, (Tabla 2), siendo el primero exportado y esterificado al
coenzima A para constitulr los lipidos acilicos en otros compartimentos
subcelulares (OLHROGGE y col. 1978).

En tejidos fotosintéticos, el ACP se localiza exclusivamente en
cloroplastos, sin embargo, no existe una total unanimidad en cuanto a su
localizacién exclusiva en plastidios, a nivel de tejidos no fotosintéticos

(OLHROGGE y KUO, 1984).

Recientemente, OLHROGGE y KUO (1885) han descrito dos iscformas de
ACP (I y IDI) , cuya existencia podria venir justificada por su participacién
diferenciada en las reacciones descritas en la tabla 2, sugiriendo que,
debido a su distinto grado de reactividad y al ser codificadas por
distintos genes, ello podria suponer un mecanismo de regulacién de la
biosintesis de &cidos grasos a nivel de ACP, bien para el caso de un
renovamiento de los lipidos de membrana, bien para la formacién de lipidos

de reserva.

Como fesultado de las investigaciones realizadas en los Ultimos afios,
ha quedado establecido que, en vegetales, el sistema sintetasico de é&cidos
grasos esté constituido por diferentes proteinas disociables que, como en
células  procariéticas, pueden ser separadas por procedimientos
convencionales de purificacion (SHIKAMATA y STUMPF, 1982; HOJ y MIKKELSEN,
1982; STUMPF y col. 1982). |

Se conocen con detalle las caracteristicas y propledades de los
componentes cataliticos de este complejo enzimitico de diferentes origenes

vegetales (SLABAS y col. 1984; STUMI™, 1984) (Tabla 2).
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En plantas, la longitud de la cadena de Acidos grasos de los lipidos
estructurales es poco variable, fundementalmente de 16 y 18 éatomos de
carbono; sin embargo, los triglicéridos de reserva muestran una
considerable variacién (HARVOOD, 1980). En este sentido, la definicién
precisa de los mecanismos que determinan la longitud de la cadena del acido
graso es actualmente uno de los objetivos fundamentales que se plantea en
el estudioc de los lipldos vegetales, pudiendo arrojar luz sobre esta
importante cuestiéon el conocimiento detallado de la estructura vy
funcionalidad del sistema sintetasico. Asi, la regulaciéon de la B-cetoacil-
ACP sintetasa 1II, especifica en el sistema de elongacién de 16 a 18
carbonos, puede Jjugar un importante papel en la determinacién de las
cantidades relativas de Acidos grasoé de este namero de carbonos
(SHIKAMATA y STUMPF, 1982; STUMPF, 1984). Asimismo, la especificidad de 1la
estearil-ACP desaturasa es un factor adicional limitante a nivel de la
sintesis de &cidos grasos de 18 carbonos (Tabla 2, reaccién 9). Tan pronto
como el estearil-ACP se forma, es desaturado a o0leil-ACP , el cual es
rédpidamente hidrolizado por la o0leil-ACP hidrolasa (tioesterasa) dando acido
oléico libre (SHINE y col. 1976). Debido a la presencia de estos enzimas en
el plastidio, donde el nivel de estedrico se mantiene muy bajo, el 4cido
oleico es el primcipal acido graso formado durante el proceso, el cual es
exportado a otros compartimentos celulares en forma de oleil-Cok. (Figs. 7
y 8. -

En semillas, la formacién de &cidos grasos de larga cadena a partir de
los 4cidos grasos de 18-carbonos es catalizada por un sistema elongante
ubicado a nivel del reticulo endoplasmético que utiliza malonil-CoA y acil-

CoA (POLLARD y STUMPF, 1980; LESSIRE y col. 1985).

Yumerosos trabajos han contribuide al conocimiento de la biosintesis
de los &cidos grasos pollinsaturados, tanto en tejidos fotosintéticos como
no fotosintéticos (SLACK y col. 1976; STYMNE y GLAD, 1981; MOREAU y STUMPF,
1982; ROUGHAN y SLACK, 1982; SANCHEZ y STUNPF, 1984; STYKNE y col. 1984;
MURPHY y col. 1984, 1985)., Segin estos autores, el oleato, esterificado en la
posicién 2 de la FC, es desaturado a 1linoleil-FC por el sistema o0leil-FC
desaturasa ublicado a nivel de membranas microsomales, siendo éste

dependiénte de NADH y oxigeno molecular (Fig. 9).
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Figura 9. Sistema oleato-FC desaturasa.



Todos los enzimas de membrana implicados en la sintesis del Acido
linoléico han sido solubilizados y purificados, excepto la o©leil-FC
desaturasa que pierde su actividad durante el proceso, quizads por la falta
de una adecuada  reconstitucién del sistema conteniendo los componentes
purificados de la cadena de transporte de electrones (MURPHY y col. 1983,
1984). La linoleil-FC formada puede tomar varias direcciones en la célula:
ser transportada a otras estructuras membranosas para participar en la
formacién de diferentes componentes lipidicos, o bien ser desacilada ¥y
contribuir el resto acilo, en forma de acil-CoA, como precursor en la
formacién de otros lipidos (MURPHY y col. 1984; STYMEE y STOBART, 1885).
El enzima desaturésico de écido oléico ha sido implicado en la respuesta de
las plantas a factores ambientales. Asi, factores tales como luz,
temperatura, stress hidrico, contenido de calcio, salinidad, nivel de oxigeno,
edad del tejido, etc, dam lugar & cambios en la composicién de  acidos
grasos de los lipidos del vegetal (QUINN y WILLIAMS, 1978; CITHAREL y col.
1383; HARWOOD, 1984; BONKEROT y MAZLIAK, 1984; KUIPER, 1985).

El 4cidoc linolénico es el &cido graso mayoritario eam tejidos
fotosintéticos (HARWOOD, 1880), sintetizéndose & partir del acido estearico
via oleato y linoleato (MURPHY y STUMPF, 15879). La introduccién del doble
enlace en el acido linoléico para formar linolémico es catalizada por wna
dessturasa ubicada a nivel plastidial (QOHNISHI y YAMADA, 1980; GRECHEIN y
col. 1984), siendo el sustrato de la desaturacién objeto de controversia.
En tejidos no fotosintéticos, se ha implicado =zl linolefl-FC (ROUGHAR ¥
SLACK, 18982), sin embargo, en tejidos fotosintéticos, el sustrato para ia
desaturacién es el linoleil-¥GDG H®EIEZ y HARWOOD, 1977; OFNHISHI y YAKADA,
1880; MURPHY y col. 1989). La linoleil-FC del reticulo endoplasmatico es
” transportada al plastidioc donde es convertida em linoleil-KGDG 7,

posteriormente, desaturada a linolenil-MGDG (OERISHI y YAMADA, 19823.

Este procesoc es influenciadoc por la luz, como demuestra el draméatico
incremento en la sintesis de linolénico en cotiledones de pepino durante =%
y STIUKPF, 1980).
Contrariamente, HAWKE y STUMPF (1980) muestramn, tanito er hojas eticladas

enverdecimiento, partiendo de acetato-"<C

comg verdes de maiz, la secuencia de conversisnm, oléico -+ linoléico -

linolénico. A este respecto, STUMPF (1984) considera que la actividad oleatc



y linoleato desaturasa difieren marcadamente en funcién del tejido, siendo
necesarit tener en cuenta el tipo, edad y régimen de condiciones del mismo

antes de establecer consideraciones de carécter general
b.2, Biosintesis de fosfolipidos, glucclipidos y triglicéridos

Los fosfolipidos y glucolipidos influyen profundamente en la actividad
celular al regular la permeabilidad &a través de su asociacién e interacciém
con las proteinas membranarias. Este relevante papel funcional viene
determinado estructuralmente por su composicién acilica y componentes
polares, asi como por su distribucién asimétrica en el seno de la membrana
(MOORE, 1982). La investigacién de las rutas de biosintesis de estos lipidos
en vegetales ha tenido un menor desarrollo en relacién a la realizada en
animales  y en microorganismos, siendo actualmente objetoc de intensa
investigacién los enzimas implicados en las mismas. Mucho menos interés ha
supuesto el estudio de los lipidos de reserva en plantas. En los Gltimos
afios, motivado por la enorme importancia econémica que entrafia la
produccion de grasa vegetal como fuente de alimentacién humana y animeal, se
ha hecho un considerable esfuerzo por conocer los mecanismos conducentes a
su formacion, sobre todo, en plantas oleaginosas, quedando adn por

desentrafiar los mecanismos reguladores gque determinan su formacién.
Biosintesis de Fosfolipidos

Ha sido descrito la composicién en fosfolipidos de numerosas especies
vegetales (HARVOOD, 1880; MUDD, 18803, Fosfatidilcolina ¥
fosfatidiletanolamina son los fosfolipidos mayoritarics, mientras que
fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, acido fosfatidico y
bifosfatidilglicerol, se encuentran en menor cantidad. Los &cidos grasos méas
cominmente asociados & los fosfolipidos son  palmitico, esteérico, oléica,

linoléico y linclénico (HARVOOD, 1980; MUDD, 1980).

El estudio de la sintesis de fusfﬂipid@s se ha llevado a cabo en una
gran diversidad de origenes y tejidos vegetales, pero ha sido principalmente
en endospermo de ricino durante la germineciém y en hoja de espimaca, donde

se han definido y caracterizade la mayoria de los enzimas implicados en la



biosintesis de estos lipidos en plantas (MAZLIAK y col. 1982; MOORE, 1982;
MOORE y TROYER, 1983), (Fig. 10),

La sintesis de acido fosfatidico resulta esencial, al ser esta molécula
precursora de todos los fosfolipidos constituyentes de las membranas, y
estar asimismo, implicada en la sintesis de galactolipidos y lipidos neutros
(MAZLIAK y col. 1982). La acilacién progresiva del glicercl-3-P para formar
lisofosfatidico y posteriormente Acido fosfatidico (Fig. 10, reaccién 2),
tiene lugar fundamentalmente en microsomas (SASTRY y KATES, 1966; VICK y
BEEVERS, 198773, aunque las mitocondrias de endospermo de ricino (SPARACE y
MOORE, 1979) y cloroplastos de espinaca (JOYARD y DOUCE, 1977) han

mostrado ser también lugares de sintesis de este fosfolipido (Tabla 3).

la adicién de 1los grupos polares para sintetizar los demas
fosfolipidos a partir del Acido fosfatidico ocurre por dos vias distintas:
una, que conduce a la farmacién de CDP-diacilglicercol (Fig. 10,reaccién 10),
precursor, a su vez, del fosfatidilinositol y fosfatidilglicerol (ANDREVWS y
MUDD, 1984); y otra, que tiene como intermediario el diacilglicerol
(reaccién 37, por la que se forman directamente la fosfatidilcolina y la
fosfatidiletanolamina <(MOORE, 1882). Con la excepcién de la formacién de
fosfatidilserina, este modelo se cumple en todos los tejidos vegetales
estudiados. Asi, MARSHALL y KATES (1974) muestran en espinaca, que el CDP-
dlacilglicerol reacciona con la serina para formar la fosfatidilserina
(reaccién 9), mientras que en endospermo de ricino se intercambia la serina
por la etanolamina de la FE (reaccién 7) (MOORE, 1984). Otra excepcién al
modelo general parece ser la formacién de fosfatidilcolina a través de las
reacciones de metilaciéon de la fos:fafidiletanolamina (reaccién 5) HITZ y
col. 1981), aunque es poco probable que esta ruta funcione mayoritariamente
en plantas (MOORE, 1982).

En cuanto a la compartimentacién de la sintesis de esta moléculas, el
reticulo endoplasmético juega un papel fundamental (Tablas 3, 4 y 5). Esta
fraccién membranaria contiene todos los enzimas implicados en la adicién o
canversién de los grupos polares de los fosfolipidos (MOORE, 1684). En
mitocondrias, se ha podido detectar la biosintesis de fosfolipidos, excepto
FI y FS, que se sintetizan exclusivamente en reticulc endoplasméatico. Todas

estas reacciones presentes en -la mitocondria hacen suponer que este
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Figura 10. Esquema general de la sintesis de fosfolipidos en plantas, segun

- MOORE (1982).
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Tabla 3, Ubicacidn intracelular de la sintesis de lipidos acilicos en plantas, segin MOORE
- (1984),

Fraccién de membranas
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Tabla 4, Caracteristitas de los enzimas de la

ruta del CDP-diacilglicerol, en reticulo

endoplasmdtico (RE) y en mitocondrias (M) aislados de endospermo de ricino durante la germinacién,
segun MOORE y TROYER (1583},

Kn_(aparente) Vpax
Actividad Organulo Catién Hidrosoluble Liposoluble naol,h~' ag”!
L i p

AF + CTP 4 CDP-DAG RE Kn2*(7,5) 17 94 0,017

| Kn2+(1,5) 67 132 0,003
COP~DAG + G3-P 4 FGF RE Kn2*(5,0) 50 3 5
y FBP 4 FG " Kn2+(5,0) 50 2 10
FG + BF& | Hn2*
COP-DAG + I 4 FI RE Kn?+(1,5) 200 1350 35
F1+14FI RE #n?*(15,0) 26 1.3




Tabla 5, Caracteristicas de los enzimas de la ruta del diacilglicerol, en retitulo endoplasmético
(RE} y en mitotondrias (M) aislados de endospermo de ricino durante la germinacién, segun MOORE vy
TROYER (1983),

Ke (aparente) Vnax
Actividad Orgénulo Catién Hidrosoluble Liposoluble ol k™' ,mg™!
nM 1| Ty
AF + DAG Sol,
RE
DAG + CDP-col + FC RE  Mg** (3,00 8.7 20,0
M Mgz+(10,0) 8,0 1,8
DAG + CDP-etan +4 FE RE  Mg2* (3,00 8,0 ' 35,0
" _
FE + 3(CHs-) 4 FC RE  -- 31.0 1,0
M

FE + Ser 4 FS + Etan, RE  Ca2™ (2,0) 20,0 1,0




organulo no es enteramente dependiente del reticulo para sus requerimientos
fosfolipidicos. El aparato de Golgl es bastante activo en la formacién de FC
y FE, sin embargo, su papel en esta sintesis est4 todavia por determinar
(MONTAGKRE y RAY, 1977). El plastidioc sintetiza AF y contiene ademés los
enzimas necesarios para la formacién de FG (JOYARD y DOUCE, 1977; ANDREVS
y MUDD, 1984>. Por el contrario, los microcuerpos <(glioxisomas y
peroxisomes) y - la membrana plasmética no parecen poder sintetizar

fosfolipidos (MOORE y col. 1973; DEMANDRE y col. 1978).

La ausencia de la capacidad de sintesis de estos constituyentes
lipidicos en algunas de estas fracciones, planteé la cuestién de cémo estas
moléculas sontransferidas desde sus lugares de sintesis a las diferentes
regiones membranarias donde se ubican. Dos mecanismos diferentes han sido
propuestos: uno, que requiere el contacto entre membranas, supone la
transferencia de fragmentos de membranas desde un compartimento celular a
otro (MORRE, 1975). El otro implica un movimiento de moléculas
fosfolipidicas por medio de proteinas transportadoras <(KADER, 1977). Ambos
mecanismos parecen funclonar al mismo tiempo en vegetales (KADER y col.

1984), constituyendo actualmente un importante objeto de estudio.

las caracteristicas de los enzimas implicados en 1la adicién y
modificacién de los grupos polares de los fosfolipidos se indican en las
tablas 4 y 5 (MOORE y TROYER, 1983). En general, parece existir una buena
correlacién entre la Km aparente, velocidades maximas de los enzimas y las
cantidades respectivas de los fosfolipidos componentes de las membranas, lo
cual indica que la composicién fosfolipidica viene determinada por las
actividades absolutas de sus enzimas (MOORE, 1982; MOORE y TROYER, 1983),
excepto para el caso de la formacién de FI, que parece requerir in vitrg,
altos niveles de sustratos hidrosolubles y liposolubles, no comparables con

los bajos niveles intrinsecos de los itejidos (MOORE, 1984) (Tabla 4).

También se pudo demostrar que las dos rutas de sintesis de
fosfolipidos muestran distintos requerimientos en cationes. Asi, los enzimas
de la ruta del CDP-diacilglicercl, conducente a la formacién de FI y FG,
parecen requerir Mn®* (Tabla 4), y aquellos de la ruta del diacilglicerol,
que forman FC, FE y FS, requieren Mg=* o Ca®*, pudiendo el ¥g=* y el Mn="

ser sustituidos entre si (Tabla 5). Este requerimiento diferencial de
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cationes divalentes, ofrece una posibilidad importante en cuanto al control
de las actividades relativas de estas dos rutas y a una selectiva

regulacién de sus enzimas.
Bilosintesis de fosfatidilcolina

Los datos concernientes a la composicién y contenido en fosfolipidos
de las mnembranas celulares de raices de plantas superiores, oérganos
intimamente relacionados con los procesos de absorcion ibénica, demuestran
claramente un contenido mayoritario de FC y FE, sobre todo, a nivel de
mitocondria y microsomas (ROSSIGNOL, 1976; MOORE, 1982). De aqui, que
nuestra investigacién sobre un posible efecto del boro sobre el
metabolismo de los lipidos de membrana, se haya basado en buena medida en
los resultados experimentales derivados de la incorporacién de diferentes
precurscres radipactivos a la molécula de FC de microsomas de raices de
plantulas de girasol, desarrolladas en medios con distinias concentraciones

del micronutriente.

Han sido descritas tres vias de sintesis para este fosfolipido (MORRE
y col, 1970; MARSHALL y KATES, 1974; MAZLIAK y col. 1882):

- DAG + CDP-colina - FC + CMP
- FE + 3-5-adenosilmetionina = FC + 3-S-adenosilhomocisteina
- Fosfatidil-X + Colina =2 FC + X0H (Reaccién de intercambic de

de base)

la primera reaccién, denominada ruta de la CDP-base, es la principal
via de sintesis de la fosfatidilcolina (¥OORE, 1676), habiéndose puesto de
manifiesto su sintesis in vivo por suministro al tejido de colina '<C
(HARWOOD, 1976; PRICE-JONES y col. 1983; WILKINSON y col. 1984), segin las

sigulentes reacciones:

- Colina + ATP =+ Colina-P + ADP (colina kinasa)
- Colin-P + CTP =+ CDP-colina + PPi (colina-F citidiltransferasa)
- DAG + CDP-colina - FC + CMP (CDP-colina: 1,2 diglicérido

colina fosfotransferasa)
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El primer enzima (E.C. 2.7.1.32) fué primeramente purificado vy
caracterizado por RAMASARMA y WETTER (1957) y sucesivamente estudiado en
la fraccion soluble de gran variedad de origenes vegetales (MOORE y col.
1970; VHARFE y HARVOOD, 1979; MUDD, 1980), y 1la colinafosfato
citidiltransferasa (E.C. 2.7.7.15) ha sido medida en la fraccién soluble y
en microsomas de endospermo de ricino y tallos de cebolla y guisante, y
requiere Mg=* para su actividad (MORRE y col. 1870; PRICE-JONES y HARVOQOD,
1985).

El enzima CDP-colina: 1,2 diglicérido colinfosfotransferasa (E.C.
2.7.8.2), clave en la sintesis de FC y en el presente trabajo de Tesis
Doctoral, ha sido detectada y estudiada en plantas por MORRE y col. (1970)
y MUDD (1980). En la tabla 4 se indican algunas de las caracteristicas de
la reacciéon catalizada por este enzima, en endospermo de ricino (MOORE,
1976) y en hoja de espinaca (DEVOR y NUDD, 197la), mostrando una Km
aparente para la CDP-colina de 10 pM, un pH éptimo entre 75 y 8.0 y
requiriendo Xg=* o Mn®** para su actividad. JHONSON y KENDE (1971)
encuentran una débil estinmulacién de la actividad enzimética después de
adicionar diaciglicerol, no habiéndose podido demostrar una especificidad
del enzima por distintas especies de dicho sustrato (DEVOR Y MUDD, 1971b).
A este respecto, VWILKINSON y col. (1984) han puesto de manifiesto en
Dleosomas de semillas de maiz en germinacién, que la incorporacién de
metil’4C-colina en FC tiene lugar a partir del diacilglicerol procedente de
la degradacién de los triglicéridos de reserva. Asimismo, se ha observado
en endospermo de ricino y en raices de haba, que el enzima colina
fosfotransferasa es fuertemente inhibido por el calcio (DONAIRE y OURSEL,
1975; LORD, 1076). Por otra parte, la solubilizacién supone la pérdida de la
actividad enzimética, aunque ésta puede ser restaurada por la adicién de
fosfolipidos de la membrana de partida, hecho que sugirié la necesidad de
un adecuado estado fisico quimico de la membrana para la bilogénesis de

estas moléculas lipidicas (MAZLIAK y col. 1082).
Bilosintesis de glucolipidos

Galactosil- y digalactosildiacilglicercles son los glucolipidos
mayoritarios de las membranas biolégicas (HARWOOD, 1980). En tejidos
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fotosintéticos constituyen del 10 al 50 % de los lipidos totales
~ (principalmente como MGDG), siendo el acido linolénico su componente acidico
mayoritario. Por el contrario, en tejidos no fotosintéticos sélo constituyen
del 5 al 20 %, predominando en este caso los DGDG (SASTRY, 1974; ISHIZUKA
y YAMAKAVA, 1985)

Los galactolipidos se ubican p;‘eferentemente en los plastidios
(cloroplastos, etioplastos, leucoplastos, etc.), constituyendo del 70 al 90 %
de sus lipidos totales. QOtras membranas como el plasmalema, reticulo
endoplasmético y las mitocondrias, también los contienen en cantidades
significativas (HARVOOD, 1980). La composicién relativa del tejido en estos
lipidos cambia segin el estado fisiolégico del mismo. Asi, durante el
enverdecimiento, las hojas y cotiledones incrementan el contenido en estos
lipidos, -concomitantemente con la formacién de las membranas tilacoidales
(TEVINI, 1973). Del mismo modo, durante la germinacién, etapa de gran
desarrollo de las membranas plastidiales, también se observa un fuerte
aumento en galactolipidos (KONDO, 1982), Por el contrario, durante la
senescencia de la hoja y la maduracién del fruto ha sido observado una

pérdida de galactolipidos (HARVOOD, 19880).

La sintesis de galactolipidos se ha estudiado principalmente en tejidos
fotosintéticos, en cloroplastos aislados (TREMOLIERES, 1970; ROUGEAN vy
SLACK, 1982) y en semillas en germinacién (ICHIHARA Y NODA, 1981). Desde
los trabajos pioneros de BENSON y col. (19%8) y KATES (1960), se han
realizado numerosos estudios para comprender el  origen y rutas
biosintéticas de estos lipidos. Actualmente se sabe que la biosintesis de
galactolipidos tiene lugar a nivel de los plastidios(DOUCE y JOYARD, 1980>
(Tabla 3> y que, al menos dos enzimas responsables de la sintesis de MGDG y
DGDG, estén asociados a 1la membrana plastidial. La UDP-galactosa:
diacilglicerol galactosiliransferasa cataliza la formacién de MGDG (HEINZ,
19775

DAG + UDP-gal - MGDG + UDP

mientras que el enzima UDP-galactosa: MGDG galactosiltransferasa forma DGDG
(HEINZ, 1977): '
¥GDG + UDP-gal - DGDG + UDP
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Glicerol 3-P
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Figura 11. Sintesis de galactolipidos en plantas superiores. Origen del

diacilglicerol, precursor de estos lipidoe: A) ruta procariética (16:3); B)
ruta eucariética (18:3). (Linea discontinua: hipétesis alternativa del origen

del diacilglicerol). Esquema segin NOORE (1984).



También se ha descrito la reaccién de intercambic de galactosa por
accién de una galactolipido: galactolipido galactosiltransferasa (HEEMSKERK
y col. 1982). Este mismo enzima puede inducir la formacién de tri y
tetragalactosildiacilglicerol (DORNE y col. 1982):

MGDG + DGDG - +tri-GDG +DAG

Parecen existir dos vias diferentemente compartimentadas de produccién
de DAG, que se han venido a denominar ruta procariética (el écido
predominante en las especies de DAG es el acido hexadecatriennico), y ruta
eucariética (el acido linolénico es el &cido graso predominante) (HEINZ y
ROUGHAN, 1982). La primera ruta, ubicada en la envuelta plastidial interna,
implica la formacién de AF y DAG (JOYARD y-DOUCE, 1977) (Fig. 1lla). En 1la
ruta eucaridtica el DAG es de origen extraplastidial (reticulo
endoplasmatico), lo cual hace posible la formacién de galactolipidos con
18:3. Para ROUGHAN y col. (1979), la 18:1-FC es desaturada a 18:2-FC vy,
posteriormente, convertida en 18:2-DAG en el reticulo endoplasmético. De
aqui es transferido a la envuelta externa plastidial, donde es transformado
en 18:2-MGDG y desaturado a 18:3-MGDG. Sin embargo, para ONISHI y YAMADA
(19827, la 18:22~-FC formada en el RE es transferida, mediante una proteina
transportadora, a la envuelta externa del plastidio, donde es convertida es

18:2-DAG y 18:2-MGDG y, posteriormente, en 18:3-MGDG (Fig. 11b).
Biosintesis de triacilgliceroles

la sintesis de +triacilgliceroles ba sido principalmente estudiada
durante 1la maduracion desemillas oleaginosas (GURR, 1980). Estudios
realizados en organos de reserva a lo largo de la germinacién han
demostrado un predominio en el catabolismo de estas moléculas (HARVOOD,
1976; ICHIHARA y NODA, 1981). Hoy existe la suficiente evidencia de que la
sintesls de novo de TAG se produce por la denominada ruta de Kennedy (GURR,
1980), en 1la cual la FC participa como intermediario (SLACK y col. 1983;
STOBART y STYMNE, 1985) (Fig. 127,

La implicacién de la FC hace posible un mecanismo de regulacion de la
composicién acilica de los triacilgliceroles, en base, por una perte, a la
accién del enzima acil-CoA: lisofosfatidilcolina aciltransferasa, que realiza

el intercambio de acilos entre el olell-CoA y la posicién 2 de la FC,
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Figura 12. Sintesis de triacilgliceroles en plantas. 1. Glicerol-3-P
aciltrapsferasa; 2. Fosfatidato fosfatasa; 3. DAG aciltransferasa; 4. Acil-
CoA lisofosfatidilcolina aciltransferasa; 5. CDP-colina: 1,2 diacilglicerol

colina fosfotransferasa.



sustrato para la desaturacién., De esta forma, la composicién del pool de
acil-CoA se verd reflejada en las especies de DAG nuevamente formado
(STYMNE y STOBART, 1984). Por otra parte, el DAG existente puede
transformarse en FC y hacer posible la desaturacién de més oleato a través
de la reaccién, igualmente reversible, de la CDP-colina: 1,2 diglicérido
colinafosfotransferasa (SLACK y col. 1983; STOBART y STYMNE, 1985). En
semillas que acumulan lipidos de reserva, una produccién similar de é&cido
linolénico tiene lugar en microsomas, por medio de un sistema desaturante
de 18:2-FC <(BROVSE y SLACK, 1981). Estos dos mecanismos coordinados
favorecen un continuo enriquecimiento en 4cidos grasos poliinsaturados de
las moléculas de TAG, atribuyéndose a estos enzimas un papel importante en
la regulacién de la calidad acilica de los TAG (STYMNE y STOBART, 1985).

Todas estas secuencias de reacciones tienen lugar a nivel del reticulo
endoplasmético y de los plastidios (VANNER y col. 1981; STOBART y col.
1983; MURPHY y col. 1984) (Tabla 3). Futuros trabajos en este sentido
permitirédn una mejor comprensién de la ruta conducente a la formacién de
TAG ¥y de sus mecanismos de regulacién, determinantes de la composicion y

contenido de estas moléculas.
c. Factores que afectan al metabolismo de los lipidos acilicos

Diferentes factores internos y externos pueden afectar el metabolismo
de los lipidos acilicos en plantas. Muy poco se conoce en relacién a los
cambios producidos en su metabolismo por factores internos o biolégicos,
aunque parece que el estadio fisioclégico de la planta (crecimiento,
maduracién o senescencla) influye notablemente. En este sentido, las
hormonas podrian jugar un papel importante en relaciéon a la base molecular
de .estos cambios. Asi, se sabe que las citoquininas, giberelinas y auxinas
estimulan o inhiben el metabolismo de fosfolipidos (JHONSOK Y KERDE, 1971;
MOORE y col. 1983; PAUL y col. 1985), habiéndose evidenciado su actuacién a
nivel enzimético (PRICE-JONES y HARWOOD, 1983). Investigaciones futuras
sobre los mecanismos de reguladién a nivel genético y enzimético permitiran
establecer la inte.raocién de algunos de estos factores en el metabolismo

lipidico.
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, Casi todos los factores conocidos de tipo ambiental o externos parecen
afectar, directa o indirectamente, al metabolismo de lipidos (HARWOOD, 1984)
(Tabla €). La luz influye encrmemente sobre la composicién lipidica; durante
el enverdecimiento de tejidos etioclados, la 1luz actia estimulando 1la
sintesis de galactolipidos y é&cidos grasos poliinsaturados del tipo del
&dcido linolénico, en estrecha asociacién con la formacién de las estructuras
claroplastidiales (GEMRICH, 1982). Ademas, parece estimular en. cloroplastos
la actividad de enzimas implicados en la sintesis de Acidos grasés (acetil-

CoA carboxilasa) y de aquellos implicados en la formacién de FG
(EASTVELL y STUMPF, 1983).

Del mnismo modo, " la temperatura influye notablemente sobre las
proporciones relativas de &cidos grasos insaturados y saturados de las
membranas; asi, temperaturas bajas incrementan las proporciones de acidos
grasos insaturados (HARVOOD, 1975), habiendo sido normalmente asociados
estos cambios a la modificacién de las propiedades fisico-quimicas de
aquellas esiructuras como respuesta adaptativa a esas temperaturas (RAISON,
1980>.

En relacién a las transformaciones inducidas por el stress hidrico,
este factor provoca aliteraciones em la sintesis, contenido -.y en la
composicién acilica de los fosfolipidos (STUIVER y col. 1982). Por otra
parte, teniendo en cuenta la importancia de 1los lipidos acilicos en
permeabilidad de las membranas (CULLIS y col. 1980), estas moléculas juegan
un importante papel en la adaptacién del vegetal a los medios salinos. A
este respecto, se ban descrito casos de disminucién generalizada de todos
los lipidos acilicos en plantas sometidas a stress salino (HARWOOD, 1983),
aunque, a veces, se ha podido comprobar que en determinadas plantas, el
contenido de fosfolipidos no parece tener una clara relacién con la
tolerancia a suelos salinos (KUIPER, 1985)., DAVIES y HARVOOD (1984) han
encontrado en hojas y raices de girasol que el cloruro sédico induce una
disminucién de la insaturacién debido a la inhibicién de la desaturasa de

oleato.

A’I‘ambién los estados de deficiencia o +toxicidad en nutrientes
minerales influ an en el metabolismo de los lipidos vegetales. En este
sentido, se han descrito efectos por deficiencia de fosfato (TEVINI, 1877),
nitrégeno (DJEMAL y CHERIF, 1984) y boro (SHKOL'NIK y KOPMAN, 1970).
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Tabla €, Factores ambientales que afectan la composicién y el metabolismo de lipidos de plantas, segin
HARWODD (1984)

Factor Efecto
LUz Calidad =~ > 700 nm de longitud de onda causan cambios anormales
Cantidad - Diferencias entre plantas de sol y sombra

TEMPERATURA  Prolongada - Razén Acidos grasos insaturados/saturados alterada
- Alteracién de la cantidad de fosfoglicéridos
Shock - Plantas resistentes a las heladas son capaces de adaptar sus

fosfoglicéridos répidamente

SEQUIA - Incrementn del contenido de fosfoglicérides

CALCIO - Plantas calcicolas reducen el contenido de fosfolipidos en respuesta al
calcio, Plantas calcifugas tienen m&s alto contenido de fosfolipidos que

las calcitolas

SALINIDAD - Efecto variable, A menudo, reduccién de la insaturacién

- METALES
PESADDS - Cambios en el metabolismo general de lipidos y &cidos grasos

HEREICIDAS - Cambios en la sintesis de &cidos grasos




Respecto al calcio, quizads el elemento mejor estudiado en cuanto a su accién
sobre el metabolismo lipidico, se sabe que las plantas calcicolas muestran
un bajo contenido en 4acidos grasos saturados y en lipidos de carécter
édcido, al tiempo que el elemento inducia en aquellas la inhibicién de 1la

sintesis de fosfolipidos (DONAIRE y OURSEL, 1975; ROSSIGNOL, 1976).

Otros factores ambientales como la acidez del suelo, presién parcial
de oxigeno, infecciones patégenas, toxicidad por metales pesados, herbicidas
y drogas diversas, también afectan la composicién lipidica (MAZLIAK y col.
1977; DIEPENBROK y GEISLER, 1984; VALANDON y KATES, 1984; MURPHY y col.
1985). '

Segun KUIPER (1985), todos estos cambios inducidos en los lipidos por
factores ambientales pueden obedecer, bien a una adaptacién de la planta al
factor cambiante, bien a cambios bioquimicos sin especial importancia para
la fisioclogia general de la planta, o también a una degradacién lipidica
inducida por el stress. Sin embargo, resulta dificil la interpretacién de los
datos experimentales referidos a estos hechos, de aqui que sea
imprescindible profundizar en la experimentacién genética y en la bisqueda
de indices fisico-quimicos, biloquimicos y fisiolégicos que puedan ayudar a

comprender el sentlido de estos cambios,

1.1.6. Boro y senescencia

R
~ \)TE?/\)AQW o P“‘”‘“

AT La senesoenoia. definida como aquellos bios metabélicos que

P
conduoen, antes o despugs, la mpuerte de| la— {;fla&ta o de algungd de sus
L) cek Aiayratia
pa;ﬂ;es, constituye un ‘pPGCeSO comun\? d%nte asociado en la literatura con el de
lu\M, [ pEY i Gnhena o f
aging o envejecimiento, /@EDPDLD 875> definé{ée—l—sag&ng-sem taéies—«aquellas

transformaciones que incrementan 1la m?a?ﬁ“rez en -el.. tiempo sin especial

referencia a la muerte comc una consecuencia de la vida de la plantaw Desde
esta perspectiva, la senescencia representa un estadio cuya secuencia de
eventos metabdlicos, fundamentalmente degradativos, obedece a la puesta en
marcha de ungﬁ;i%grama genético. Por ello, comstituye un proceso altamente
ordenado que implica la. sintesis o activacion de proteinas especificas,
capaces dirigir la degradacién més o menos controlada de la organizacién

estructural y metabélica del tejido (SEXTON y WOOLHOUSE, 1084), Ademés de
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LosalmidTe
esta idea de senescencia programada,-ee)habia postulado que estos cambios
v pudiétﬁ@ ‘estar (también, gobernados, en gran parte, por la accién de
especies quimicas altamente reactivas -radicales libres~ <EESHEN~198%). De
hecho, ambos mecanismos coexisten, puesto que durante la senescencia tiene
lugar la produccion de radicales libres como resultado, tanto de una accién
enzimética como de una disminucién de los mecanismos de defensa contra

estos radicales (PAULS y THOMPSOR, 1984).

En cualquier caso, este proceso, entendido como un estadio del
desa.rrolldv. favorece el turnover de la planta o del tejido en particular
(senescencia monocarpica, maduracién de frutos, senescencia de flores,
senescencia de cotiledones, senescencia de hojas, etc.), proporcionando.
ventajas adaptativas al vegetal en nmedios sometidos a continuas

transformaciones (LEOPOLD, 1980).

/ - ;’ﬁ Aunque no se conoce un modelo metabélico especifico que defina el
x;w 1 ‘w, proceso senescente, ,Si"n ‘emibargh; si existe abundante informacién acerca del
Yy 3

.u‘«)? m;;f) inportante papel que Jjuegan Jeterminados factores ambientales (luz  y-

W e

%q,wvbu& af “7

i

'té’mperza’{/'uraj y endégenos (horpoénas’ ‘vegetales,” membranas’ biolégicas) en su

nmecanismo [de fccmtrol siendo aun obge‘co de especu1a01on el inductor/es
YO felppr b ’/’( (7
primario que “ dispara 14 . Géhescerncia’ (SEXTON y WODLHOUSE 1984);. Asi, la

competicién fuente-sumidero durax}yte’ la redistribucion de nutrientes,
determinados cambios en el contr"c';l/ hormonal o en el estatus energético de
la oélula} y la 1mpllcacion de los radicesd;erir ’clflﬁres constituyen algungs de
1gs ,hfi?pc%esié Sobre factores que pueden imdueir el proceso (THIMANN, 1980;

PAULS y THOMPSDN 1984, ‘*/LESHEM 1985).

De acuerdo con los conceptos apuntados, la senescencia no sélo puede

ser 1induclda y regulada por factores biolégicos o internos, sino también

por agentes externos (stresses ambilentales) entre los que se incluyen: s

herida, condiciones de sequia, frioc, heladas, encharcamiento, irradiaciones.
0 Te
salinidad, agentes patéogenos y herblcidzr-:ms fHOGSmE}TT y col. 1981).:Los
e r b id AR
estados de deficiencia y toxicidad en ynutrientes minerales también

constituyen yn importante factor en la induccién de la senescencia (NOODEN,

a})g“nzmﬁz‘?
1980){, ‘hoim—ge—habie postulado que condiciones de deficiencia gotivadas;

por la escasa disponibilidad de nutrientes en el mediog Wiep por la

& fé,, =2
fuerte influencia de algunos érganos que actian como sumidero, podrian ser

factores causales del proceso. Del mismo modo, la toxicidad en algunos
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/ AT g Sabinof
nutrientes\// derivada de una fuerte concentracién en el medio y/o de su

escasa movilidad, conduce a manifestaciones de senescencia similares-a-las
ProvoRalacspobe-el—ctress Galino

/
. celattrrs
oa & | Durante la senescencia son muchos los procesos /que se ven alterados

QJ‘”‘}% ¢ ;)a\w en su normal funcionamiento, habiendo Q:@’erﬁ realizados numerosos estudios en
wf* % frutos, flores, hojas, cotiledones y planta entera para comprender cuéles
son claves en el desarrollo de la wmisma. En este sentidoy teniqu,d en cuenta

el plan de -trabajo previsto en esta memoria sobre la _;j.n’ﬁfluenoié del boro en

una serie de procesos metabdlicos relacionados 9,011’/{&“8 membranas celulares
(metabolismo lipidico, actividad oxidativa—"'Sr/component'es hormonales del

tipo del etileno),’ asoclados, en gran medida, a la | senescencia, y cuya
investigacién ha sido también objeto de estudio en este trabajo, nos parecié

nv1_uyﬂ importante llevar a cabo en este apartado ‘una descripcién de los
,,"énteoeden‘ces clentificos que relacionan dichos procesos con la senecencia de

los tejidos.”

’ﬁ‘
¢

Q,I'fng caracteristica inherente a la senescencia yegfat;al es el deterioro
de las membranas celulares (McKERSIE y col. 1976), La; ?propiedades fisico-
quimicas Gt kdte (fluldez vy estado de fase), que“¢ienén determinadas
intrinsecamente por la composicién lipidica, condicionan su actividad
biolégica, en base a la modulacién ejercida por el microambiente lipidico en
torno a los sistemas enziméticos membranarios <(QUINN y WILLIAMS, 1978). |

‘&){z{ 1v7 =iy existe una estrecha correspondencia entre los cambios en la actividad
de enzimas asoclados a las membranas y los camblos en la composicién y
propiedades de fase de sus lipidos (McKERSIE y col, 1978), Estudios
,pé&l’lé@dasconﬁéonicas de difraccién de rayos X deréangblo~dnplit (McKERSIE
y col. 1976, 1978), resonancia de spin electrénico (McKERSIE y col. 1978;
LEGGE y THOMPSON, 1982) y criofactura y microscopia electrénica (PLATT-
ALOIA y THOMSON, 19685), han evidenciado un incremento de la fase de gel,
concaomitantemente con una pérdida de fluidez en membranas plasmaticas y
reticulo endoplasmético de cotiledones de S?ja y pétalos de rosa, conforme
avanza la senescencia. Este incremento exr fase de gel de 1los lipidos
membranarios conduce ‘& una pérdida de permeabilidad selectivaﬂ Fn {E.DS iones,

¥ peqpeﬁas molecu”las, una liberacién de enzimas hidroliticos y “disminucién

de la actividad de enzimas asociados a las membranas. Ello ocasiona el
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deterioro de la membrana y la pérdida de la compartimentacién celular,
fenomenos, todos ellos, detectados en tejidos senescentes (LEES y THOMPSON,
1980; BARBER y THOMPSON, 1980). Otros autores han obtenido resultados
similares al inducir la senescencia por diversds stresses amblentales (ONO
y MURATA, 1982; PEARCE, 1985%;&'12& PLATT-ALOIA y THOHSON/ i1985>, lo que
les llevé a postular que la existencia de lipidos de membranas en fase de

gel debe jugar un importante papel en la causa © en la expresién de la

senescencia,

En“estos cambids en las- propiedades.’ fisico-quimicas de las membranas
en

sﬁﬁy;“ce Alna’ alteracion de la composicién lipldica Asi, se haf/emostracio que
la pérdida de clorofila durante las primeras etapas de la senescencia ew
tgiddos.verdes, inducida per ccndiciones de oscuridad, va acompafiada de una

Gos men et
disminucién, a nivel de ;cloroplastﬁaé" del contenido en glucolipidos MGDG-Y

.DGDGY, fosfolipidos (FG), y acidos grasos poliinsaturados . (E8i2 7§ 718437

(FERGURSON y SIMON, 1973; STOBART y col. 1982). En-este sentido, HUBER-.y
NEVMAN (1976) observaron en cotiledones verdes senescentes de soja un

auhento en la incorporacién de acetato’#C en lipidos citoplédsmicos con

rrespec.to a los lipidos plastidiales, hechos que fueron interpretados por

STOBART y col. (1982) como un intento de adaptacién del tejido a

condiciones de aging, favorecedoras de un incremento de la sintesis y/o

reparaciéh de los constituyentes de membranas. Por otra parte, estos autores
asociaron una menor capacidad de sintesis de clorofila en hojas etioladas
transferidas.-a Y& luz, " a una --disminucién de MGDG

Bajo esta misma conceptualidad, hpidos—-mpmbranas, la disminucién de
la fluidez y/0 de la permeabilidad selecti\;af1,rft=.'frif membranas de tejidos
senescentes ,Q -hés?“:‘_ el resultado de un incremento de la  razén
esteroles/fosfolipidos,» tnducida, principalmente; .por.-uvna-d isn‘iixiu’ciéﬁ de’ los”

fdefolipiios (BOROCHOV y col. 1982; MAYAK y col. 1083; LURIE y BEN ARJE,

‘4{ A /u\‘ e "),f"?\

1983; FAREGHER y col. 1984). En 19738, McKERSIE y THOMPSON habian me&trado
una carrelacién entre el aumento de Y@ge lipidos neutros (pigmentos y é&cidos

grasos libres) y la formacién de fase de gel jen membranas microsomales de"'-l;/

e,

;cotlledones de sojay los césteres de. esterples .y otros lipidds neutros 1o -

s s

1deqt1f1g§dus mostraran uh clarg efecto, . no~asi 10s - esterbles: 1ibrés, ‘sobre

la- gemperatura de transicién de los fosfolipidos de liposomas, obtenddos..a

partir de extractos lipidicgs paturales: A resultados similares llegaron
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BARBER y THOMPSON (1983), al mostrar que los lipidos neutros aumentan la

rigidez de las cadenas acilicas insaturadas de membranas de tejidos

senescentes.

W ’r:ﬂ,}.‘{ En conexién con estos hechos, existe ume~censiderable evidencia de que
la alteracion de las propiedades de las membranas puede ser atribuida a 1la

B peroxidacién lipidica provocada por dlferentes _especles de radicales

libres, capaces de inducir la fase de gel. Enuesmsenbida, se ha mostrado?
Ero ff?

una relacion entre [!la acumulacién devhpidlﬁg peroxidados, el incremento de
ot

la permeabilidad/ y un aumento de fase de gel,'en membranas de tejidos

{”é'éﬁh%soentes, heohos Jque apoyan la existencia de una correlacién temporal
entre las propiedades de fase, permeabilidad y actividad enzimatica smnivel-
de dichas estructuras (PAULS y THOMPSON, 1980, 1981; DHINDSA y col. 1981; )
PAULS y THOMPSON, 1984)

I Q}“i ‘ _ﬁﬁiﬁoz‘s«%’ﬂ,hq,_.,‘iizl,’d‘ic'gfaduj,...angf;eri_’orxp‘en:‘t@( én este’ deterioro de las membranas
iniciado por la peroxidacién lipidica, parecen jugar un papel primeordial las
reacciones mediadas por radicales libres, en particular los oxi radicales,-
espegigsquimicas altamente} reagtivas. por {tener un elegtréry desdpareddo ‘gue
les, capacita para/ aceptar .o donar; electrones; de cualquier otra molécula
(RABINOWITH y FRIDOVICH, 1983; INOUYE, 1984), cuya formacién puede ser

inducida, endégena o exégenamente, por diversos stresses (CHIA y col. 1981).

- Segin BdRG ycol (19813}, ;gn sistemas vegetales los oxi radicales

N,

pueden ser de dos tipos( Yool

!

dicales de

- Inorgénicos, como el superéxido (0z") y el hidoxilo (DH')(;'\ {,
- Orgénicos, comoc los peroxi <(ROO*), alcoxi ((RO®) y r;z

acidos grasos poliinsa‘turados/ ﬂ'\ . /

Han - gidoy elucidados los. mecanismos » de - formacién ,de }zos radicales
-Aticiujdos- en-el- )prlmer grupn,» kes,’crec:hamente 3y relacionados _'con_v . elf
mbollsmo del g iy (ELSTNER 1982; ROWLEY y HALLIVELL, 1985_)_.) gElg.f«l’S)f
WI;eS *r&dicales ¢ 1héluido‘s—‘m;ni !zel ségundo grupp,- relacionados— {ceni. . el
fatabplishe degradativo, de.- loéev 4eidds~ “gragos, potiinsatiraios- @59&13‘105‘
Tfundamen'l:zallmente a la actividad lipoxigenasica,: Haf -toflago-fretichtemente
°u@’g{p@%ntgré§ é):l s‘istemaﬁ vége%ak“ésé
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)

_~poltinsaturados “(Figs 15

Ja /W//ﬁv"(?ﬁ
lLa actividad celular normal g@‘nl’lev;a’;ﬁn control{de estos l@'é radicales

libres por una serie de mecanismos .protedtoréd de naturaleza enzimatica
(superéxido  dismutasa, catalasa y peroxidasa), y no enzimatica
(secuestrantes o antioxidantes endégenos del tipo o~tocoferol, éacido
ascorbico, P-caroteno, &cido benzéico, y exdgenos del tipo del propilgalato y
Adcidos hidroxamicos), que impiden 1la iniciacién y/o la propagacién de la
cadena de reacciones mediadas por dichos radicales (FRIDOVICH 1976;
HALLIWELL 1982).

\\ t

LE’ﬁ“'este cémtexto,, @5 bien’ conotidd que la senescencia natural o
mduoida en tejidos pDr diferentes stresses, coincide con un aumento en la
produccién de HzOz, Oz> y otros radicales derivados de los peréxidos
lipidicos, con un incremento en la actividad fosfolipasica y lipoxigenasica,
asi como con una relajacién de los mecanismos protectores (dlsminuolon de
las actividades SOD y catalasa), hechos- t'odas.} conduceftfée a la/ peroxida@ion

g !degradacion de las membranas bioléogicas (DEL RIO y ool/ 19’78 GROSMAN y

k"‘LESHEM 1978; BOROCHOV y col. 1982; MAYAK y col. 1983; PAULS /y TJ-IOI{PSON

Estey hewwn s ¢
1984; LYNCH y THOMPSOK, 1984; MUKHERJEE y CHOUDHURI, 1985) \@@dﬂgelleres»« i
Lew cceerod Mdﬂv/)//rra Sl (A LT uwﬁ w'\wua
corroborado por eu}-he@haﬂude——qae diferentes seouestran;tes y antioxidantes de
Al

radicales libres, dtitres ‘como el calcio y factores—hormonales como las

citoquininas,.. presentanwuﬂamaeeroﬂmh&b*mor ade~Ta~senescencta (FERGURSON,

b1lrAd
1983; LESHEM, 1081, 1985)% Feau&:bad,@s’w“ﬁusﬂtiﬂcanwelwgm&A~vi~nd:ex:és que- ha
tomado...la..reciente  teorias .. sobre .los--radicales--libres, -como mecanismo

mediador - de - la senescenc‘iaw_ -er—el-—que-~el-—enzima—-liporigenasa—ha—side-

considerada-—-clave —al--generar----Gz" A<~'-~y"~""--"-«-r'ad'ioalesm-wdem-méeﬂidas» ~BFASO6~

ol 2

Los estudios realizados para analizar el efecto de las hormonas sobre

w \m la senescencia han mostrado una respuesta variable, en dependencia del
@.

tejido utilizado vy, gsu estadio fisiclégico (THIMANN, 1080). Para TREWAVAS
(1882), & la diferente sensibilidad del tejido a las-ascd®h hormonal en
cada momento, més que’ los niveles endégenosiel factor que controla la
regulacio de cualquier praceso metalzollco por es’cas moléculas En este
sentido, el etlleno parece Jugar un papel fundamental en la iniciacién o
aceleracion de la senescencia, P su accién , dependiente de otras
fitohormonas como citoquininas, giberelinas, auxinas y é&cido abcisico
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SENESCENCIA

Procesos oxidativos

riboflavina 07

MEMBRANA
FOSFOLIPI

caroteno
DOS

AlA
peroxidasa

( COMPONENTES PURINICOS )
incluyenIo CK

adenina

Otros factores
bidticos y xenobibticos
adn no detfinidos hipoxantina

Hz 02
[} - herbi
(1) HZ 02+02—>02+OH . xeherbicidas
+ - »*:
(2) Hy. 05+ Fe2* > Fe>" s OH™ 4 ~ ozono |
xantina
*/
., . Otras oxidases terminales - .“.
(1) Reaccién Haber-Weiss incluyendo respiracién oxidasa ac. arico
(2) 5 de Fenton CN-resistente de origen
citosblico ac. alantoico

Figura 13. Modelo hipotético de senescencia vegetal, basado en la teoria de los oxi radicales libres, especies
activadas de oxigeno (EOA) y su interaccién con citoquininas (CK), bien como secuestrante de radicales libres o pre-
viniendo su formacién. (*) indica el efecto inhibitorio de las citoquininas encontrados sobre paramentros de la se-

nescencia asociados a radicales libres. Esquema segin LESHEM (1984).




(LIEBERMAK, 1879), &fa::pe ;

intensa investigacién.

loxcera- objeto-de este capxtulo la revisién-detallada del,) mecanismosde

acclén:-del--etllenoy en - cuantow-a--sus acciones

-proceses-—oelulares; . -sin-. embargo,s sx ~-6e- deseribiry A ElgUHES aspec‘tos 7 o
e i Eric: QLG ATIICORYE: o i | ¥ OB w5 eyt
Concernientes a su biosintesis; y—~*"'su &l&gazoﬁ/ - Procesos\‘ eeme—-e-l—

; PR w«wm Ieslp 73,
-neiabolicno:tipidicowy-oxddativo; procesos..relacionades,-segin -se- indioo,

B3Ol B B LNESOeNCLa

bDaesde esta.perspectivar—se—sabe g})’e El etileno es producido par
cualquier ,y/e:,jj;g@.’ca vegetal {(fallos, -raices,-hojas, flores, ‘frutos,- tubérculos)
durante la germinaciér; de 1asﬁ semillas, la maduracién de frutos, la
senescencia de hojas y flores, la abcisién de érganos, asi como por da “a

N e Al 2
-a;@-ka—-—u&pi»ed&d‘ de stresses ambientales, previamente mencionados,
aceleradores de la senescencia (LIEBERMAN, 1979; YANG y HOFFMAN, 1984). bes
‘hitos~htstéricos-~han—-contribuide--enormemente...a- la..elucidacién--de -la-
biesintesis—del~etileno=enplantaer~Et~primera,.....surgio -de..la . evidencia..
experifettal™de~-que-~la-~hormona--deriva de- los- .carbonos--3 'y 4 de la
wettonima—<LIEBERMAN~y~=MARSON 106 4r—¥y~el--cegundeo;~del-desctibrimiento-del
ACC—cOWT U TPrECUrsat “directo ~ADANS -y~ YANG 1979 .. LURSSEN ~y~col. -1979) .
11;,@# ‘}I;fa quedado perfectamente establecido que la ruta mayoritaria para su
siin‘tes‘is en plantas superiores se realiza a través de la secuencia:
Metionina -» SAM - ACC - Etileno.

La formaciéon de ACC oa'talizada por la.. ACC sintasa, lresulta ser el

principal punto de control. de la biDsmtesiS(VéYANG 19 5) leerouate-es .

e

dependiente de pirldoxvzil/fosfatoﬁ ;&;@ﬁ@@ fuertemente inhibida por ADA y AVG, !

R

(YANG Y HOFFI{AN 1984 (Fig. 149 .. Se-ha- .podide-comprobar- qﬂaew&aa»ematesi@ e

s TR

”’,AG@xemparwe@eay-:ienduci-x:se»r«u.».~du«r=a<n’ce a maduracién de frutos ‘ﬁ; '1a senescencia de

flores a51 GOmo ¥ la accién de auxinas y de diversos stresses
parecen :w{uur r G M@wfﬂ .
ambientales Y <NICHDLS y FROST, 1985; FUHRER y FUHRER-FRIES, 108%5). La

evidencia de que este paso es el factor limitante de la ruta, estd apoyada

por el hecho de que la aplicacién exoégena de ACC a varios érganos vegetales
r!’!ﬁ
estimula% notablemente la produccisén deje%ﬂena (CAMERON y col. 1979, Ello, .

'suglrio@_ue el enzima formador de etileno a partlr de ACC (EFE),««se"

e T T T
~eneuentEan presente en la mayoria de los tejidos Q(YANG y ADAMS 198\,7 La
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CH3—S—CH2— CHy — CH — CO0~ =

(MET) NH3‘

A/coz
Metionina ATE
adenosil transferasa \_
02
PPi + Pi ' !

+
CHy — S— CHy— CHy = CH— COO™

+
Ado NH3

s | I
> CH3-S-Ado

CH3 -S-Ribosa

Maduracion de frutos

Senescencia de flores |, (-) [ AVG
AlA > AOA
Herida fisica
Stress hidrico ACC sintasa
Encharcamiento
Frio
HyC _~ NH3  HC\ NH-CO-CHp-COO
/C\ —_— /C\
H2C ofo]o} H2C coo~
{ACC) (MACC)
- 0 Anaerobiosis
Maduracién 2- < Desacopladores
EFE Co*
CH. = CH Temperatura > 35°C
2 2 Secuesiradores de radicales
libres

Figura 14. Regulacién de la biosintesis de etileno. (M) Induccidén de

la sintesis del enzima. (I:b) Inhibicién de la reaccidén. (Met) Metionina

(Ado) adenosina, {(Ade) Ade¢.:iaa, (MACC) acido 1-malonilaminociclopropano-1-

carboxilico. Segin YANG (1985).
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Son

\QW

£ A
reaccién .paréce ser dependiente de oxxgenoy,aiénﬂ’e inhibida por iones Co*",
temperatura, desacopladores y secuestrantes de radicales libres, (APELBAUX ¥y

Purdg &) 4
col., 1981). Esto presupone que la P '?duccion de etileno estér mediada por

los radicales libres; y jgemgé’y‘:':’FE\iS\sp"ﬁ{pendiente de la integridad de la
membrana. A este respecto, JOHN (1983) postulé que la formacién de etileno «
p’gggéa estar acoplada a un influjo transmembranario de protones haeia—el
interiersde la ‘membrana- plasmatica. Este prerrequisito de la integridad de
la. membrana para la biosintesié de etileno en sistemas naturales o intactos,
explicaria el hecho de que la hombgeneizacién del tejido o tratamientos con
detergentes -y-otres-—ecompuestos, wm-&osiégalﬁs modifican la estructura de las
membranas, condujera a la pérdida de tla‘ capacided de sintesis (IMASEKI Y

VATANABE, 1978). G0

Erestiudio..din--vive-~~de—-las  propiedades - del --enzima muestra una
‘saturaeién--a—cencentraciones =i--mM-de-ACC -(Km -aparente 61 u¥), presentando
uummalnm ﬂgrado -de. -estereaselectividad \para el isémero 1R,25 del acido l }
@:2 etil oiclopropanooarbomlico (AEC)]M&%@@@W!&&%A@G) determinado por

awpre)ducoion de. l-buteno=trans-<HOFFMAN- y "‘cal~1882; GUY y "KENDET19847,
arfena Fgadlee
Ademés del EFE con funcmnalidad in vivo, Yse han descrito otros
? [r' [ [” (: A' ﬁ
sistemas ebn-capacidad e’rﬂm’: n—vitro ACC eXégerno en etileno #
p p&F&wzﬁfz‘;ﬁ:'j) T }r -3

JOptenidos, ﬂwp&rt‘i.n «de, extractosyde fpléntulas de guisante (KONZE y KENDE,
o

1979, microsomas ?fde ‘petalos de clavel (MAYAK y col. 19881), preparaciones
de AlA-oxidasa de hojas de oln{m (VIOQUE y col. 1981), mitocondrias y
particulas submitocondriales (VIN!%LER y APELBAUM, 1683, 1984), asi como &8
sistemas capaces de ccmvertir quimicamente ACC a etileno A?” fi?“?vés de
reacciones mediadas por radicales libres (LEGGE y col. 1982).\Lodos ellos
parecen ser A#nmbién dependlentes de oxigeno, inactivables por el calor e
inhibidos por agentes seouestrantes de radicales libres (propllgalato) _gin
Amdérgdy presentan algun/as caracteristicas diferentes al sistema in vivos /}&;
saturables sélo a elévadas concentraciones de ACC (McRAE y cal. 1982),
poseen una Km aparep%e para €l ACC entre 15 y 400 mM y no muestran
esterecespecificidad ﬁ(McKBON y YANG, 1984). En este sentido, VENIS (1984),
en un estudio comparativo de la esterecespecificidad de los isémeros de
AEC, sugiere que éste pueda ser un criterio para establecer la diferencia
entre la formacién de etileno iIn vitro ppr los sistemas subcelulares y

'
aquella otra que tiene lugar -1-;;-#—14!& S@g% GUY y KENDE (1984), lag
‘(WU(’Q Jf'y "'} \f& [;r g*“
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_.,.a«""‘” oo e

@ex‘sion de ACC a etilggo )W vacuolas de protoplastos de guisante,.
parece, ser el anico sistema |subcelular con las mismas propiedades que las
del tejido intactog Para /4 Y,

Contr iamgnte a lo que ogurre in vivo, las caracteristicas de los

‘ tTiree / bho

sistemas yzu Vitro parecen égﬁear una reaccién fuertemente mediada por
sl vespe; r’g ountue

radicales libres. ROHVER y MADER (1981) y VIOQUE y col. (1981) - habian

L
asociado -ee-‘ba actividad EFE a la acciéon de las peroxidasas y AIA—ox;ldasa,
/yaﬁ ,(f’,-f'f
Sihrenbaigt; es probable que estos sistemas participen en la Frbduc
Atnd (“/Jr'z-
e%dama-Unicapente como praveed@r»es de radicales libres (SHIKAMATA, 1983).
?a,%w " w\&u‘? t. Q}Q\M‘m ao kA
tentemente, LYNCH y col. (1985) W; en microsomas de olavel,g
VPSS
que los productos ?l reaccion delkﬁ; LOX (0z*( hidroperéxidos lipidicos. y-
/L/ln, /’,04?}; g, e 0T, r"?'i’ : Canffr:tlf’ 2t
vkrpsradiestes) ' median la formacién de etileno dﬁsd,e' ACC exégeno, y que
,&rﬁé’

‘los hidroperéxidos generados por agiek

enzima son los principales
responsables de la formacién no fisioclégica del etileno en sistemas in
vitro, sugiriendotambién—in—parsicipacién—de—otroenzima-distinto—a-la
li:p@xi:gena\é&swquewno— puede.ser-identificado-con el-sistema EFE-nativo, y que
muy.,. plen. . podria.. co;rﬁeé}i%%x;df{gfi con la proteina enzimética solubiliziﬁ%wy

\pQrMCJ,.‘ .pente, purificada por ADAH y MAYAK (1984) y ADAX.y col~ (1985) % /")/f o,
L g T ttaag M,Jé ﬁl haen AT SR ‘ SRR ITY S st ”u % ';M

4.‘ .;{V\,

y col. (1872): uno, implicado en la regulacion de los procesos de

envejecimiento, el cual es responsable de la baja velocidad de produccién de
etileno durante el crecimiento, y %-n:w,::segyp&@s@ai’s‘h’ema, implicado en el
1ncremento autocatalitico de etileno que acompafia a la maduracion, -no

peesente ,%9* frutos S cl matérlcogl Bgter 0itimo. - tambign: estaria “implicade
gz( /I«'//J/{/,w’x
yen la produccién de etileno en te;jidos sometidos a ,diversos stresses. [p
ETn f S AL i

Gneslsh con '345(,:) >KACPERSKA y KUBACKA ZEBALSKA (1984)° prepenen que la produceién de etileno

ke - Se A5NLA- _ Cort ot L&
} inducida porfstress es-Jiniciada por una alteracién de 16, membranajy poer-—una

ﬁrm,fa’a aaplat
activacién del enzima LOX., Bn—-rela vn—bes@-hm%k%mymﬁeb
968—trabajandocon “extractes--de——manzanay “mostraren.- la- ~produccién- de
/
etano-y-etileny cugndo afladian -acido- llno”.Lénlco -en--presencia - de.agcorbate- y-

hartan
e~ "d’un‘esw*@uz*“y“Fe“*W”“PUst@riormen‘beﬂ SADMANN y BOGER ‘ 1982> Dbserva f

fﬁﬁ*éwapMdgiQw{,ﬂ& etileno y etano 1nduc1da por 1ones Cuﬁ“'

“totosintéticas,) -eneentrando una correlacién entre la cantidad dew'estos:
estas Ayolatilds, .fermedes y el contenido en 4cidos grasos

‘\En membranas
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poliinsaturados 'd‘éa‘!*laéf& epbfaiag. En este sentido, KONZE y ELSTNER (1976)
y KIMMERER y KOZLOWSKI (1982) comprobaraon que”b\los hidroperéxidos derivados
de la peroxidacién de los lipidos de membranas se descomponen‘ en ausencia,

? de ACC,7 dando lugar principalmente,a la formacién de etano.

En resumen, la imagen actual de la importancia concedida al boro como
elemento modulador del desarrollo y diferenciacién celular en plantas,
descansa, en gran medida, en la hipétesis que relaciona su mecanismo "de
accién con el funcionamiento de las membranas. La obtencién de esta
informacién necesita del conocimiento de aquellas transformaciones
metabbélicas y morfolégicas que toman plaza a nivel de dichas estructuras,
asi como de las relaciones entre parémetros que muestran, muchas veces, un
diferente grado precisién, por 1lo cual las interpretaciones deben ser
observadas con prudencia. En este sentido, los datos sobre la sensibilidad
de raices y cotiledones de plantulas de girasol al boro, han guiado de
forma continua las investigaciones descritas en esta memoria. Se refieren
éstas al estudio de una serie de cambios bioquimicos y estructurales
relacionados con las membranas celulares, las cuales guardan una fuerte
concatenacién metabdélica entre si: metabolismo 1lipidico, metabolismo
oxidativo y componentes hormonales., A lo largo de este trabajo se hace,
asimismo, referencia a conceptos ligados a la nocién de senescencia, proceso
que constituye una importante base tedrica de la interpretacién de 1laos

resultados presentados en la dltima parte de este documento.
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ITII. PLAN GENERAL DE TRABAJO



De las consideraciones teéricas expuestas en el capitulo de
antecedentes, de los objetivos indicados, y derivado de nuestras propias
limitaciones, en la introduccién de esta memoria, nos hemos planteado el
siguiente esquema de trabajo encaminado a descifrar los efectos del boro
sobre una serie de procesos metabélicos relacionados con las membranas
biolégicas y que posibilitan 1los cambios bioquimicos, fisiologicos y
morfolégicos que tienmen lugar durante el desarrollo postgerminativo en

cotiledones y ralces de plantulas de girasol:

1.- Caracterizaciéon morfolégica del tejido entero (raices vy

cotiledones) y de sus microsomas aislados.

2.~ Estudio de la composicién lipidica y de las capacidades

biosintéticas de estas moléculas en raices y cotiledones.

3.~ Determinacién de la composicién y bilosintesis lipidica asi como
estudio particular del enzima CDP-colina: 1,2 diacilglicerol colina

fosfotransferasa en microsomas de raices.

4.~ Estudio del enzima lipoxigenasa de cotiledones: aislamiento vy

parcial purificacién.

5.~ Determinacién de la actividad respiratoria en cotiledones, y de la

formacién de etileno en estos é6rganos y a nivel de sus mirrosomas aislados.

6.~ Al objeto de conseguir una mejor interpretacién de los resultados
derivados de los estudios metabdlicos y morfolégicos ya indicados, se
estudiardn las relaciones que puedan existir entre ellos, en funcién del
boro, haciendo una especial referencia a la senescencia de los cotiledones
al ser este proceso regulado por miltiples factores internos y externos,
entre los cuales pueden ser muy importantes aquellos que derivan de los

estados de deficiencia o de toxicidad en borao,



IV. MATERIAL Y METODOS



1. MATERIAL VEGETAL

Nuestro estudio se ha llevado a cabo en raices y cotiledones de
plantulas de girasol (Hellanthus annuus L. var. HK), planta que se distingue
por su capacidad de acumular lipidos de reserva en las semillas y que

nmanifiesta una especial sensibilidad a los tratamientos de boro.

1.1, CONDICIONES DE CULTIVO
1.1.a. Condiciones de germinacién y desarrollio

Las semillas desinfectadas con una solucién de ClzHg (1 %) durante 30
min, son imbibidas en agua (6 horas) y, posteriormente, germinadas en agua
a la oscuridad, a 26° C = 1 y bajo aireacién continua. Al cabo de tres dias
(tiempo cero), se seleccionan para los experimentos semillas germinadas de
tamafio y apariencia uniforme, las cuales son transferidas a un sistema
hidropénico consistente en una cubeta de plastico de 10 litras en la que
ajusta un bastidor capaz de mantener tensa una malla de tela de nylon, que
permite la penetracién de las radiculas dentro de la solucion acuosa
conteniendo, Gnicamente, S0.Ca 0.2 mM y diferentes contenidos de baro. Las
pléntulas, en nimero de 15 por litro de medio, s¢ desarrollan durante 3 y 7
dias en la oscuridad a 26° C = 1, bajo continua aireacién y un rango de
humedad relativa variable entre 65-70 %. Todas las soluciones son hechas
con agua desionizada, siendo renovadas cada dos dias en base a mantener un

grado de contaminacién bacteriana razonablemente bajo.

Tres y siete dias después de haber sido transferidas las semillas
germinadas al medio anteriormente indicado sin o con diferentes contenidos
de boro, los cotiledones o las raices se separan de las pléantulas, se lavan
con agua destilada, se secan con papel de filtro y se pesan, disponiéndose

para los distintos experimentos.



1.1.b. Bstudios en condiciones de iluminacién

Para estimar los efectos de los cambios metabélicos sometidos a
estudio en funcién del boro, las plantulas desarrolladas durante 3 y 7 dias
en la oscuridad en un medio sin o con distintas concentraciones de boro,
fueron expuestas en cémara de cultivo durante 24 h a una luz blanca y
continua (lamparas Phillips, 5.0 V.m~*), en solucién nutritiva sin boro

(STEINER, 1961), a 26° C £ 1 y continua aireacién.
1.1.c. Medios de cultivo

Para prevenir posibles interferencias entre el boro y otros nutrientes
ninerales, se ha utilizado como solucién mineral un medio acuoso, con 0 sin
bora, conteniendo S04Ca 0.2 mM como Unico nutriente. Sin embargo, teniendo
en cuenta que los cloroplastos requieren varios nutrientes para su
desarrollo, para estudiar el efecto de la luz sobre los cambios metabélicos
inducidos en cotiledones en funcién del borc del medio, se wutilizé

especificamente una solucién nutritiva  libre de bora (STEINER, 1961).

El pH de los medios de cultivo indicados fué aproximadamente de 5.5.
La adicién de écido bérico para obtener una determinada concentracion en
boro y el tiempo de experimentacién, no modifican sensiblemente el pH del

medio.
2. TECNICAS EXPERIMEKTALES
2.1. PREPARACIONES DE LAS FRACCIONES CELULARES

Las fracciones celulares son ailsladas y purificadas de ralces vy
cotiledones de plantulas de girasol. Se describen en un principio las
técnicas de obtencién de las fracciones brutas y, posteriormente, la

metodologia de purificacién de dichas fracciones sobre gradiente de

sacarosa.
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2.l.a. Obtencion de glioxisomas y mitocondrias de cotiledones

Los cotlledones cortados y pesados son mantenidos 15 minutos a 4° C
en un medioc tamponado con Tris-ClH (150 mM), pH 7.5, conteniendo sacarosa
(15 %), ClK (10 mM), EDTA (1 mM) y ClzMg (1 mM). Los cotiledones son
enseguida homogeneizados en mortero, con el medio anteriormente descrito al
que se adiciona clorhidrato de cisteina (2 nM). Para 1 g de peso fresco se
utilizan 6 ml de medio de homogeneizacién, efectuédndose todas las

manipulaciones en camara fria entre 2 y 4° C.

El homogenado es filtrado por triple capa de tela de seda, lo que
permite retirar la mayor parte de los restos celulares, las paredes
pectocelulésicas y las células no rotas, homogeneizada con éyuda de‘-un
Potter (son suficientes tres subidas y bajadas del émbolo), y scmetido a
centrifugaciones sucesivas de aceleraciones crecientes, realizadas en
centrifuga Sorvall RC2-B y ultracentrifuga Beckman L5-65. La primera
centrifugacién a 2.000 x g durante 5 minutos, proporciona un sedimento que
contiene los restos celulares y grandes orgénulos. La fraccién de
glioxisomas y mitocondrias brutas es recogida por centrifugacién del
sobrenadante a 10.000 x g durante 15 minutos. El sedimento es resuspendido
en un medio con la misma composicién que el de extraccién, pero carente de
cisteina; una nueva centrifugacién a 10.000 x g durante 10 minutos da lugar
& un sedimento de glioxisomas y mitocondrias de color marrén més O menos
oscura, en funcién de la concentracién. Los enzimas malato y citrato
sintasas son extraidos y solubilizados a partir de estos organulos médiante
una doble dilucién con Tris-ClH &G0 mM), pH 7.5, conteniendo ClK (200 mM) ¥
Tritén ¥X-100 (05 %), estando presentes en 1la fraccién sobrenadante que

queda después de centrifugar el extracto a 40.000 x g durante 3¢ minutos.
2.1.b. Obtencién de membranas microsomales de cotiledones

Para estimar el efecto del boro socbre la formacién de etilenc a nivel
subcelular, se procedié al aislamiento de microsomas de cotiledones de
pléantulas de girasocl, en un intento de comparar la actividad del enzima
sintetizante de etilenoc (EFE), en una preparacién libre de células, frente al

tejido entero.
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Los microsomas brutos utilizados en estos experimentos son preparados
a partir de cotiledones (50 g) desarrollados en medios con diferentes
contenidos de boro. Los cotiledones son homogeneizados en mortero con 4
volumenes de tampén Hepes (50 mM), pH 8.5, conteniendo sacarosa (15 %),
ClK (10 mM>, ClzMn (0.5 mM) y ClzMg (10 mM). El homogenado, filtrado por
tres capas de tela de seda, es centrifugado a 105.000 x g durante 60
minutos y el sedimento, lavado con Hepes (50 mM), pH 8.5, conteniendo ClK
(10 mM) y ClzMn (0.5 mM), es finalmente resuspendido en Hepes (50 mM), pH
8.5, conteniendo ClzMn (0.5 mM), utilizando, para ello, un Potter-Elvehjem

para una mejor homogeneizacién,
2.1.c. Preparacion de microsomas de raices

Para la investigacién del efecto del boro sobre la composicién de
lipidos y sobre la actividad de enzimas del metabolismo de estas moléculas
en raices de plantulas de girasol, se procedié al aislamiento y purificacién
de microsomas de estos tejldos, desarrollados en medios con distintos

contenidos del micronutriente.

El tampén de homogeneizacién de las raices contiene Tris-ClH (100 mMD,
pH 7.5, sacarosa (400 mM), ClzMg (10 m¥), Cl1K <10 mM>, EDTA (1 nmM), DTT (2
n¥), PVP soluble (1.5 %) y clorhidrato de cisteina (3 mM), efectuandose la
homogenejzacién en mortero (proporcién peso fresco:volumen de tampén, 1:2).
El resto de las operaciones, incluidas las centrifugaciones, se llevan a
cabo de forma similar a la indicada para la preparacién de microsomas de

cotiledones.

Los sedimentos de microsomas son de una coloracién amarilla
caracteristica, rodeados de un pequefic halo de color naranja. Estos
sedimentos son resuspendidos en un pequefio volumen conocido de medio de
homogeneizacién sin PVP, con la ayuda de un Potter de pequefia capacidad. La
fase sobrenadante final, resultante de la centrifugacién a 100.000 x g,
denominada sobrenadante citoplasmético, y representa la fase liquida del

citoplasma diluida en el medio de homogeneizacién.
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2.1.d. Purificaciéon de microsomas de raices

Se preparan soluciones de sacarosa de diferentes densidades,
conteniendo cada una de las soluciones los siguientes compuestos: albumina
bovina (1 mg/mld), CIK (1 m¥), POsH=K (10 mM) en Tris-ClH (50 m¥), pH 7.5.
La fraccién de membranas microscmales es purificada sobre un gradiente
discontinuo de densidad, preparado a vpartir de una solucién madre de
densidad 1.30 y constituido por la siguiente secuencia: 1.30, 1.25, 1.20,
1.15, 1.10 y 1.05. En estas condiciones, la fracciém situada en la interfase
1.15-1.10 es la més rica en microsomas. Esta zona ;es separada con la ayuda
de una pipeta Pasteur, siendo ajustada la molaridad de dicha banda con 5 &
6 volimenes de medic de homogeneizacién. Después de centrifugar a 100.000 x
g durante 1 hora, se obtiene un sedimento gque representa la fraccién

microsomal pura.
2.1.e. Actividad FADPH citocromo c dxidoreductasa asociada a microsomas

Se ha determinado espectrofotoméiricamente a S50 nm la reduccién de
citocromo ¢ exégeno por la fraccién microsomal (SOTTOCASA y col. 1967). El
medic de reaccién contiene NADPE (0.1 mM), cisnurc sédice Q.14 =mM),
citocromo oxidada €0.037 mM), 'tampbn fosfato (0.05 M), pH 7.5, y cantidades
variables de la fraccién microsomal; eventualmente se asdicionan 10 pl de
una soclucién etandlica de antimicina A (1 =m¥). Los resultados son
expresados en nmoles de citocromo ¢ reducido por mg de proteinas y por

minuto.
2.1.f. Actividad de enzimas asociados a glioxisomas y mitocondrias

Para seguir las actividades oxidativas de mitocondrias y glicxisomas
de cotiledones de girasol en funcién del boro del medio de cultivo, se han
determinado espectrofotométricamente dos enzimss: malate y citrato sintasa
asociados a dichos orgénulos celulares. La actividad malato sintasa @-

malato glioxilato liasa, E.C. 4.1.3.2.) se ha ensayado basicamente segimn
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DIXON y KORNBERG (1062); sin embargo, el coenzima A libre se determina
utilizando &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico para detectar los grupos
sulfihidrilos 1ibres (ELLMAN, 1959). La actividad citrato sintasa (citrato
oxalacetato liasa, E.C. 4.1.3.7) fue ensayada por el método de BOGIN y
WALLACE (1969). lLas actividades enzimaticas de ambos enzimas se expresan

en unidades internacionales por mg de proteinas.

2.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL EXAMEN A MICROSCOPIA QPTICA Y
ELECTRONICA

El material para estudios histolégicos y ultraestructurales fue
sometido a la preparacién convencional de las muestras para microscopia

electréonica al objeto de preservar bien las estructuras celulares.
2.2.a. Fijacién con glutaraldehido

FPreparacién del glutaraldehido

El glutaraldehido se prepara a partir de uma solucién madre al 25 %,
diluyéndolo en tampén cacodilato 25 mM, pH 6.8, hasta dejar la solucién al
3%.

Fljacién

las raices o cotiledones fueron cortadas en piezas de 1 a 2 mm de
tamafio e introducidas en el fijador a temperatura ambiente durante 2 a 3
horas, al cabo de las cuales se realizan tres lavados consecutivos de %

hora cada uno con tampén cacodilato 25 nX.

Fostfijacién con tetréxido de osmio

Después de la fijacién con glutaraldehido, se realiza una postfijacién
con tetréxido de osmio al 1 % en tampén cacodilato durante una hora, a
temperatura ambiente. Posteriormente, se vuelve a lavar tres veces cada 30

minutos con tampén cacodilato 25 mM.
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2.2.b. Deshidratacion

Una vez fijado el material hay que extraer el agua del mismo. La
deshidratacién se realizé pasando las muestras por las siguientes series
graduales de alcoholes a temperatura ambiente: etanol al 30 %, 1 h; al 50 %,
1 h;yal 70 %, 1 hj al 90 %, 1 h; y al 100 % 3 h.

2.2.c. Inclusién

Se ha utilizado como resina de inclusién el Epon (Epikote 812). Para
la preparacién de estas resinas se emplean las siguientes mezclas: mezcla
A, que contiene Epon (15 ml) y anhidrido dodecenil succinico (DDSA) (25 ml);
y mezcla B, que contiene Epon (50 ml) y anhidrido metil nédico (MNA) <44
ml). Ambas mezclas se agitan por separado durante 30 min. El Epon se
compone de: mezcla A (40 ml), mezcla B (60 ml) y DMP-30 (1.8 ml), siendo

conservado en congelador en el interior de jeringas.

El proceso de inclusién se realiza de una manera gradual, con un paso
intermedio con 6xido de propilenc para eliminar el etanol que contiene el
tejido, ya que el medio de inclusién es insoluble en el alcohol y por lo
tanto debe ser reexﬂplazado por 'un liquido que sea simulténeamente soluble
en el alcchol absoluto y en el medio de inclusién que se va a emplear. Los
pasos son los sigulentes: etanol al 100 % més oxido de propileno (1:1), 5
min; o6xido de propileno, 3 cambios de 10 min; 6xido de propileno més Epon
(1:1>, 45 mnin; Epon, 83 h a 37" C. A continuacién cada una de las piezas se
introduce en una cépsula adecuada, se orienta y se llena con la resina
correspondiente al proceso de inclusién elegido. La polimerizacién se

realiza por introduccién de las cédpsulas en la estufa a 60° C durante 24 h.

- 2.2.4d. Microtomia

Los cortes se realizaron en un ultramicrotomo Reichert Ultracut Jung.
Primern se hicieron cortes semifinos (1 a 2 pm) para el estudio al

microscopio éptico, previa tincién con azul de toluidina al 1 %. Se tomaron
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fotografias de estos cortes sobre pelicula Kodak papatomic en un
fotomicroscopio Reichert. Para el estudio ultraestructural se utilizaron
cortes ultrafinos de unos 500 a 700 X de espesor, recogldos en rejillas de

cobre de 3 mm de diametro.
2.2.e. Tincién de los cortes

P’gm incrementar su contraste, los cortes obtenidos se tifieron,
primera, con acetato de uranilo y, posteriormente, con citrato de plomo
segin el método de REYROLDS (1967).

“2,2.f. Observaciones

Se han realizado en un microscopio electrénico de transmisién ZEISS EX
10C.

2.3, UTILIZACION DE PRECURSORES RADIOACTIVOS

En nuestros experimentos hemos utilizado acetato sédico-1-'4C de
radicactividad especifica 58 mCi/mmol, cloruro de metil-'4C~colina, 58
nCi/mmol y CDP-metil-'4C-colina, 56 mCi/mmol, todos ellos suministrados par

por The Radiochemical Centre, Amershan.
2.3.a. Eleccion del precursor

lLa eleccién del precursor depende de la parte de la mélecula lipidica
que se quiere investigar (Fig. 15). Nosotros hemos utilizado principalmente
acetato sédico-1-'4C como precursor adecuado de los Acidos grasos. Este
precursor nos ha permitido seguir la formacién de las moléculas de &cidos

grasos y de los lipidos complejos.

El marcaje con cloruro de metil-'“C~-colina y CDP-metil-'“C-colina ha
facilitado el estudio particular de la biosintesis de fosfatidilcolina,
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Figura 15. Marcaje especifico de una molécula de fosfolipido a partir de dos

precursores radioactivos diferentes



2.3.b. Condiciones de incubacién

Dos sistemas han sido utilizados (Fig. 16):

El primero, in vivo, ha consistido en poner la plantula entera (cuando
se iba a determinar la biosintesis lipidica en cotiledones) o las raices, en
presencia del precursor. Al final de la incubacién las raices o cotiledones
son abundantemente lavados con agua destilada y posteriormente, extraidos
sus lipidos (en los estudios de biosintesis a nivel de la raiz entera o de
los cotiledones), o aislados los microsomas de raices (cuando se ha

determinado la biosintesis lipidica en estas estructuras celulares).

El segundo sistema, In vitro, ha consistido en aislar previamente los
microsomas, y después ponerlos a incubar en una solucién del precursar
radioactivo. De esta forma, se ha podido seguir la capacidad de biosintesis

lipidica en dicha fraccién celular aislada del resto de la célula.

Tejido entero

las raices son colocadas en un erlenmeyer conteniendo la solucién
radioactiva, siendo importante no introducir un niumero demasiado grande de
érganos para un determinado volumen de liquido, habiéndose utilizado 3 ml

de solucién por 10 raices.

En los experimentos de incorporacién de '4C a los lipidos del
cotiledén, la solucién radicactivae es depositada directamente, bajo la forma
de pequefias gotas, sobre la superficie de dicho tejido, manteniendo la
plantula entera con las raices inmersas en agua destilada durante todo el
tiempo de incubacién. En ambos <casos, el erlenmeyer es agitado
continuamente en estufa regulada a 26° C y en oscuridad. Finalizado el
tiempo de incubacién, las raices o cotiledones son abundantemente lavados
con agua destilada procediéndose a la extraccién de las fases acuosa y

lipidica.

Suspensién de orgénulos celulares

Las incubaciones se han efectuado generalmente en tubos pirex a rosca
de 10 ml. Para ello, se introduce en dichos tubos la solucién conteniendo el

precursor radicactiva y diversos cofactores, la composicién de los cuales
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Figura 16. Técnica para el suministro-de los precursores radioactivos directamente al tejido entero (cotiledones o

raices) y a las fracciones celulares aisladas de raices de plantulas de girasol.



varia segun los requerimientos, por lo que serd indicada especificamente en
el texto. El conjunto es previamente agitado durante 10 min en estufa a
temperatura constante de 28° C y, posteriormente, se adiciona un volumen
exacto de la suspensién de orgénulos y se incuba durante distintos tiempos.
Al final de la incubacién, la suspensién de organulos es adicionada sobre
una mezcla de metanol-cloroformo (2:1, v/v), procediéndose a la extraccion

de los lipidos totales.
2.4. ENZIMAS DEL METABOLISMO LIPIDICO

2.4 .a. Bstudio de la CDP-colina: 1,2 diaciiglicerol colina fosfotransferasa

de microsomas de raices

Freparacién del enzima

El aislamiento y purificacién de microsomas de raices de plantulas de
girasol desarrolladas en medios con distintas concentraciones de boro, se

ha indicado en el apartado 2.l.c,

Actividad enzimAtica

Para seguir la transferencia de fosforilcolina sobre 1los D-1,2
diacilgliceroles del tejido, se han utilizado como precursores el cloruro de
metil-'4C-colina (incorporacién a nivel de tejido entero) y la CDP-metil-
14C~colina (formacién de fosfatidilcolina a nivel de los microsomas
aislados). Es importante puntualizar que las méleculas de diacilglicerol,
aceptores de la fosforilcolina, estén presentes en los lipidos microsomales.
Las condiciones de incubacién del precursor radicactivo a nivel del tejido
enterd o a nivel de los microsomas alslados, se indican en el apartado 2.3.b

del presente.capitulo de Material y Métodos. -

En la determinacién de 1la actividad del enzima en microsomas
. purificados, el medio de incubacién normal contiene en un volumen final de
15 ml: 20 pmoles de ditiotreitol, 10 pmoles de ClzMg, 15 pmoles de Tris-
"ClH, pH 8.0, 10.7 umoles de CDP-metil-'4C-colina (540.000 cpm) y un volumen
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de suspensién microsomal equivalente a una cantidad de proteinas entre 0.1
y 05 mg. Previo a la adlcién de la suspensién de microsomas, la mezcla de
reaccién es mantenida a 28° C durante 5-10 min. La incubacién se efectia a
esta temperatura siendo detenida por la adicién répida de una mezcla de
metanol-cloroformo (2:1, v/v) y posterior extraccién de los lipidos totales.
Paralelamente, se prepara un testigo conteniendo todos los constituyentes de
la mezcla de incubacién, excepto la fraccién microsomal. La actividad
fosfotransferasica es determinada, en un tiempo definido, en funcién de la
cantidad de FC-'4C detectada en el extracto de lipidos totales, expresada en

nmoles de precursor incorporado por mg de proteinas.
2.4.b., Estudio del enzima lipoxigenasa de cotiledones

Obtenclén del extracto crudo

La determinacién de 1la actividad 1lipoxigendsica de cotiledones
desarrollados en medios con diferentes concentraciones de boro, se ha
llevado a cabo, cada dia de germinacién, en el extracto crudo obtenido a
partir de dicho tejido. Para ello, los cotiledones  se homogenizan en
proporcién 1:20 (peso:volumen) con tampén fosfato potasico GO0mM), pH 7,0,
conteniendo Tritén X-100 (1%), PVP insoluble (2%) y metabisulfito sédico
(10 m¥), durante 2 min en Sorvall Onnimixer a la velocidad méxima y> a 4
C. El extracto resultante de centrifugar a 27.000 x g durante 30 min el
homogenado anterior y posterior filtracién del sobrenadante, es utilizado

para la determinacién de la actividad enziméatica.

Furificacién parcial del enzima

Para estudiar el efecto del boro sobre la actividad del enzima, se
procedié a su aislamiento y purificacién parcial para evitar la actuacién de
posibles inhibidores del tipo de los &cidos acetilénicos, écidos grasos
bromados y &cidos grasos con algun grupo alcohélico (MITSUDA y col. 1967;
DOVNING y col. 1972; ESKIK y col. 1977).

Para ello, se parte de cotiledones desarrollados durante 6 dias en
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medios desprovistos de boro. los tejidos (20 g) se homogenizan con 4
volumenes de acetona a -18° C durante 2 min a la velocidad méxima (Sorvall
Omnimixer). El precipitado es recogido por centrifugacién a 5.000 x g
durante 10 =min, lavade con acetona desecada con S04Faz anhidro y
desengrasado con éter de petréleo 40-60°, Posteriormente, el enzima es
extraido en proporcién 1:20 (peso de polvo acétonico:volumen de tampén) con
tampén fosfato (50 mM), pH 7.0, conteniendo Tritén X-100 (1%>, PVP insoluble
2%y meﬁabisulfito s6dico (10 nM)., Después de centrifugar a 27.000 x g
durante 30 min, el precipitado es desechado y el sobrenadante (extracto
cruda’ llevado a 25 % de saturacién con sulfatoc aménico. Esta solucién,
mantenida 2 horas bajo continua agitacién, es centrifugada a 15.000 x g
durante 10 min. En el sedimento y sobrenadante se determina la actividad
lipoxigenésica. El sobrenadante se ajusta a una saturacién en sulfato
anénico del 60 %, y se recoge el precipitado resultante por centrifugacién a
20.000 x g durante 15 min, que es redisuelto en tampén fosfato potasico (50
mM), pH 7.0, y aplicado a una columna de Sephadex G-50 (.0 x 25 cm)
equilibrada y posteriormente, eluida con el mismo tampén fosfato. El eluido
(27 ml x h™') es recogido en fracciones de 4 ml, y las fracciones activas
reunidas y concentradas con polietilenglical 600, se dializan durante 12 h
contra tampén fosfato GO mMd, pH 7.0. El dializado es aplicado a una
columna ~(2.5 x 40 cm> de DEAE- celulosa (Whatman 52) equilibrada con el
tampén anterior y el enzima es eluido mediante la aplicacién de un
gradiente de ClNa (0-0.4 M) en dicho tampén. De las fracciones eluidas (4
ml x 70), se toman aquellas que muestran actividad, se dializan contra
tampén fosfato <50 mM), pH 7.0, y se concentran en presencia de
polietilenglicol 600, para ser utilizadas en la determinacién de algunas
propiedades del enzima, asi como para los estudios de actividad in vitro

en funcién del boro.

Actividad enzimatica

La actividad lipoxigendsica se determina por polarografia a 25° C
utilizando un electrodo de oxigeno (Hansatech, modela D.V.). La mezcla de

incubacién contiene Acido linoléico como sustrato (1 m¥) adicionado como
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sal aménica, tampén imidazol (100 mM), pH 6.9 y enzima en una cantidad

equivalente a 1 mg de proteinas, en un volumen total de 2.5 ml de solucién

saturada de aire. o
2.5. RESPIRACION, ACTIVIDAD PEROXIDASICA Y FORMACION DE ETILEND

Teniendo - en cuenta la hipétesis establecida de una posible actuacién
del boro a nivel de las membranas como regulador de ia funcionalidad de
estas estructuras celulares, se ha considerado que los estudios de:
respiraciéon, actividad de enzimas oxidativos del tipo de la peroxidasa y
produccién de etileno, pueden constituir factores iniportantes en la
investigacién de la accion del boro en plantas. En este apartado del trabajo
se determina en que medida los cambios de dichos parémetros en cotiledones
pueden ser correlacionados con el contenido de baro ‘en los medios de
cultivo de plantulas de girasol desarrolladas en condiciones de luz y

oscuridad.
2.5.a. Medidas de respiracién y etlleno en tejido entero

Para el estudio de la actividad respiratoria de los cotiledones, se
han medido las concentraciones de Oz y COz en el medio de incubacién por
cromatografia en fase gaseosa. Para ello, entre 7 y 10 cotiledones lavados
en agua destilada durante 5 min, se introducen en viales de 10 ml
conteniendo 2 ml de una solucién a base de tampén fosfato potasico (G0 mMD,
pH 7.0, y distintos compuestos, cuya accién es objeto de estudio,
indicandose en el texto la composicién de las mezclas de incubacién . Los
viales se mantienen 2 h en bafio de agua a 27° C bajo continua agitaciém,
aireacién y oscuridad. Transcurrido este periodo, se decanta el medio, se
lavan los cotiledones con tampén fosfato (60 mM), pH 7.0, y se clerran los
viales, de forma que el tapén, ajustado con septo de silicona perforable,
permite tomar con jeringa determinados volimenes de los gases desprendidos

y/0 absorbidos por los tejidos.
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El etileno se determina en muestras gaseosas de 1.0 ml, a 30° C en
cromatografo de gases Hewlett-Packard modelo 5730A equipado con detectar
de ionizacién de llama (FID) y columna Poropak N de 1 m. Las cantidades de
CO= y Oz se analizan en muestras de 50 ul, el primer gas a 30° C,
utilizando una columna Poropak Q, detector de ionizacién de llama y tubo
catalitico de niquel capaz de convertir todo el COz enh metano, lo que
posibilita la medida de bajas concentraciones con el FiD. El oxigeno se
determina a 50" C, columna Sieve 5A de 2 m y detector de conductividad
térmica. Los gases portadores fueron nitrégeno (para las medidas de etileno

y Cl=) y argén (para las medidas de Oz).
2.5.b. Determinacién de etileno en microsomas

Obtencién de microsomas brutos

los wmicrosomas brutos han sido aislados segin se indica en el

apartado 2.1.b del presente capitulo de Material y Métodos.

Solubilizacién y preparacion de membranas a partir de los

microsomas brutos

Las membranas microsomales brutas se han solubilizado en presencia de
Brij W-1 (detergente no iénico) al 0.1%. Para ello, se incuban a 4° C
durante 60 minutos con continua agitacién, se centrifuga la mezcla a 105.000
x g durante 30 minutos y se separan el sobrenadante y el sedimento, siendo
éste ultimo suspendido en Hepes (50 mM), pH 8.5, cbnteniéndo ClzMn (0.5
nd) e identificadas, a nivel del scbrenadante y del sedimento
resuspendido, la actividades de los sistemas sintetizante del etileno (EFE)

y lipoxigenasa.

Separacién de los enzimas- sintetizante de etileno y lipoxigenasa:

determinacién de actividades

El scbrenadante anterior, resultante del extracto de microsomas
brutos con Brij V-1, se concentra mediante didlisis contra polietilenglicol

600. La fraccién concentrada se hace pasar a iravés de una columna (20 x 2
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cm) de Sephadex G-50, equilibrada con tampén Hepes (50 mM), pH 8.5,
conteniendo ClzMn (0.5 mM). Se recogen fracciones de 3.5 ml, determinéandose
proteinas en cada tubg, asi como la actividad de los enzimas sintetizante de

etileno y lipoxigenasa.

Para la medida de etileno en microsomas brutos y en las fracciones de
membranas solubilizadas, se incuban éstas en mezcla de reaccién conteniendo
tampén Hepes (50 mM), pH 8.5, Clz¥n 0.5 nM y reactivos cuyos efectos en el
proceso se pretende determinar, en un volumen final de 1.0 ml. Los
experimentos se inician con la adicién de ACC, e inmediatamente se someten
& incubacién en viales de 10 ml, cerrados herméticamente con tapén de rosca
y septo de silicona, permitiéndose la acumulacién de gases. Después de
incubar en bafio de agua a 28° C y 1 h, se mide el etileno por cromatografia
en muestra de gases de 1.0 ml, segin se indicé en el apartado 2.5.a del
presente capitulo. Para estudiar el efecto de la temperatura sobre la
actividad enzimética, los microsomas brutos fueron inmediatamente incubados
a 60° C durante 30 min y, posteriormente, mantenidos en tubo cerrado como

se ha indicado anteriormente.

La actividad lipaxigenasa se determina por polarografia de acuerdo con

la técnica descrita en el apartado 2.4.b.

2.5.c. Actividad peroxidasica

La actividad peroxidésica (Donador: hidrégeno peréxido reductasa, E.C.
1.12.1.7> en funcién de la concentracidn en boro del medio de cultivo, se
ha determinado em el mismo extracto crudo de cotiledones obtenido para
estudiar los cambios inducidos en la actividad del enzima
lipoxigenasa(apartado 2.4.b)., Para ello, se utiliza O-dianisidina como
donador de electrones, estando compuesta la mezcla de reaccién de tampédn
fosfato (67 mM), pH 6.0, conteniendo O-dianisina (0.33 mM) y Hz0= (1.0 m¥),
en un volumen de 3.0 ml. La reacciéon se inicia por adicién de 50 pl del
extracto enzimético adecuadamente diluido, determinéndose la aparicién de O-
dianisidina oxidada a 25° C y 460 nm. Una unidad de enzima se define como
la cantidad de enzima capaz de causar el cambio de una unidad de

absorbancia en un minutao.
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2.6, EXTRACCION DE LIPIDOS
2.6.a. Extraccion de lipidos totales

Se ha llevado a cabo a nivel del tejido entero y a nivel de las

suspensiones de orgénulos.

Tejido entero

Entre 8-10 cotlledones y 15-20 raices han sido utilizadas para cada
experimento. Los organos pesados y lavados con agua destilada son
adicionados directamente sobre agua hirviente, manteniéndose durante 5
minutos para inactivar las fosfolipasas (BENSON y STRICKLAND, 1960; DOUCE,
1964). Se decanta el agua y los tejidos son homogeneizados en mortero con
10 ml de metanol, 10 ml de cloroformo y 5 ml de agua salada (ClNa 1 %),
siguiendo a cada adicién una enérgica homogeneizacién durante 1 min (BLIGH
y DYER, 1959). El contenido del mortero es transferido cuantitativamente a
un tubo de centrifuga y después de centrifugar a 2000 x g durante 10
minutos, se obtiene una capa cloroférmica inferior de un color amarillo vivo
que es separada con pipeta Pasteur y transvasada a un tubo con tapén a
rogsca. El disolvente es eliminado por evaporacién a presién reducida en
rota—-evaporador, adicionandose sobre el residuo un volumen conocido de una
mezcla de Dbenceno/etanol (4:1, v/v). La solucién 1lipidica obtenida es
conservada a baja temperatura (-20° C) sin alteracién importante (VORBECK y

MARIKETTI, 1965). Todo el proceso se lleva a cabo en atmésfera de nitrogeno.
Suspensién de microsomas

Se utiliza la técnica de BLIGH y DYER <1959). Para‘ello, un volumen ‘de
la  suspensién de microsomas o de la mezcla de incubacién (en los
experimentos de blosintesis lipidica), se adiciona sobre 10 ml de metanol
hirviente contenidos en un Potter. Sobre el conjunto se adicionan 5 ml de
cloroformo y se homogeniza con la ayuda del émbolo; en este estado debe ser
visible una sola fase. A continuacién se adiclonan otros 5 ml de cloroformo
(nueva homogenizacién); la separacién de las fases se asegura por adicién

de 5 ml de una sclucién de ClNa en agua (1 %). El conjunto es tramsferido a

- 105 -



un tubo de centrifuga y centrifugado a 5.000 x g durante 10 min; la capa
cloroférmica inferior es tratada como en el apartado anterior. Todo el

proceso se realiza en cémara fria a 4° C,
2.6.b. Extraccién y metilacién de acidos grasos

Se ha utilizado la técnica de METCALFE y col. (1966) modificada por
LECHEVALLIER (1966). Una parte alicuota de la solucién de lipidos totales es
evaporada en tubo a rosca (pirex) para la saponificacién de los lipidos
acilicos y se adicionan 5 ml de sosa metanélica (0.5 ¥), se cilerra el tubo y
se mantiene 15 min a 65° C; posteriormente, para la metilacién de los
acidos grasos se afladen 3 ml de una sclucién &cida de trifloruro de borec en
metanol (14 %), manteniéndose de nuevo en el tubo durante 20 min a 65° C.-
Se enfria el tubo con agua del grifo y se extraen los ésteres metilicos con
10 ml de pentano (generalmente se adicionan 5 nl de agua destilada antes
de adicionar el pentano). Una segunda adicién de 5 ml de pentano asegura

una buena extraccién.

Se separa la fase superior penténica y se adiciona sobre ella un
volumen conocido de una solucion metandlica de éster metilico del acido
heptadecanoico, lo cual permite la dosificacién de los acidos grasos de la

muestra problema.
2.6.c. Determinacién de la radioactividad er las soluciones lipidicas

Una parte alicuota de la soluciéon de lipidos totales o de los acidos
grasos es adicionada sobre 10 ml de mezcla de centelleo preparada a base
de PPO (0.5 % y de dimetil POPOP (0.03 %) en tolueno. lLa medida de la
radiocactividad se efectua por centelleo liquido en contador Pachard Tri-Carb
modelo C2425.

2.7. ARALISIS DE LIPIDOS
Para separar, por una parte, las diferentes categorias lipidicas

(fosfolipidos, galactolipidos y 1lipldos neutros) vy, por otra, dichas

categorias entre si, han sido utilizadas diferentes técnicas cromatograficas.
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2.7.a, Separacion de las categorias lipidicas

las diferentes clases lipidicas se han separado utilizando la técnica
de cromatografia en capa fina. Las placas, (0.25 y 0.50 mm de espesor) de
gel de silice (silicagel G, Merck), son activadas durante 30 min a 110° C
antes de su utilizacion. | El extracto lipidico problema se deposita

répidamente en el origen de la placa, y bajo una corriente de nitrégeno.

. Entre las distintas mezclas de disolventes existentes, nosotros hemos
utilizado la preconizada por MANGOLD (1961) (Tabla 7), que permite separar
las categorias lipidicas en fosfolipidos (permanecen en el origen),
galactolipidos (precariamente separados de los fosfolipidos)y,
monoglicéridos, diglicéridos, é&cidos grasos libres y +triglicéridos; las
bandas lipidicas se hacen visibles mediante vapores de Iodo (cuando se va a
continuar la determinacién cuantitative de los lipidos) o por pulverizacién
de é&cido sulfurico al 50 %, seguido de un calentamiento a 110° C durante

algunos minutos (cuando se trata sbélo de una determinacién cualitativa)

Del mismo modo, la técnica de GARDNER (1968), modificada por GREKIER
y col. (1872), ha permitido una separacién satisfactoria de los fosfolipidos
y galactolipidos (Tabla 7). Los constituyentes se hacen visibles por una
breve exposicién a los vapores de Iodo. La pulverizacién de la placa con una
solucién alcohélica de o-naftol al 05 %, secado, y posterior pulverizacién
con &cido sulfiurico al 50 %, seguido de un calentamiento gradual, hace

aparecer los galactolipidos bajo una coloracién violeta caracteristica.
2.7.b. Separacién de fosfolipidos

La técnica de LEPAGE (1967) permite una buena separacién de la casi
totalidad de los fosfolipidos existentes en el extracto de lipidos totales

del tejide u organulo en cuestién.

Los fdsfolipidos son detectados por las reacciones coloreadas ya
indicadas de vapores de lodo y é4cido sulfdrico, asi como con el reactivo
fosfomolibdico. Al mismo tiempo, se han utilizado otras reacciones mas
especificas como por ejemplo la ninhidrina (0.2% en acetona-lutidina 9/1)
que revela los fosfolipidos con una funcion amina libre

(fosfatidiletanolamina y fofatidilserina) dando una coloracién vicleta y el
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Tabla 7, Condiciones experimentales de la cromatografia en capa fina realizada para el
andlisis de lipidos,

futores Mezcla de disolventes
vivly
MANGOLD (1961) Eter de petrélea 90
Eter etilico 10
Acido acético 1
GADNER (1968) 17 Acetona 100
GRENIER y col, (1972) Acido acético 2
Agua ]

2) Eter de petrédles 90

Eter etilico 10
Acido acéiico 1
LEPAGE (1967) | Clorotormo 85
Metanol 15

fcido acético 10
Agua 3,5




reactivo de Draggendorf que da reaccién coloreada positiva con la
fosfatidilcolina.

En todos los casos, la identificacién de las moléculas lipidicas se ha

llevado & cabo mediante el desarrollo cromatografico frente a patrones.
2.7.c. Analisis de acidos grasos de lipidos totales

Los ésteres metilicos de los é&cidos grasos obtenidos, segin se ha
indicado anteriormente (2.6.b.), son separados, identificados y cuantificados
por cromatografia en fase gaseosa, utilizando como patrén interno una
cantidad conocida de 4&cido heptadecanoico no presente en la mezcla
problema. Las condiciones experimentales son similares a las descritas por
.DAZA (1979).

2.7.d. Acidos grasos de diferentes categorias lipidicas

Para su determinacion, la zona de silice corres?cmdiente a los
diferente lipidos separados por cromatografia en capa fina (MANGOLD, 1961;
GADNER, 1968; GRENIER y col. 1972; LEPAGE, 1967), se introducen directamente
en tubos de metilacién conteniendo 3 ml de triofluoruro de boro en metanol
(GRENIER y col. 1972). Después de 30 min a 80° C en tubos cerrados, se
enfrian éstos y se adicionan 10 ml -de pentano y © ml de agua destilada. Se
agitan vigorosamente y se dejan decantar. Los esteres metilicos de los
dcidos grasos de los distintos lipidos son posteriormente analizados par

cromatografia en fase gaseosa.
2.7.e. Dosificacién de fosfolipidos, galactolipidos y lipidos neutros

La dosificacién de las diferentes moléculas lipidicas presentes en una
solucién de lipidos totales, y la determinacién de las proporciones
relativas en pesoc de los diversos fosfolipidos, galactolipidos o lipidos
neutros entre si, se ha obtenido segin la técnica de TREMOLIERES y LEPAGE
(1871> y GRENIER y col. (1972) consistente en determinar las proporciones
respectivas de estos lipidos en base al contenido en Acidos grasos de cada

uno de ellos. Se estima que los Acidos grasos representan, respectivamente,
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el 70 %, 65 % y 55 % del peso de los diversos fosfolipidos, galactolipidos y
lipidos neutros. (TREMOLIERES, 1970).

2.7.f. Determinacién de la actividad CDP-colina: 1,2 diacilglicerol colina

fosfotransferasa de microsomas

lLa actividad CDP-colina: 1,2 diacilglicerol colina fosfotransferasa de
microsomas se ha determinado segin la cantidad de metil-'4C-colina
(estudios a nivel del tejido entero) o de CDP-metil-'<C-colina <{(estudios a
nivel de microsomas aislados) incorporada en fosfatidilcolina, en las
condiciones indicadas en 2.4.a. de este capitulo. La solucién radiocactiva de
lipidos totales de los microsomas se separa por cromatografia en capa fina
segun LEPAGE (1967), determindndose la incorporacién de la radicactividad a
la. fosfatidilcolina; para ello, se separan las Dbandas de silice
correspondientes a las diferentes moléculas lipidicas, se introducen en
viales con 10 nl de mezcla de centellec y se mide la radiocactividad de cada

uno de ellos.
2.8. DETERMINACION DE PROTEINAS Y CLOROFILAS

Las proteinas han sido dosificadas por el método de LOWRY y
col.(1951), En las mnuestras que contienen suspensiones de membranas y
lipoproteinas se ba utilizado el método de MARKWELL y col. (1878),
modificacién del anterior en el sentido de que incorpora dodecil sulfato
s6édico al reactivo alcalino e incrementa la cantidad de tartrato sodico, lo
que permite la determinacién del contenido proteico de dichas estructuras y

componentes lipidicos sin previa solubilizaciéon o extraccién lipidica.

La clorofila es extraida con acetona al 80 % a partir de una alicuota
del extracto lipidico total, y cuantificada espectrofotométricamente por el
método de BRUINSMA (1961).

2.9. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

~La comparacién de los resultados obtenidos a partir de los cambios

bioquimicos y fisiolégicos inducidos en los tejidos estudiados (raices y
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cotiledones de plantulas de girasol), en funcién de la concentracién en boro
del medio de cultivo, bha requerido que éstos hayan sido expresados, bien por
unidad de organmos (raiz o cotiledén), bien referidos a un determinado peso
de tejido fresco o seco (1 g en general). Asimismo, la dosificacion de los
diferentes acidos grasos o de las distintas categorias lipidicas han sido
expresadas como porcentajes del +total, mientras que las actividades
enzimédticas se han referido a una cantidad determinada de proteinas (1 mg).
Finalmente, las actividades biosintéticas se han expresado en pordentaje de
la radioactividad total, o en nmoles 6 pmoles de precursor incorporado por

mg de proteinas.
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v. RESULTADOS



1, MORFOLOGIA DE RAICES DE PLANTULAS DE GIRASOL EN FUNCION DEL BORO

la morfologia y ultraestructura de raices de plantulas de girasol se
bha investigado al objeto de obtener informacién adicional en relacién a los
resultados bioquimicos. Para ello, se han tomado muestras del material
vegetal en las condiciones habituales de experimentacién, segin se ha

indicado en Material y Métodos.

1.1. ESTUDIO MACROSCOPICO DE LA RAIZ

En la {figura 17 y tabla 9, se presentan los resultados del estudio
nacroscépico complementados con datos refefentes al pesc fresco y seco del
tejido. Cuando las plantas de girasol fueron cultivadas con 10 ppm de boro,
las raices presentaron un mayor crecimiento gue las mantenidas en medios
sin, y sobre todo, con 50 ppm del micronutriente. Después de 7 dias de
cultivo en dichos medios diferenciales, una concentracién de 50 ppm de boro

reducia significativamente el crecimiento de la raiz.

En funcién de estos resultados previos, hemos considerado el nivel de
10 ppm de boro en el medio de cultive, como el éptimo para el crecimiento

de las plantulas en nuestras condiciones de experimentacion.
1.2. OBSERVACION AL MICROSCOPIO OPTICO

la estructura tipica de un corte longitudinal de raiz de girasol
derivada de la observacién al microscoplo de luz es presentada
esqueméticamente en la figura 17b. De acuerdo con los resultados de
(VAREING y PHILIPS, 1978), se ponen de manifiesto cuatro zonas de
caracteristicas citolégicas y funcionales bien diferenciadas:

- Zona de la cofia. Su misién es servir de proteccién al meristemo y
dénde se localiza el sistema receptor de gravedad de la planta.

~ Zona de divisién celular. Formada por el meristemo y compuesta por
células poco diferenciadas que originan el tejido radicular por divisién

celular.



- Zona de elongacién celular. Constituida por células que experimentan
crecimiento en longitud, con una incipiente diferenciacién y gran actividad

biolégica.

- Zona de diferenciacién. Formada por ceélulas ya diferenciadas.

o se han observado diferencias aparentes en la organizacién
bhistolégica de raices desarrolladas en medios sin y con 10 ppm (Fig. 18a).
Sin embargo, medios con 50 ppm de boro inducen una reduccién del
crecimiento de la raiz expresado en una inhibicién de la elongacién celular,
favoreciéndose, al mismo tiempo, la aparicién de zonas diferenciadas muy

cerca del é&pice (tejido vascular y formacién de raices secundarias), (Figs.
17b, 18b, Tabla 8).

1.3, OBSERVACION AL KICROSCOPIO ELECTRONICO

En las figuras 19 y 20 se muestran las caracteristicas
ultraestructurales de los componentes celulares correspondientes a las
distintas zonas de la raiz durante la formacién de la plantula de girasol,

en funcién del boro del medio de cultivo.

En raices cultivadas en medios sin y con 10 ppm de boro, la zona de
la cofia estd constituida por células diferenciadas, muy vacuolizadas, con
aparato de Golgi desarrollado, reticulo endoplasmético rugoso (R.E.R.) muy
aparente, y cuya caracteristica esencial es la presencia de ariloplastos,
donde se localiza el almidén estatolitico al que se le ha atribuido la

funcién de percepcién de la gravedad (AUDUS, 1962), (Fig. 1%a).

En estas condiciones de boro, el meristemo de la raiz aparece formado
por células indiferenciadas de elevada actividad nuclear (nicleos en
interfase y grandes nucleolos), y citoplasma con elevada densidad
ribosémiza, estando bien representado el sistema de membranas por un activo
aparato de Golgl, observandose secrecién de vesiculas en las inmediaciones
de los dictiosomas apilados en nimero de 4 6 5 cisternas, asi como pequefias
vacuolas c¢on inclusiones de elevada densidad. También se observan
mitocondrias y plastidios, presentando éstos Gltimos distintos tipds de
inclusiones: unas, de aspecto parecido a lipidos (elaioplastos), y otras més
densas, posiblemente de caracter protéico (proteinoplastos); esporadicamente

se encuentran cuerpos grises de naturaleza lipidica. Como' corresponde a su
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funcién, es frecuente observar en esta zona células en divisién (Fig.
19becd) .

En la zona de elongacién, encontramos células mas alargadas con signos
de incipiente diferenciacién, caracterizadas por un sistema vacuolar muy
desarrollado, con acimulos densos o en forma fibrilar de caracter
proteindceo. Las cisternas del R.E. aumentan en tamafio y numero,
observandose mitocondrias y plastidios de idénticas caracteristicas a los
ya descritos en la zona de divisién, Se detecta la presencia de cuerpos
multivesiculares, junto con las denominadas figuras de mielina, a las que se
ha relacionado «con. 1la degradacién de componentes citoplasmicos,

fundamentalmente‘de tipo membranoso (MESQUITA, 1972), (Fig. 20abc).

La 2zona de diferenciacién muestra el aspecto tipico de células
envejecidas muy alargadas, de paredes gruesas y con una gran vacuola que
ocupa la mayor parte del espacio celular, relegando el citoplasma a la
periferia. La vacuola presenta inclusiones de tipo proteinéceo, asi como un
incremento de cuerpos lipidicos, respecto a zonas anteriormente descritas,
localizadas en el interior de la vacuola o en sus cercanias. También se
detectan plastidios, aunque sus inclusiones son de mayor tamafio, llegando, a

veces, a ocupar casi todo el volumen organular (Fig, 20de).

En contraste con estas imagenes, la figura 21 ilustra las
caracteristicas citolégicas de raices desarrolladas en medios con 50 ppm de
boro. En la zona de la cofia, las células pierden la caracteristica
polarizacién de sus orgénulos, tipica de raices que crecen en condiciones
con 10 ppm o sin boro, distribuyéndose los amiloplastos al azar. Por otra
parte, es frecuente la presencia de figuras de mielina y otros deshechos de

nenmbrana en las vacuolas (Fig. 2lab).

la zona meristemética es muy reducida siendo dificil encontrar células
en divisién. Contigua a esta zona, las células presentan profusién de
pequeflas vacuolas con inclusiones densas a los electrones y estructuras
membranosas. Asimismo, las paredes se hacen mas gruesas, y los nacleos son
irregulares mostrando invaginaciones o ramificaciones caracteristicas de las
células envejecidas. También se observa un gran nimero de cuerpos grises de
caracter lipidico localizados en el citoplasma y en el interior de las

vacuolas, junto a 1las inclusiones de tipo proteinéceo. Los plastidios
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Tabla 8. Distancia entre el éapice radicular y las primeras formaciones de
raices secundarias de platulas de girasol cultivadas duranre 7 dias en
medios con diferemtes contenidos de boro. Los resultados expresados en mm,
son media (t DS) de cuatro experimentos independientes efectuados con 20

plantulas por tratamiento.

Concentracién de boro

32 £ 7 41 + 16 13 = 10




Tabla 9, Variacién del peéo fresco y seco de raices de pldntulas de girasol, después de 3 y 7 dias de
desarrolle en medios con distintas concentraciones de boro, Los resultades, expresados en mg por 10

érganos y en % de humedad, son la media de 3 experimentos independientes (2 DS),

Tiempo de Concentracién Peso Frestco Peso Seco % de Humedad
gerninacién ~ de boro
50 ppm 132 ¢ 12 £.9 ¢+ 0,6 84,8
3 dias 10 " 166 £ 13 g.2¢0,7 94,7
0 124 £+ 1 7.2+ 0,7 94 .6
50 ppm 212 £ 15 10,4 £0,8 88,1
7 dias 107 £39 ¢ 51 2881273 95,8

6 " 543 £ 49 250+ 2,0 . 95,4
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Figura 17. Esguema de raices de pléntulas de girasol desarrolladas durante 7

dias en medios diferenciales de boro. A) Aspecto macroscédpico. B) Corte longi-

tudinal del &pice de la raiz principal



'Figura 18, Corte longitudinal semifino del &pice de la raiz de plantulas de
girasol durante 7 dias en medios diferenciales de boro: a) 10 ppm de boro;

b) y ¢ 50 ppm de boro.
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Figura 19. Cortes ultrafinos de raices de pléntulas de girasol desarrolladas
durante 7 dias en medios con 0 y 10 ppm de boro: a) y b) zopa de la cofia;

c) y d) zona de divisién.
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Figura 20. Cortes ultrafinos de raices de plantulas de girasol desarrolladas
durante 7 dias en medios con 0 y 10 ppm de boro: a), b) y ¢) zona de

elongacién; d) y e) zona de diferenciacién.






Figura 21. Cortes ultrafinos de la zona de la cofia de raices de plantulas

de girasol desarrolladas durante 7 dias en medios con 50 PP de boro.






Figura 22. Cortes ultrafinos de la zona de divisién de raices de plantulas

de girasol desarrolladas durante 7 dias en medios con 50 ppm de boro.






Figura 23, Cortes ultrafinos de la zona de elongacién-diferenciacién de
raices de pléntulas de girasol desarrolladas durante 7 dias en medios con

50 ppm de baro.






cbservados en las células de esta zona de la raiz son de tipo elaioplastos,.

al igual que encontramos en raices desarrolladas en medios con 10 ppm y
sin boro (Figs. 22ab, 23ab).

2. EL BORO Y LOS LIPIDOS DE LA RAIZ

Fumerosos autores atribuyen a los lipidos membranarios un papel
determinante en el transporte y absorcién de los iones minerales por las
celulas de la raiz (ROSSIGNOL y col. 1982). En una primera fase de nuestro
trabajo, se ha investigado la composicién y el contenido lipidico de raices
de pléntulas de girasol, asi como el efecto del boro sobre dichos
componentes. Ademas, teniendo en cuenta que la naturaleza de los lipidos
ejerce una profunda influencia sobre las propiedades de las membranas
celulares, nos parecié muy interesante conocer, en una segunda etapa del
trabajo, si el contenido de boro en el medio inducia modificaciones en la

composicién y/o en la biosintesis lipidica a dichos niveles.
2.1. CONCENTRACION EN LIPIDOS DE LA RAIZ

La raiz de pléntulas de girasol es pobre en lipidos, siendo su
concentracién en materia grasa vde, aproximadamente, un 3.6 % del peso de
materia seca 6 un 0.18 % del peso de materia fresca, lo cual representa 1.8
mg de lipidos totales por 1 g de tejido fresco. Dicha concentracién en
lipidos es muy baja en relacién a tejidos tipicamente oleaginosos como el
cotiledén de girasol, que contiene alrededor de 300 mg de lipidos por g de
materia fresca. Sin embargo, aunque este hecho no constituye un problema, en
base a las técnicas finas de anAlisis que el bioquimico tiene haoy a su
disposicién, siempre es mas facil estudiar los componentes lipidicos
esenciales para la vida de la célula, en un tejido pobre en lipidos, donde
no interfieren los lipidos de reserva. Por ello, en el presente trabajo la
investigacién del efecto del boro sobre la biosintesis lipidica, se ha

1levado é cabo, fundamentalmente, a nivel de la raiz.
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2.l.a. Clases de moléculas lipidicas

las fcabl&s 10, 11, 12, 18, 14 y 15, presentan la composicién y el contenido
en lipidos de raices enteras después de 3 y 7 dias de desarrollo en medios
con distintos contenidos de boro. Como puede observarse, los mismos
constituyentes son detectados en los tejidos desarrnllados en medios con O
sin boro: los lipidos polares y los lipidos neutros conforman las categorias
lipidicas més abundantes. Los fosfolipidos representan de un 37 a un 65 %
del total de lipidos, estando los galactolipidos presentes en muy baja
cantidad., Medios sin boro y, sobre todo, con 50 ppm de boro inducen
modificaciones en la composicién lipidica de las raices: el porcentaje de

fosfolipidos disminuye, mientras que aumenta el de lipidos neutros.

En el curso del crecimiento, el contenido en 1lipidos evaluados por
dcasificacién de sus acidos grasos comstitutivos, muestra que la cantidad de
fosfolipidos, referido a gramo de peso fresco, disminuye de forma general.
Por el contrario, los triglicéridos experimentan un fuerte aumento, sobre
todo, en raices desarrolladas entre 3 y 7 dias en medios con 50 ppm de
boro (Tabla 11). Cuando se expresan los resultados en nmicrogramos por 10
raices, el estudio de la variacién del contenido de los diferentes lipidos
radiculares, en funcién del tiempo y de la concentracion en borao del medio
de cultivo, muestra una diferencia importante de comportamiento (Tabla 12).
- Asi, una concentracién de 10 ppm de boro provoca, ya en 3 dias, un
incremento del contenido en fosfolipidos, respecto de los tratamientos sin
boro y, sobre todo, con 50 ppm de boro. Aunque dicho efecto es muy superiar
a tiempo 7 dias , debe significarse, sin embargo, que en estas condiciones,
las raices muestran una sustancial diferencia de peso (Tabla 9}, de forma
que un cambio tal en el crecimiento enmascara una posible accién del boro
sobre los componentes lipidicos. En este sentido, las razones entre los
contenidos en fosfolipidos de las raices, después de 3 y 7 dias de
desarrollo en medios con 10 ppm de boro en relacién a. raices de plantulas
mantenidas en medios sin borc o con 50 ppm de boro, muestran, en general,
valores superiores a 1. Destaca el fuerte aumento que experimenta esta razon
(de 1.27 a 4.01), en tejidos desarrollados en medios con 10 y 50 ppm de
boro, cuando se expresan los resultados por namerc de érganos (Tabla 13).

Al mismo tiempo, también. se observa un aumento de la razén
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fosfolipidos/lipidos neutros en raices cultivadas en presencia de 10 ppm de
"boro y, saobre todo, en 50 p;;m de boro (Tabla 14). En la tabla 15, se
constata la evolucién de los porcentajes de las diferentes moléculas de
fosfolipidos y lipidos neutros, en funcién del boro del medio y del tiempo
de desarrollo, Fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y triacilglicercles
son los lipidos mayoritarios; los tratamientos con 50 ppm de boro,
favorecen un aumento en los porcentajes de triacilglicerocles y una

disminucién de los distintos fosfolipidos.
2.1.b. Composiciéon y contenido en acidos grasos

Se han identificado los principales acidos grasos de lipidos totales y
de diferentes moléculas lipidicas de raices de plantulas de girasol, en
funcién del boro del medioc de cultivo y del tiempo de desarrollo. Los
lipidos totales muestran una composicién en &acidos grasos cuyos porcentajes
representan valores medios de 1los correspondientes a las diferentes
moléculas lipidicas analizadas, siendo el &cido linoléico el Acido graso
mayoritario. Los tratamientos con boro, no parecen inducir cambios
importantes en los porcentajes relativos de acidos grasos de lipidos totales
(Tabla 16>, El estudio de la composicién acilica de fosfolipidos y
triglicéridos, define, en general, un menor grado de insaturacién en FC, FE
y AF que en triacilgliceroles, observandose un claro incremento en el
porcentaje de écido linoléico ern estos Gltimos lipidos, cuando las ralces se
desarrollan en medios con 50 ppm de boro (Tabla 17). De aqui, que en una
etapa ulterior, se hayan estudiado, a mnivel subcelular, las posibles
modificaciones inducidas por el micronutriente sobre los componentes

lipidicos.
2.2. MODIFICACIONES INDUCIDAS POR EL BORO A NIVEL DE XICROSOMAS

Llas observaciones citolégicas llevadas a cabo en la raiz entera,
pusieron de manifiesto la existencia de importantes cambios producidos por
el boro a nivel subcelular. Ello, nos indujo a estudiar el efecto del boro
sobre los componentes lipidicos a este nivel, lo cual implicaba, en un
principio, el aislamiento de las fracciones celulares y, posteriormente, el

anélisis y dosificacién de sus constituyentes. Se han determinado los







Tabla 11, Variacién en el contenido de diferentes moléculas lipidicas-de raices enteras de pléntulas

de girasol, después de 3 y 7 dias de desarrollo en medios con;distintas‘concehtra;iones de boro, Los

resultados, expresades en pg por gramo de peso fresco, son la media de 3 experimentos independientes
(1 D8), , . |

3 dias 7 dias

Lipidos 50 ppnm 10 pom 0 ppm 50 ppm 10 ppn 0 ppm

FI 123 ¢ 14 106 £ 13 120 2 17 103 ¢ 16 124 2 18 108 ¢ 14
FC 440 £ 36 445 £ 32 322+ 26 265 + 24 339 ¢ 37 294 ¢ 27
FE 170 £ 18 226 £+ 25 188 ¢ 23 | ‘161 t 16 232¢ 30 176 £ 19
AF | 125 ¢ 16 8t £ 12 130 ¢ 18 80212 115216 124 ¢ 16
MG + DG + AGL 109 % 16 ERL 79 £ 11 126 £ 18 162 % 24 157 £ 20
TG 377 £ 45 300 ¢ 43 385 ¢ 54 722 £ 87 AB2 % RS 450 t 59
Otros 123 & 18 93 & ISY £9 £ 10 162 £ 23 137 ¢ 18 146 £ 19

Total . 1467 1340 1293 1621 1591 1456




Tabla 12, Variacién en el contenido de diferentes moléculas lipidicas de raiﬁés enteras de pléntulas-
de girasol, después de 3 y 7 dias de desarrollo en medios con distintas concentraciones de bbro, Los

resultados, expresados en pg por 10 raices, son la media de 3 experimentos independientes (2 DS),

2 dias 7 dias

Lipides 50 ppm 10 ppm 0 ppm 50 ppn 10 ppn 0 ppm

FI 16,2 ¢ 2,3 A17,8 t 2,3 161 +1.9 21,7¢ 2,8 79,3 1N 88,3+ 7,7
FC 58,1+ 6&5 73,788 431147 56,3t €,2 2166+ 22,6 189,81t 17,6
FE 22,427 37.3+4,1 25,2%25 34,1 ¢ 33 14831133 95.71%: 7.7
AF 16,5¢1,86 151219 17,420 17.0¢ 2,4 73,2 95 67,21 9.4
MG+DG+AGL 1454 1.6 12,721,7 10,6¢1,3 27,14 35 10361124 8541t 9.4
16 495 ¢t 46 497 +3.9 51,6340 152,8 £ 12,2 307,93 27,7 2444 2196
Otros 16,2¢2,3 158:21,9 9.2+¢1] 34,2+ 45 87.4+12,2 79,1 ¢ 10,3

Total 192.6 2221 73,2 2433 1016,3 790.9




Tabla 13, Variacién de las razones entre los contenidos en fosfolipidos y entre los contenidos en
lipidos neutros, de raices de plantulas de girasol después de 3y 7 dias de desarrollo en medios con
10, 50 ppm & sin boro, Las razomes se han establecido a partir de los valores correspondientes a los

contenidos lipidicos del tejido, expresandolas por raites (2) o por gr de peso fresco (b),

Tienpo de IR o Lo —LNio
germinacién Flo Flso LNo Nso

a b a b a b a b
2 dias 1,41 114 1,27 1,01 1,00 0.79 0,97 0,77
7 dias 1428 1,15 4,01 1,33 .24 1,06 2,29 0,75
FLio v LN1o = Fosfolipidos y lipidos neutros de raices crecidas en medios con 10 ppm de bore
Flso y LNgo = [ ) u _ » y 1)) ppM ”
FLO y LNC) = i " e n " 0 ppm I




iabl;'IA. Uéria;ién de la razén fosfolipidos/lipidos neutros en raites tultivadas durante 3 y 7 dias

en'médibs con 10 ppm de boro, en relatiér a tejidos mantenidos en medios sin boro o con 50 ppm de
bora,

Tiempo de Congentracién Fogfolipidos :
germinacién de bord Lipidos neutros
50 ppm 1:76
3 dias ; [T 2,31
6" 1,71
- 50 pph 4 . 0,72

7 dias o 10 : 1,26

0 . ]'16




Tabla 15, Porcentajes de diferentes moléculas lipidicas presentes en raices enteras de pléntulas de
girasol, después de 3 y 7 dias de desarrollo en medins con distintas concentraciones de boro,

Resultados obtenides a partir de los valores medios de la masa de los distintos lipidos y referides
al contenido total,

Tiempo de Concentracién

germinacién de boro Fl FC FE AF M6 + D& + AGL T4 Otros Lipidos
50 ppm 2.4 30,0 1e 85 7.4 28,7 ] .4
g dias 0 " 8,0 33,2 16,8 6.8 5.7 22,4 7.1
o 9.3 24,9 14,5 10,1 6.1 29,8 5.3
50 pom 6.4 163 9,9 4,9 7.9 4.5 10,0
7 dias 0" 7.8 21,3 146 7.2 10,2 30,3 8.6

0 75 20,2 121 8.5 10,8 30,9 10,0




" Tabla 16, Composicién en acidos grasos de lipidbs totales de raices de plantulas de girasol
desarrolladas durante 3 y 7 dias en medios con diferentes contenidos de boro, Los resultados,

expresados en porcentajes de dcidos grasos totales, son la media de 4 experimentos independientes
(£ D&},

Tiempo de Concentracién

germinacién de boro 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
» 50 ppm - 24,2 £ 1,7 6.1 10,6 13,2 ¢ 1,1 51,9+ 4,7 2,5:0.3
3 dias 1 26,5 £ 1,8 5.4+0,3 12,3¢1,2 49838 601203
o 5.5+ 1.4 4.210,3 9.2+ 0,8 53,615 £,9¢ 0,5
50 ppm 24,9 ¢ 2,0 £7¢05 20,2+25 457+47 2,810,2
7 dias 0 20,41¢1,9 53¢03 196¢1,7 40,0236 47103
o 7.9+ 2.1 5 Et 0,7 18,9 ¢ 2.1 41,7+ 4,8 6.1¢%04




Tabla 17, Accién del boro sobre la composicién en 4cidos grasos de diferentes lipidos de raices
desarrolladas durante @ y 7 dias en medios diferenciales dal micronutriente (80, 10 ppm y sin boro’,

Los resultados expresados en porceniajes de acidos grasos totales, son la media de tres experimentos
independientes y no difieren en més de un 10 % de dicho valor,

Acidos Grasos Acil Lipldos
FC FE AF 7@
50 10 0 8¢ 10 0 50 10 0 50 10 0
16:0 30,9 26,9 27.0 220 27,5 3,00 21,1 24,9 327 16,1 21,4 220
18:0 3.6 2.8 4.8 2,0 4.0 3.8 7.8 7,9 6.3 6,1 8.2 9
3 dias 181 K 7.6 0,6 17,9 g,2 10,0 12,8 15,0 4,6 12,7 20,6 18,8
18:2 ES.0 55,1 4B, 43,1 46,9 47,6 42,5 37,4 41,1 R1,2 436 444
18,3 7.3 7.6 8.2 5.0 2,1 B85 57 4,7 &0 2.8 6,2 5%
1610 29,0 35,4 36,8 4,01 42,7 41,9 30,2 32,1 269 18,0 241 237
16:0 5.8 2.8 4,7 7.4 3% 7.6 g1 ‘6,2 g2 7,8 9.6 ¢§.8
7 dias 1841 10,0 £.2 86 10,2 &4 145 1z,6 11,7 163 21,3 235 21.9
1812 49.9 47,1 43,6 44,6 42,4 24,1 45,2 43,8 45,8 48,7 36,6 405




cambios en la morfologia y en la composicion lipidica de microsomas de
raices de pléntulas de girasol desarrolladas durante 3 dias en medios
diferenciales de boro, habiéndose investigado dichos cambios en microsomas,
en razén de la importancia del reticulo endoplasmatico en la biosintesis de
proteinas y por la localizacién a dicho nivel de gran parte de los sitemas
enzimaticos implicados en el metabolismo lipidico. En relacién a la
determinacion de la actividad del enzima KNADH-citocromo ¢ reductasa
insensible a 1la antinomicina A4, asociada & las membranas microsomales, los
nicrosomas purificados a partir de 10 g de raices presentan una actividad
enzimética entre 45 (tratamientos con 50 ppm de boro) y 68 (tratamientos
con 10 ppm de boro) nmoles de éitocromo ¢ reducido x min~' x mg™’
proteinas. La adicién de antinomicina A provoca una inhibicién muy escasa

de la actividad (Tabla 18, Fig. 24).

2.2.a. Estudio comparativo de los lipidos de microsomas purificados a partir

de raices desarrolladas en medios diferenciales de boro

Los resultados derivados del anélisis 1lipidico de los microsomas
purificados de raices de plantulas de girasol, en funcién del boro del medio
de cultivo, se muestran en las tablas 19 y 20. Como en el tejido entero, los
fosfolipidos son los constituyentes lipidicos més importantes de la fraccién
microsomal; otros lipidos presentes en los microsomas son los lipidos
neutros y 1los galactolipidos.. Los tratamientos con 50 ppm de boro
provocan modificaciones a nivel de triglicéridos (Tabla 20), siendo el
contenido en lipidos superior en microsomas aislados de raices cultivadas
en medios con 10 ppm de boro (Tabla 19). Este aumento en el contenido de
lipidos sugiere una més activa formacion de membranas microsomales en

raices cultivadas en estas condiclones de boro.

2.2.b. Composicién en &cidos grasos de lipidos totales y de diferentes
moléculas lipidicas

La riqueza en &cidos grasos poliinsaturados de los tejidos de la raiz
entera, se refleja también en sus membranas microsomales, siendo detectados
los mismos é&cidos grasos y, en particular, un alto porcentaje de acido

linoléico (Tablas 21 y 22). Es manifiesta la diferencia de composicion
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acilica entre las moléculas 1lipidicas, haciéndose notar variaciones
especificas en sus porcentajes relativos: la fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y, sobre todo, el acido fosfatidico son ligeramente
mas ricos en &cido linoléico y menos en 4cido oléico, que los triglicéridos
(Tabla 22).

La concentracién de boro no provoca cambios notables en la proporcién
de Acidos grasos de los lipidos totales, manteniéndose el 4cido linoléico
como el més abundante (Tabla 21). Sin embargo, a nivel de fosfolipidos y de
lipidos neutros, 50 ppm de boroc en el medio induce un incremento en el

porcentaje de Acido linoléico (Tabla 22).

El aumento del contenido en lipidos observado en el sed:imento de
microsomas alslados de raices desarrolladas en medios con 10 ppm de boro
es, de alguna forma, la imagen bioguimica de una mayor biosintesis de
membranas. Asimisma, el hecho de que la composicién en écidos grasos de los
lipidos  microsomales cambie en funcién de los tratamientos de boro, es
también un dato importante, Ello demuestra que l¢s membranas que se
forman en el curso del desarrollo de la raiz en medios con 50, 10 ppm o sin

boro, tienen caracteristicas bioquimicas distintas.

Cualquiera que sea la interpretacién fisiolégica y funcional que pueda
derivarse de estos datos, es importante determinar cémo afecta el boro a la
sintesis de los lipidos de membrana. E1l objetivo del siguiente capitulo es,

precisamente, responder a esta pregunta.
2.3, BIOSINTESIS DE LIPIDOS

Los andlisis bioquimicos han demostrado gque una concentracién de 10
ppn de boro en el medio de cultivo, produce un incremento del contenido en
lipidos, tanto a nivel de la raiz entera como a nivel de las membranas
microsomales. De acuerdo con estos datos, parecia interesante estudiar a
dichos niveles, las variaciones de las actividades enziméticas de lipidos en
respuesta a la concentracién del micronutriente, estudio que nos iba a
permitir examinar, bajo una forma més dinémica, la influencia del boro

sobre el metabolismo de estos compuestos.

- 143 -



Tabla 18, Actividad NADH-citocromo ¢ reductasa insensible a la antimicina A asociada a los
nicrosomas purificades de raices de pléntulas de girasol, desarrolladas durante 3 dias en
nedios con 10, 50 ppm o sin boro, Resultados expresados en nmoles de citocromo ¢
transformados por min y por mg de proteinas, Entre paréniesis se indican los porcentajes de

inhibicién por antimicina A,

Tratamientns Actividad enzimdtica
50 ppm boro 45 (9)
[ B B2 (7)

g » » o BE (£)




e

Figura 24. Fracciones microsomales aisladas de raices de pl&ntulés de
. girasol desarrolladas durante 3 dias en medios diferenciales de boro: a)

sin boro; b? 10 ppm; c¢) 50 ppm.






Tabla 19, Variacién en los contenides de diferentes lipidos y proteinas totales de microsomas
aiglados a partir de raices de pldntulas de girasol, desarrolladas durante 3 dias en medios con 10,
50 o sin bora, Los resultados en pg ¥ mg™ proteinas (lipidos) y en mg x g~ peso fresco de raiz

cproteinas?,'sbn la media de 2 experimentos independientes (¢ D$),

Trétamientos' o FL : ' T Gl ' Proteinas
50 ppn boro 123 ¢ 19 4t 5 5 £ T 0,52 40,07
10 v S 9% - T o 16 ¢ 2 : 0.61 & 0,09

g » 207 £33 5 ¢ 10 _ 17 ¢ 3 - 0,50 ¢+ 0,07




Tabla 20, Evolucidn de los porcentajes de diferenies moléculas lipidicas de microsomas purificados a

partir de raices de pléntulas de girasol, después de I dias de desarrollo en medios con 10, 50 ppm o

sin boro, Los resultados son la media de 3 experimentos independientes (¢ DS),

Tratamientos FI

Fe FE AF AGL + MG + DG T6 - 6L

50 ppm boro 2.2¢1.,0
[ K 9.6t 0,8

0 v 8710

292443 26,2429 £5:08 5910 17,2£1.3 2.0t 0.4

33,0 ¢ 3.8 25{5 t2) &£8+1,0 7.6t 1.3 1086+ 1.8 6,210

7¢5,0 23.2¢2,2 €5¢%0.7 8.,6t0,5 10,4¢1,7 859¢t0,9




Tabla 21, Composicién en &cidos grasos de lipidos totales de microsomas aislados de raices de
plantulas de girasol, desarronlladas durante 3 dias en medios con 50, 10 ppm o sin boro, Resultados

en parcentajes de acidos grasos totales, son media de tres experimentss independientes (2 D$),

Tratanientos 0 160 180 18:1 18:2 16:3

50 ppw boro  1,1£0,2 256%3,6 3,50, £8£06  57,5:7,0  7,5£079
TR 6,006 29138  4,0£07 75¢1,2 48,0258  7.41:1.2

o v 21403 202844 2,903 54£09 509474 9514




Tabla 22, Andlisis de dcidos grasns de diferentes lipidos de microsomas de raices de pléntulas de
girasol, después de 3 dias de desarrollo en medios con 50 (a), 10 ppm (b) y sin boro (c¢), Los
resultados, en porcentajes de 4cidos grasos totales, son media de ires experimentos independientes y
o difieren en nés de un 10 % de dicho valor,

Acidos grases ‘ Acil lipidos
FC ~ FE st AF 16
a b t a b t a b £ a b c
1410 oy bt g g t bt L 48 10,8 10,2
1610 260 3.2 32,6 35,1 0 397 383 260 35,1 31,2 24,8 26,8 26,6
18:0 17 27 25 14 25 25 1.7 44 5.4 43 75 5.6
48 70 85 24 34 24 49 7.8 106 108 130 12
1812 59.2 45,86 49,5 566 48,9 BI.4 E1.6 46,2 43,3 475 36,1 39,2
?

[xs}
[£+]
()]
—
o
[

10,06 4.4 5.5 5.4 5.7 €.5 6.5 6.8 5.6 &,

t= valor inferior al 1 4%,




2.3.a. Biosintesis a nivel del tejido entero

Se ha utilizado acetato—'4C, por ser éste un precursor susceptible de

incorporarse a todas las moléculas lipidicas,
Intensidad de la sintesis lipidica

‘Trés_incubar durante tres horas con acetato-1-'4C, raices previamente
desafrolladas por espacio de 3 y 7 dias en medios con distintos contenidos
de bDr-‘DA, la incorporacién del '4C, por unidad de tiempo y por el mismo peso
de materia fresca o numero de raices, es mayor en los lipidos totales de
tejidos mantenidos durante 3 dias en medios con 10 ppm de boro (tabla 23).
Raices desarrolladas durante 7 dias, muestran cambios importantes en cuanto
a la capacidad de incorporacién del acetato-'4C a los lipidos, al expresar
ésta en cpm x g™' peso fresco, frente a cpm ¥ numero de érganos™'. Como ya
se indicé al describir los resultados sobre los efectos del tiempo de
desarrollo y de la concentracién de boro sobre el contenido lipidico de las
raices, este hecho se puede explicar al tener en cuenta la fuerte inhibicién
del crecimiento que ejerce una concentracién 50 ppm de boro después de 7
diasvde de’safrollo (Tabla 9). De aqui, que el efeotb inhibidor sabre 1la
biosintesis de lipidos provocado por una dosis de 50 ppm de boro a tiempos
altos de postgermmaomn, debe ser consecuencia mas bien de una accién
- sobre el crecimiento que de un efecto directo sobre el metabolismo lipidico.
Pnjr:'el ébntrario, la estimulacioén de la incorporacién de acetato-'4C en
raices cultivédaé durante tres dias én 10 ppm- del microelemento, periodo en
el cual el peso fresco del tejido no experimenta cambios sustanciales
respecto de los tratamientos sin o con 50 ppm de boro, debe corresponder a

‘una verdadera estimulacién de la sintesis lipidica.
- Naturaleza de los lipidos sintetizados

En un ,princ‘ipio, se ha pretendido comprobar si el aumento de lipidos
neutros en relaccién a los fosfolipidos, detectado a nivel de la raiz entera
oulti"vada. en medios con 50 ppm de boro (Tabla 15), era debido a una
biosintesis .preferencial de dichos constituyentes. En este sentido, los

resultados mostrados en la tabla 24 sobre la incorporacién de acetato-1-'4C
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a las diferentes categorias lipidicas de raices, indican que la
radioactividad incorporada a fosfolipidos y lipidos neutros, en tejidos
desarrollados durante 3 y 7 dias, reproduce, en alguna medida, los
resultados derivados del andlisis: se manifiesta una biosintesis superior de
lipidos neutros e inferior de fosfolipidos, en raices previamente cultivadas

en medios con 50 ppm de boro.

En la tabla 25 se indican los lipidos radiculares més activamente
sintetizados en funcién del boro del medio. Los resultados demuestran que la
radioactividad se incorpora, principalmente, a fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, ‘acidos  grasos libres y  triglicéridos. Altas
concentraciones de boro (50 ppm), estimulan la biosintesis de triglicéridos
y disminuyen la incorporacién a fosfatidilcolina. De acuerdo con estos
resultados, es vasible‘ concluir que es -a nivel de los <fosfolipidos
ni{:rogenados‘, componentes fundamentales de las membranas, y de los
triglicéridos, principales lipidos de reserva, donde la concentracién de

boro ejerce una mayor influencia.
2.3.b. Biosintesis de FC a nivel de microsomas

Los resultados expuestos, utilizando acetato-1-'4C como precursor,
indican un efecto del boro sobre la capaoi'dad de biosintesis lipidica a
nivel de la raiz entera de plantulas de girasol, habiéndose observado
cambios en el metabolismo de los fosfolipidos. Por otra parte, entre las
funciones del boro en plantas, se han descrito una serie de interacciones
- del micronutriente con el transporte iénico, proceso, como es bien conocido,
intimamente relacionado con las membranas celulares. De ahi, que en el
presente capitulo se haya estudiado el posible efecto del boro sobre algin
enzima implicado en el metabolismo de los lipidos de membranas. A este
respecto, las membranas del reticule endoplasmética, fraccién celular
habituélmente recogida por centrifugaciéon en el sedimento de microsomas,
incluyen una gran parte de los enzimas del metabolismo lipidico. Entre
ellas, la CDP-colina: 1,é diacilglicerol colina fosfotransferasa (E.C. 2.7.6.2)
que cataliza la formacién de fosfatidilcolina, fosfolipido mayoritario de las
membranas microsomales de las raices de plantulas de girasol (Tabla 12),

habiéndose utilizado esta fraccién celular para llevar a.cabo, en funcién
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Tabla 23, Incorporacién de acetato-1'4C a lipidos totales de raices de pléntulas de girasol desarrolladas durante 3 y 7
dias en medios con distintas concentraciones de boro, Los resultados son la media de 3 experimentos independientes (i
0§)

Tratamientos Radioactividad Absorcidn del_pretﬁr-
iotal en el me- sor en 10 raices,en §
dio de intuba- de la radiocactividad

Intarporacién a lipidos totales

En % del precur- En % del precur- cpm x g™ cpm x 10 raices™

tidn de las total sor suministrado sor absorbide {10%) (104}
raices
50 ppn boro 4,1 x 108 516 ¢ 1.23 2.05v1 0,33 29,41 £ 8,20 £.4 §.4
id oo " £.91 ¢ 0,86' 5.05¢0,7% 73.52 ¢ 4,03 12,5 20,7
g " 7.02%0,93 3,42 ¢ 0,53 9141 7.48 10,5 14,0
5 v . g 16,60 £ 4,54 2,63 20,62 21,90 2 6,86 7.0 14,9
7d 10 0 » . 30,54 t 5% £,39 £ 0,9 20,91 ¢ 3,91 4,1 26,2
o v 0 ' 28,46 + 6,74 B3¢ 0,70 19,18 4 6,43 4,1 22,0




Tabla 24, Porcentaje de la radicactividad total de lipidos incorporada a diferentes clases de
lipidicas de raites de pléntulas de girasel, desarrolladas durante 3 y 7 dias en medios con
distintos contenidos de boro, Se wtilizé acetato-1'4C como precursor y el tiempo de incubacidn fue

de 3 horas, Los resultados son la media de 7 experimentos Lndependxentes (£ B8l

Tratamientos % de la radioactividad total

FL LN 6L
50 ppn boro 56,67t 2,09 38,43 £ 2,20 4,90 £ 0,92
3dias 10 " v 61,92 £ 2,15 33,77 ¢ 1,16 4,31 £ 0,65
o v £2,57 + 5,36 31,51 £ 1,03 5,92 £ 0,93
50 ppn boro 40,66 £ 3,56 56,24 £ 2,85 3,10 ¢ 0,58
7 dias 10 " 50,38 + 3,87 45,82 1 2,80 4,10 £ 1,05

0 v . sBETE3M 48,53 £ 3,40 5.60 £ 0,67




Tabla 28, Porcentaje de la radioactividad total de lipidos incorporada a diferentes meléculas lipidicas de raices
de plintulas de girasel, desarrolladas durante 3 y 7 dias en medios ¢on distintos contenidos de boro, Precursor,

acetato-1'%C y tiempo de incubacién 4 horas, Los resultados, en % de incorporacién a lipidoes totales, son la media

- de 2 experimentos independientes (i D§),

Tratanientos - % de la radioactividad total

16 %G + DG AGL FI FC FE AF 6L

50 ppm boro 16,6£2,0 26204 19,0250 61209 255128 0,2:24 493106 451009

ddie r ot 013t hh 21204 20.4 $510 5107 35:35 180225 42205 431068
S0 80 i 1,551 206 194227 57207 308 i>4,0 203+24 56209 59098
00" 445 7,92 00 139:2,2 53206 1492120 161223 432086 3010
7410 " [ 22,14 3.2 6,811 16.6 +28 42406 22%:03 168226 65203 41108

0 v " 26 £4,0 7.041,2 146222 41305 2041¢ 2,2 156417 57209 56107




del boro, experimentos in vivo e in vitro en relacién a la actividad y a la

determinacién de algunas propiedades del enzima.
Bstudio in vivo

_ 'Para‘_‘ estudiar el efecto de la concentracién de boro en el medio de
cultivo sobre Vla, cabaoidad de formacién de fosfatidilcolina en microsomas
de raices,- se"; ha seguido, por una parte, la incorporacién del pfecursor
metil-'4C-colina (incubado in vivo) a los lipidos de dichas membr.anas.
Para ello, raices desarrolladas durante 3 dias en medios diferenciales de
boro se  incubaron durante 3 horas en una solucién de dicho precursor.
Posteriormente, se aislaron los microsomas y se determiné la radiocactividad
incorporada a sus lipidos totales y diferentes moléculas lipidicas (Tabla
26). En losg tratamientos utilizados (0, 10 y 50 ppm de boro), el precursor
se incorpo_ra, como era de esperar, practicamente en su totalidad, a
fosfatidilcolina. Sin embargo, es importante indicar que una concentracién
de 10 ppm de boro induce un incremento significativo-en la biosintesis de

este fosfolipido.
Estudio in vitro

Devuna" ?ar’pe, los resultados derivados de los experimentos in vivo
éfeotuados‘*bpn acetato-'4C para determinar la biosintesis lipidica a nivel
de la raiz entera, donde se demostré la existencia de una incorporacion
importante de la fadioactividad a fosfatidilcolina, y‘ por otra parte, la
incorporacién in vivo de metil-'<C-colina a 1los lipidos de microsomas,
indican que estas membranas estan capacitadas para la sintesis de dicho
fosfolipida. Todo ello nos ha llevado a estudiar in vitro la capacidad de
biosintesis de fosfatidilcolina a partir de CDP-colina-'“(C, en microsomas
aislados de Vraiices de plantulas de girasol desarrolladas durante 3 dias en

medios con 10 6 50 ppm de borao.

Siguiendo el pfotocolo experimental detallado en el capitulo de
Material y Métodos, resultados previos obtenidos a partir de microsomas
aislados de 10 g de tejido (10 y 50 ppm de boro) muestran que la

radioactividad incorporada en fosfatidilcolina, después de 15 min de

- 156 -



‘ihc_ubacién; con 0.30 mg de proteinas y 10.7 nmoles de CDP-metil-'<C-colina,
representa entre el 2 % (50 ppm boro) y el 15 % (10 ppm boro) del '<C
suministrado. Asimismo, es. importante seflalar que 1la molécula de FC
contiene practicamente el 100 % de la radioactividad incorporada a los
- lipidos totales i (Tabla 27). Estos resultados preliminares permitieron un
-estudio ulterior del enzima fosfotransferésicor de microscmas. A
continuacién se _d_escr@en _algunas propiedades ‘bioquimicas'del mismo, asi
como la influencia in fvivro e 1in vitro del boro éobfe la actividad

- enziméatica.
Fropiledades del enzima

En la figura 25 se muestra la evolucién de la cinética enzimadtica en
' microsomas aislados de raices cultivadas en medios con 50 6 10 ppm de
. boro, en funcién del tiempo de incubacién. Los resultados demuestran que la

actividad fosfotransferadsica es, en gran medida, lineal durante 1 h de

. incubacién en microsomas purificados de tejidos desarrcllados e.. 10 ppm de

boro; sin embargo, en membranas microsomales de raices mantenidas en
medios con 50 ppm de boro se observa una fuerte inhibicién desde los

i 'pri;nefos' minutos de incubacién.
Influencia de la cantidad de proteinas

La actividad fosfotransferédsica de miérosomae, en funcién de 1la
‘cantidad de proteinas y de la oonoentracién en boro del medio de cultivo de
las raices, se indica en la figura 26. Los microsomas aislados de raices
cultivadas en medios con 10 ppm de boro muestran una actividad enzimatica
muy alta, incluso a concentraciones comparativamente bajas de proteinas. Sin
embargo, en microsomas de raices cultivadas en medios con 50 ppm de boro,
‘se ‘alcanza  una meseta en la actividad, a concentraciones muy bajas de
‘proteinas. Este comportamiento se podria explicar, bien por la existencia en
estas condiciones de un inhibidor del enzima, o bien por una saturacién del
‘sustrato. De aqui, que en nuestros experimentos ulteriores se hayan

. utilizado concentraciones de proteinas del orden de 300 pg/ml.
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Influencia de la concentracién de CDP-metil-'4C-colina

Como muestran las graficas de las figuras 27 y 28, para una misma
cantidad de proteinas microsomales puestas en incubacién y aumentando
progresivamente la. cantidad de. sustrato, la velocidad de reaccién y la
representacion de LINEWEAVER—BURK,V en nmoles de fosfatidilcolina formados
por .15 min y por mg de proteinas, indican; para el enzima de microsomas
aislados;i de raices desarrolladas en medios con 10 ppm de boro, una
velocidad, en gran medida, constante hasta concentraclones de CDP-metil'<C-
colina entre 7 'y 10 pM, aumentando regularmente la cantidad de
fosfatidilcolina sintetizada en funcién de la cantidad de sustrato
suninistrada. Contrariamente, en microsomas aislados de raices
desarrolladas en medios con 350 ppm de bora, la velocidad de reaccién
alcanza rapidamente una meseta, a partir de concentraciones de sustrato de
2 a 3 pM. Por otra parte, los valores de la Km aparente del sistema
enzimético, en funcién del boro del medio de cultivo, son de 7.8 uM, en el
caso de microsomas aislados de raices desarrolladas en medios con 10 ppm

de boro, y de 6.8 u¥ para 50 ppm de boro.

Efecto del boro in vitro sobre la actividad fosfotransferasica de

" microsomas aislados de raices desarrolladas en medios sin boro

- En los experimentos precedentes, al ser suministrado el boro in vivo
a las plantulas durante su crecimiento, los medios de incubacién donde
posteriormente se determinaba la  incorporaciétn del sustrato a
fosfatidilcolina, no contenian dicho micronutzriente. En los experimentos
ulteriores, para verificar el posible efecto inhibidor directo del ién borato
sobre los enzimas de la lipogénesis, las plantulas fueron cultivadas durante
3 dias a la oscuridad en medlos desprovistos de boro, para impedir, de esta
forma, que las membranas celulares }Sudieran ‘fijar una cantidad o6ptima o
anormalmente elevada del micronutriente. Losmicrosbmas preparados & partir
de las raices de dichas plantulas fueron incubados en medios conteniendo 50
6 500 ppm de boro. La Tabla 28 ‘muestra como concentraciones de 50 ppm
provocan una inhibicién que representa casi el 50 % de la actividad
enzimética. Una concentracién 10 veces mayor de boro (500 ppm) no aumenta,

en gran medida, la inhibicién.
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Tabla 26, Incorporacién in vive de metil~'4C-colina a los lipidos totales y fosfatidilcolina de microsomas de
raites de pléntulas de girasol, desarrolladas durante 3 dias en wedios con distintos contenidos de boro, Los

resultades son la media de 2 experimentos independientes y no difieren en wds de un 9 § del valor medio,

Tratamientos Radicactividad % de radioactividad '4C, expresade en cpm, in- 4C expresado en cpm, incer-
{otal en el me- absorbide por las  corporado & los lipides to-  porado a FC de microsomas ais-
dio de incuba~ raites . tales de microsomas aislados  lados de 10 g de raices x ™'
cibn (cpm) - de 10 g de raices x h™' % ng~ de proteinas

mg™' proteinas -

50 ppm boro 3,20 x 105 - 1.0 7210 7125

oo ' 66.0 10530 10320




Tabla 27, Intorporacién sn vifro de COP-metil-'4C-colina en fosfatidilcolina por microsomas aislados
de raices de pléntulas de girasol desarrolladas en medios con 10 6 50 ppm de boro, Las condiciones
" de incubacién se indiqan.eﬁ el texto, Los resultados son la media de 2 gxperimentos independientes y

no difieren en més de un 11 % de dicho valor,

Tratanientns nnoles COP-metil-'4C incorporadoes % de radioactividad % de radicattividad
en FC % 15 min™" % 0,30 mg™' prot, incorporada a FC res- incorporada a FC res-
9. : pecto de la radioac- pecto de la radioac-
o tividad total tividad incorporada
a lipidos
50 ppm boro - 0,26 & 2.4 oo

. A / A . v - “‘f’




Tabla 28, Efecto del boro in vifro sobre la actividad del enzima CDP-colina; 1;2 diacilglicernl

tolina fosfotransferasa aislado de microsomas de raices de pléntulas de girasol desarrolladas en

medins degprovistos de boro,

Tratamientos

nmoles de CDP-metil-"4C incorparados
a FC x h™' % mg™" proteinas

Testigo sin bore
+ 50 ppn boro

+ 500 " "

2,181 0,17

1,13 £ 0,09

0,88 ¢t 0,06
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3. MORFOLOGIA DE COTILEDONES DE PLANTULAS DE GIRASOL EN FUNCION DEL
BORO

Como complemento a los datos bioquimicos, se han investigado posibles
cambios en la ultraestructura de cotiledones de girasol en funcién del boro,
durante el proceso germinativo, habiéndose utilizado como indice del
desarrollo cotiledonar los datos de peso fresco y seco del tejido (Tabla
29). Unicamente, los cotiledones desarrollados en medios con 50 ppm

presentan un ligero incremento en el pesc fresco.
3.1. OBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO

Observaciones previas, cuyos resultados no se muestran, han indicado
un diferente modelo de degradacién y reorganizacién de la estructura
cotiledonar, segun la zona muestreada. Las limitaciones impuestas por la
envergadura del trabajo realizado y, teniendo en cuenta los objetivos
marcados en el mismo, no ha sido posible realizar un estudio exhaustivo de
las distintas partes del tejido, por lo cual se ha tomado como zona de
muestreo para todos los tratamientos, aquella localizada en la region

intermedia del cotiledoén.
Estudio en oscuridad

En las figuras 29, 30 y 31, wse vpresentan los detalles
ultraestructurales de las células de cotiledones desarrollados a la
oscuridad durante 3, 5 y 7 dias en medios sin boro, o con 10 y 5C ppm de
boro, respectivamente. Al tercer vdia de desarrollo, las células cotiledonares
se caracterizan, en todos los tratamientos, por la presencia de grandes
cuerpos lipidicos, densamente y empagquetados ocupando la mayor parte del
citoplasma, asi como de algunos cuerpos proteicos de gran tamafio. Los
glioxisomas son bien visibles en este estadio al no estar totalmente
enmascarados por las reservas lipidicas, ya en curso de degradacién (Figs.
29a, 30a, 3la). Después de 5 dias, las células aparecen parcialmente
vacunladas, con su contenido a wveces fibrilar o con inclusiones densas,

disminuyendo la cantidad de cuerpos grasos, al tiempo que se hacen visibles
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un mayor nimero de glioxisomas, También se observan plastidios del tipo
etioplasto, con sus cuerpos prolamelares perfectamente organizados, a veces,
con granulos de almidén en su interior, y un aumento del é4rea
citoplasmatica con elevada densidad ribosémica. No se aprecian diferencias

estructurales importantes en funcién del boro (Figs 29b, 30b-c, 31b).

Siete dias de desarrollo provocan en los cotiledones mantenidos en
medios con 10 ppm © sin boro un menor contenido de cuerpos lipidicos,
relegados a la periferia celular por la existencia de una gran vacuola
central que ocupa gran parte del espacio celular (Figs. 2%c, 30d). En medios
con 10 ppm de boro, se observan cuerpos lipidicos parcialmente degradados,
sustituidos por pequefias vacuolas, que aparentemente fusionan con la gran
vacuola central, asi como gran numero de etioplastos (Figs. 30d-e). Medios
sin boro provocan un cuadro similar, caracterizado por la presencia de
plastidios céncavos, que engloban areas de citoplasma, y rodeados de

reticulo endoplasméatico (Figs. 29c¢c-d).

En los cotiledones desarrpllados en medios con 50 ppm de borg,
destaca la gran cantidad de cuerpos lipidicos a0n repartidos por todo el
espacio celular, asi como el escaso desarrollo citoplédsmico, especialmente
de la vacuola central. Este panorama es de gran similitud al detectado en

estadioe previos,

Estudio a la luz

las figuras 32 y 23 muestran las caracteristicas ultraestructurales de
cotiledones de pléantulas de giranol desarrolladas en oscuridad durante 3 y
7 dias en medios diferenciales de boro y mantenidos, posteriormente, 24
horas a la luz. Después de tres dias de oscuridad y 24 h de iluminaciém, las
células presentan un mayor grado de organizacién que las mantenidas
exclusivamente en oscuridad. Los cuerpos grasos presentan un menor grado de
osmiofilia y el citoplasma aparece mas desarrollado con gran cantidad de
ribosomas, agupados & veces en polirribosomas. También se observa 1la
presencia de una vacuola central con material fibrilar e inclusiones densas
de caracter proteindcec. El sistema plastidial esté4 bien representado vy
desarrollado, tomando ya la estructura tipica de un cloropolasto, sobre

todo, en los tratamientos con 10 ppm de boro (Fig. 32b. Los plastidios, en
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cotiledones desarrollados en 50 ppmn de boro, aparecen menos diferenciados,

detectandose todavia cuerpos prolamelares en fase de organizacién (Fig.
32¢).

la figura 33 muestra el aspecto celular de los cotiledones mantenidos
24 h a la luz, después de 7 dias de desarrollo en oscuridad. Las células
presentan ya un gran parecido con la estructura tipica de una hoja verde:
células de gran tamafio con una gran vacuola central ce contenido. fibrilar,
que relega el citoplasma a la periferia. Los cuerpos grasos apareceﬁ ya en
menor numero, destacando, sobre todo en cotiledones mantenidos en 10 ppm de
boro, el gran desarrollo del aparato fotosintético con un sistema laminar
bien constituido y con la- presencia de plastoglébulos. Sin embargo, en
cotiledones desarrollados en medions con 50 ppm de boro, se observan formas
plastidiales de gran tamafio, con un sistema de membranas internas poco
desarrollado, caracterizadas por la exisiencia de pequefias vesiculas en la

periferia (que forma el reticulo periplastidial), y por todo el organulo.
4., EL BORO Y LOS LIPIDOS DEL COTILEDON
4.1. CONCENTRACION EN LIPIDOCS

la concentracién en lipidos de los cotiledones de la semilla de
partida es de alrededor de un 30 %, referido a materiaz fresca, o de un 75 %,
en funcién del peso seco. Durante la germinacién, el porcentaje cambia de
acuerdo con las transformaciones metabélicas que tienen lugar en el tejido
(Tabla 300, Al contraric de los resultados descritos a nivel de la raiz, la
concentracién de boro en el medio no entrafia cambios importantes en el pezo
de los cotiledones; Unicamente, en el caso del desarrollo en medios con 50
ppr de boro, se observa un leve incremento del peso fresco (Tabla 29). La
alta concentracién en lipidos de reserva de los cotiledones, representa
basicamente un problema para el estudio de las capacidades de renovacién de
los lipidos esenciales para la vida de la planta. De aqui, que en este
capitulo se haya considerado muy someramente el estudio del metabolismo
lipidico, habiéndose profundizado exclusivamente en el anélisis de enzimas
relacionados con aquellos procesos oxidativos que constituyen una

importante razén de ser de los cotiledones de plantas oleaginosas: el enzima
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Tabla 29, Variacién del peso fresco y seco de cotiledones de pldntulas de girasol, después de 2y 7
dias de desarrnllo en medios con distintas concentraciones de boro, Los resultados expresados en mg

por 1 6rgano y en % de humedad, son la media de 2 experimentos independientes (¢ DS),

Tiempn de Concentracién Peso Fresto Peso Secn % Rumedad
gerninatidn de boro
50 ppm 06,2 £ 5.4 40,2 ¢ 2.4 £1.,7
3 dias 167 ' 102,2 ¢ 8,2 40,4 + 2.2 £0.5
oo" 100,01 £ 5,0 37,3 ¢ 2.0 £2.3
50 ppm 146,58 ¢+ 6,6 28,5 ¢1,7 80,6
7 dias 1o ! 129,7 £ 5,7 2,1+ 1.9 76,0
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Figura 29. Cortes ultrafinos de cotiledones de plantulas de girasol
desarrolladas en la oscuridad en medios sin boro durante: a) 3 dias; b) 5

dias Q) 7 dias.






Figura 30. Cortes ultrafinos de cotiledones de pléntulas de girasol
desarrolladas en la oscuridad en medios con 10 ppm de boro, durante: a) 3
dias; b) 5 dias ¢) 7 dias.






Figura 31. Cortes ultrafino. de cotiledones de plantulas de girasol
desarrolladas en la oscuridad en medios con 50 ppm de boro, durante: a) 3

dias; b) 5 dias ¢) 7 dias.






Figura 32. Cortes ultrafinos de cotiledones de plantulas de girasol
desarrolladas durante 3 dias en la oscuridad y, posteriormente, mantenidas
24 horas a la luz, en medios diferenciales de boro: &) sin boro; b) 10 ppm;

¢) 50 ppm.






Figura 33. Cortes ulfrafinos de cotiledones de plantulas de girasol
desarrolladas durante 7 dias en la oscuridad y, posteriormente, mantenidas
24 horas a la luz, en medios diferenciales de boro: a) sin boro; b) 10 ppm;

c) 50 ppm.






lipoxigenasa, implicada en la degradacién oxidativa de 4&cidos grasos

poliinsaturados y, por ello, regulador del desarrollo cotiledonar.

4.1.a. Clases de moléculas lipidicas

Las indicaciones que acabamos de bhacer se reafirman cuando se
~examinan las principales clases de lipidos presentes en los cotiledones: los
lipidos neutros, que constituyen la clase lipidica mAs importante, o los

fosfolipidos, componentes esenciales de las membranas (Tablas 31 y 32).

4.1.b. Composicion y contenido en Acidos grasos de lipidos totales y de
diferentes categorias lipidicas

Todos los anadlisis han mostrado que los lipidos totales, asi como los
fosfolipidos, triacilgliceroles y la fraccién de acidos grasos libres, son
particularmente ricos en &cido linoléico (Tablas 30, 31, 32 y 33); estos
reéultadns, los cuales se obtienen después de la separacién de dichas
fracciones por cromatografia en capa fina, también indican un contenido
impartante de Acidos palmitico y oléico, y una menor proparcién de éacido
estedrico, representando los éacidos grasos insaturados casi un 85 % del

total de 4cidos grasos.

Por otra parte, el consumo del material lipidico es gradual durante la
germinacién disminuyendo proporcionalmente el contenido de &cidos grasos
desde la cantidad de partida. La concentracién en boro del medio no entrafia
cambios notables en la proporciéon de é&cidos grasos; sin  embargo,
tratamientos con 50 ppm de boro provocan una estabilidad en el contenido
de estas moléculas durante los ’primeros dias de desarrollo, disminuyendo,
posteriormente, aunque més lentamente que en las plantulas tratadas con 10
ppn o sin boro. Asimismo, .altas concentraciones de boro inducen un

incremento en el contenido de &cidos grasos libres de cotiledones.
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Tabla 30, Cambios en el contenido y en los porcentajes relativos de 4cidos grasos de lipidos totales
de totiledones de girasol cultivados en medios con 10 ppm (a), 50 ppm (b) o sin boro (c), Resultados
em mg de dcidos grasos por g de peso fresco de tejido (entre paréntesis) y en porcentaje de dcidos

grasos, Cada date es la media de 2 experimentos independientes que no difieren en mas de un 9 % del

valor medio,

Acidos grasos

Germinacién (dias)

1 2 2
a 11,4 (280 ( 88 (10,7 13,2 ( 8,8) (55 11,9044 86 1(26)
1e:0b 81 0181 517,00 (16.4) (11,0 (7,2) g6(55) 90037
¢ 7,9 0232 (9.6 (10,0 cen (4,9 87042y 98¢(3.4
g 6,9 (17,0) (7,8 { 5.4 (51 (Y6 s6 0200 38010
1500 4.8 (11D 11,23 (7.9 { £.8) (3,3 4502,y 4,920
¢ 6,2 C18,2) «7.2) (50 (4.5 (2,7 47020 4,201.4)
a 17,9 ( 44,0) ( 32,67 (19,00 (10,7} (9,3 26,907.7) 220 (¢&,9)
18:1 b 18,0 ( 41.8) { 55,7) (33,4 (21.4) (19,3) 23,6 (14,6) 24,1 ( 9.9)
¢ 20,6 ( 60,9) (30,6) (18,5 (13,8} Gy 21,0 €910 20,2 ¢7,0
a 63,8 (187,0) { B0O,8) ( 69,0) (46,5) (26,2) 59,1 (21,6) 62,6 (19.4)
12:2 b €9,2 (160,8) (149,2) (102,1) (81,43 (54 4) &1,8 (39,4) 59,3 (24,3)
¢ 65,2 (192,7) ( 75,5) { 80.8) 158,2) (32,5) 63,0 (27,1) 62,5 (21,6)
a t 1,6 (0,7) 25009 30¢071,0
12,2 b t 1.5 C0,5y 281D
t t 20005 33011
a (246,0) (129,8) (104,1) 71,8 (44.5) (35,8) (30,0)
L b (231.8) {233, 1) (160,2) (120,6) (84,2) (62,7) (41.,0)
L (295,2) (122,6) (14,3 ( 584,4) (81,2) (43,0) (34,5)




Tabla 31, Cambios en el contenido y en los porteniajes relativos de 4cidos grasos de fosfolipidos de
totiledones de pléntulas de girasol desarrolladas durante 3 y 7 dias en medios con 10 ppm (a), 50
ppi (b} o sin boro (c), Los resultados, en mg de 4cidos grasos por g de peso fresco (entre
paréntesis) y en porcentajes de &cidos grasos, son la media de 3 experimentos independientes, que no
difieren en nés del 16 % del valor medio,

Acidos gragos Germinacién (dias)
1 3 5 . 7
a 19,4 (1,7) 19,2 (1,2 20,1 (1,00 22,0 (1,0)
16:0 b 19,9 (2,00 16,7 (1,1 15,6 (1,0 16,6 (0,7
¢ 20,4 (0,8) 20,2 (1,2) 12,1 (0,6) 15,3 (1,0
2 2.9 (0,3 5.1 (0,3 3,3 (0,2) 4,1 (0,2)
18:0 b 5.0 (0,5 5.5 (0,4) 2.4 (0,2) 2,2 (0,1)
¢ 4.6 (0,2) 2.6 (0,2) 4,9 (0,2) 2.4 (0,2)
2 20,1 (1.8 15,0 (0,9) 12,1 (0,6) 10,9 (0,5)
18:1 b 18,9 (1.9) 10,2 (0,7} 11,9 (0,8) © 11,7 (0,5)
¢ 19,7 (0.8) 7,3 (0,4) 9,3 (0,2 15,0 (1,0
a 55,0 (4,8) 58,6 (3,5) 6.3 (3,1) 57.4 (2.8)
18:2 b 53,9 (5,4) £5.7 (4.,3) 4.4 (4,3) 58.8 (2.5)
t 54,4 (2,1) £2.1 (3,7) £3.7 (2,1 . 57,5 (3,9
a - 1,600,1) 2.1 (0.1) 3,2 10,2) 5.6 (0,3)
183 b 2,2 00,2) 1,9 (0,1 5,7 (0,4) 10,7 (0,8
c 1-, £.9 (0,4) . 4,0 (0,1 8,7 (0,6)
a (8.8 (6,00 (5,1 (4,4
I b (06,0 (6,6) (6,7) (4,2)
¢ (3.9 (5,9) (3,3) (6.7)

t = detectado en cantidad traza




Tabla 32, Cambios en el contenido y en los portentajes relativos de 4&cidos grasos de
triacilgliceroles de cotiledones de pléntulas de girasol desarrollados durante 3 y 7 dias en medios
ton 10 ppm (a), 50 ppm (b) o sin boro (c), Los resuliados, en mg de &cidos grasos por g de peso
fresco (entre paréniesis) y en porcentajes de 4cidos grasos, son la media de 3 experimentos
independientes, que no difieren en mds de 11 % del valor medio,

Acidos grasos Germinacién (dias)
] 3 5 7
a 9.5 (17,1 8,9 ( 81 13,0 ( 3,8) 14,3 ( 1.6}
16:0 b 7,1 ( 14,6) 7.0 (13.7) 10,68 { 5,8) 12,0 ( 2, 4)
£ 8,7 (12,8) 8.7 83 9.91(23,0 12,9 ( 1,5)
2 BE( 7.8 £,0( 5.5 5.0 (1,8 5,3 (0,6)
18:0 b £,5 (12,8) 55 ¢C10,7) 5.21(2.9 4,4 (0,9)
¢ 7.3 C 9,6 570 4.9 5,01 1.8) £.4 (0,8
a | 27,0 { 48,5) 26,8 ( 24.5) 25,8 ( 7.5) 29,4 ( 3,2)
18:1 - b 26,2 { 50,6) 29.5 ( 57,6) 29,0 (16,00 30,8 ( £,2)
t 28,0 € 33, 22,8 (19,5 27,1 ( 8,2) 29,4 ¢ 3.,5)
a 57,9 (104,0) 58,3 ( 53.4) 56,1 (16,3 51,0 ( 5,6
16:2 b 60,2 (116,2) 59,0 §115.3) 85,3 (80,5 £2.8 (10,6)
£ o 58,1 (76,9 £1.5 ( 52,5) 57.0 (17,3) Bl 8 (6. 1)
a n.d, n.d, s n.d,
18:2 b n,d, t, n.d, t,
4 ~ n.d, t, nd, t.
2. (179,6) (91,5 (29,1 ' (1,
I b {194,0) (197.3} (55.2) (20, 1)

4 o8 ( 85,2) (30,2 (11,9)

n,d, = no detectado; t.= cantidad traza




Tabla 33, Cambios en el contenido y en los porceniajes rélativos dé étidos grasos libres de
totiledones de pléntulas'de girasol desarrolladas en medios con 10 ppm (a), 50 ppm (b) o sin boro
ft), Los resultados, en mg de dcidos grasos por g de peso fresco (enire paréntesis) y en porcentajes
“de 4cidos grasos, son la media de 2 experimentos independientes, que no difieren en mas del 16 % del

“valor medio,

Acidos grasos Germipacién (dias)
! 3 5 7
a 17.% (0,7) 13,5 ¢ 0.8) 16,5 ¢ 0,2) 15,2 (£0.1)
16:0 b . 12,8 (0,9) 10,0 ( 4,4) 12,6 € 0.%) 14,5 (0,2
¢ 16,4 00,5) I REN:> 165 0.D) 17,6 (0,10
a £.1 (0:3) 4,3 00,3 5,7 (€0,1) .2 (40,1)
18:0 b 2,1 (0,1 4,90 2,1) 6.1 0,1) 7.2 00,1
¢ 9.0 (0,3) 2.6 00,2 5.8 (0,1 7.0 (0,1
a - 22,9 (1,00 18,1 C 1, 1) 21,8 1 0,2) 24,0 ( 0,2)
151 - b Co23.6 (1,7 13,0 ( 5,7 22,1 ( 0,5) 23,9 ( 0,2
£ 21,9 (0,7) 17,0 ¢ 1,1 20,8 (0,5 21,8 ( 0,2)
a 53,7 (2.%) 64,1 (2.8 56,0 ( 0,5) 54,5 ( 0,3)
18:2 b 1.4 (4,%) 71,7 (31.8) 59,2 ¢ 1,2) B1L1(0,7)
c 52,7 (1,6) 68,0 ( 4,8) 56,9 ( 0,7) 53,1 ¢ 0.4)
Ca n,d, n.d, n.d. n.d,
1813 b . on,d, n,d, ' n.d, . n.d,
¢ o, by t, n.d,
2 (4,2 ' (5,9 ¢ 0,9 € 0,6)
I B (7,0 (43,7) 2. (1,3

£ e (3,1) (&,6) ) 0.8

n.d,= no detectadn | t,= detectadn en cantidad {raza




4.1.c. Efecto de la luz sobre el metabolismo de cotiledones en funcién del
baro -

La tabla 34 muestra los resultados del efecto de la luz sobre el
contenido en galactolipidos y clorofilas. Se observa un mayor contenido de
mcmogalactosildigliééridos en cotiledones desarrollados durante 3 y 7 dias
en oscuridad en medios sin boro y, sobre todo, con 50 ppm de boro. Cuando
las pléntulas crecidas en oscuridad fueron mantenidas 24 h a la luz en un
medio sin boro, dichos galactolipidos aumentan en cotiledones desarrollados
en medios con 10 ppm de boro. Por el contrario, en tejidos previamente
crecidos en medios sin o con 50 ppm de boro, fue detectada una disminucién
de estos lipidos. Del mismo modo, la luz induce un aumento en el contenido
de clorofila, sobre todo, en cotiledones previamente desarrollados en

medios con 10 ppm del micronutriente.

El efecto de la 1luz sobre la composicién en é&cidos grasos de
monogalactosildiglicéridos de cotiledones, en funcién del boro del medio, se
indica en la tabla 35. En general, tiene lugar un aumento de écido o-
linolénico y vuna disminucién de oléico y linoléico; sin embargo, el .
porcentaje de acido o-linolénico aumenta, principalmente, en cotiledones

previamente desarrollados en medios con 10 ppm de boro.
4.2, BIOSINTESIS DE LIPIDOS

Al incubar lotes idénticos de cotiledones desarrollados en medios con
diferentes concentraciones de bora con una solucién de acetato-1-'4C, los
escasos cambios detectados en la radiocactividad incorpeorada a los lipidos
del tejido, parecen més bien depender de la capacidad de absorcién del
precursor por el tejido en los distintos medios diferenciales, que de una
estimulacién real de la Dbiosintesis. Esto puede aplicarse tanto a los
incrementos de radicactividad observados en medios sin boro y, sobre todo,
con 50 ppm, a tiempo 3 dias, y después de 7 dias, en condiciones de 10

ppn de boro (Tabla 36).
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Tabla 34, Efecto de la luz sobre el contenido en monogalactosildiglicéridos y clorofilas de
cotiledones, La luz fué aplicada durante 24 horas a las pléntulas previamente desarrolladas durante
3 6 7 dias en la oscuridad en un medio con 50, 10 ppm o sin boro, segin se indica en Material y

Métodos, Los resultados son la media de 2 experimentos independientes (z DS),

Tratamientos Clarofilas

(ug x g~ peso fresco)

Monogalactosildiglicérides
{mg x 97" peso fresco)

3d 74 34 74
50 ppn boro pscuridad 0,81 + 0,09 0,67 ¢ 0,08 16,19 ¢ 2,00 10,18 ¢ 1,33
luz 0,35 £ 0,04 0.45 £ €,06 42,06 £ 4,72 34,9 & 4,08
10 ppm boro  oscuridad 0,43 £ 0,03 0,42 ¢ 0,04 1711+ 2,16 14,12+ 2.7
luz (,62 ¢ 0,07 0,45 % 0,05 83,14 £ £,8) 139,22 + 11,78
0 ppm born osturidad 0.74 £ 0,09 0,49 £ 0,086 11,20 £ 1,62 8,26 ¢ 1,36
luz 0,57 £ 0,07 0,32 £ 0,05 49,10 £ 6,36 29,92+ 4,20




Tabla 35, Efecto de la luz sobre la composicién de 4cidos grasos de monogalactosildiglicéridos de cotiledonas de
girasol desarrollados en la oscuridad durante 3 y 7 dias en medios diferenciales de boro, La luz fué,
posteriormente, aplirada 2 las pldntulas durante 24 horas, Los resultados, en porcentajes del total de 4cidos
grasos, son la media de dos experimentos independientes (2 DS),

Acidos Grasos Tratamientes
sin boro 10 ppn 50 ppn
oscuridad luz nscuridad luz oscuridad luz

160 34 15621 126213 12,7 1,6 LNERR! 1.611,2 12,3214

74 10712 162¢1.7 12,1 £ 0,8 17.8¢1.6 11.841,0 17917
18:6 34 49406 65¢%0.7 510,86 39805 58107 44¢03

74 41¢05 48:0086 7.4 30,6 8.7¢07 432105 54204
18:1 34 2119 17.7¢ 2.2‘ W2+24 142:09 24,6430 17519

74 0,7+41,3 861109 1M.5:1,3 £52008 18.0 t 2.0 10,4 £0,8
18:2 34 439138 33,4:+3.5 2051 28724 45,7+ 4.8 /6t 2,9

74d 50,7 +6,0 3491%42 477t52 260225 51,0 £ 6,1 38,1 14,0
18:3 34 11541,2 2781¢3,1 15641,1 435+45 1284 1.5 30,0432

74 238¢24 5129 21,3226 440152 149418 8,2¢3,1




4.2.a. Naturaleza de los lipidos sintetizados

Utilizando las técnicas de separacién cromatografica en capa fina y el
contaje de la radicactividad por centelleo liquido, se ha podido determinar
la categorias lipidicas mas activamente sintetizadas en funcién del boro. En
la tabla 37, se observa como la sintesis se centra en lipidos neutros vy,
sobre todo, en lipldos polares; en efecto, después del marcaje de los
caotiledones con  acetato-1-'4C, entre el 60 y el 80 % del total de 1la
radioactividad se incorpora a estas ultimas categorias lipidicas. Estos
resultados muestran que, en cotiledones de girasol en el curso de la
postgerminaciéon, la sintesis de 1lipidos interesa, en gran medida, a los

componentes fundamentales de las membranas.

5. EFECTO DEL BORO SOBRE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS OXIDATIVOS, RESPIRACION
Y FORMACION DE ETILERO

Parédmetros tales como la respiracién, actividad de enzimas oxidativos
y producciéon de etileno, pueden constituir factores importantes en el
estudio de la accién del boro en plantas, como mecanismaos celulares de

respuesta a tratamientos téxicos y deficientes del elemento.
5.1, BORO Y ACTIVIDAD LIPOXIGENASICA
5.1.a. Bstudio in vivo

En las tablas 38 y 39 se muestran los valores de la actividad del
enzima lipoxigenasa de cotiledones desarrollados en presencia y ausencla de
luz y de boro. En todos los tratamientos, las semillas muestran umna
actividad inferigr al iniclo de la germinacién; dicha actividad aumenta
réapidamente con el tiempo de desarrollo, alcanzando niveles maximos hacia
el 62 6 792 dia del proceso postgerminativo. A partir del 42 dia, sobre todo
los tratamientos con 50 ppm de boro, inducen un claro efecto inhibidor

{Tabla 38).

En general, la adicién de SHAM <(1.25 mM) al medio de reaccién

provacaba una fuerte inhibicién de la actividad enzimatica, la cual no era
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Tabla 36, Incorporacién de acelato-1-'%C a lipidos totales de ctotiledones de pléntulas de girasol desarrolladas
durante 3 y 7 dias en medios con distintas concentraciones de boro, Los resultades son la media de 2 experimentos
independientes (t 08),

Tratamientos  Radioactividad Absorcibn del pre-
total an el me- precursor en 10 co-
dio de incubacién tiledomes, en % de  En % del precursor En § del precursor cpm x 105 ¥ g7°

Incorporacidn a lipidos totales

de los cobiledones la radinac, fotal suministrado absorbido
(cpm)
50 ppn 2,7 x 108 14,40 £ 1,20 11,30 £ 0,99 78,87 £ 9,00 ‘ 7,65
3d 10 ! 12,20 ¢ 1,12 8,20 £ 0,80 £6,95 ¢ 7,10 5.53
B " 13,67 £ 1,11 9,80 ¢ 1,01 71,80 t 8,21 6,62
50 ppn ' 7.99 £ 0,81 3,50 2 0,08 52,70 £ 6,12 1,87
1d 10" 4 9,30 £ 0,79 5,00 £ 0,04 53,70 £ 7,01 2,59
0 d 7.20 £ 0,84 4,20 £ 0,08 42,30 + 4,92 1.80




Tabla 37, Incorporacién de acetato-1-'4C en lipidos neutros y lipidos polares de cotiledones de
plantulas de girasol, desarrolladas durante 3 y 7 dias en medios con 50, 10 ppm o sin boro, Los
resultados, en porcentaje de radicactividad incorporada, son la media de 2 experimentos

independientes, En todos los rasos el error experimental fue inferior al 6 ¥,

Tratamientos ¥ de radicactividad incorparada
Lipidos neutros Lipidos pulares
50 ppm boro 25,82 74,17
3 dias g v 32,52 67,48
o " " 18,43 81,587
B0 ppm boro 32,96 67.04
7 dias o v 0 39,46 60,54

0 v 39,44 0,56




afectada por el clanuro (0.25 mM). No se han observado cambios importantes
entre la actividad lipoxigenédsica de extractos de cotiledones crecidos en la

oscuridad, y de aquellos ofros mantenidos posteriormente a la luz durante
24 horas (Tabla 39).

5.1.b. Estudio in vitro
Aislamiento y purificacién del enzima

La tabla 40 muestra el proceso de purificacién seguido, asi como las
actividades total y especifica del enzima, alslado de cotiledones
desarrollados durante 5 dias en medios sin boro. El tratamiento con sulfato
aménico ha mostrado que la mayor parte de la actividad precipita entre el
25 y el 60 % de saturacion. La fraccién activa fue posteriormente,
refraccionada a través de Sephadex G-50; en este proceso, el total de la
actividad se separaba en las primeras fracciones. Las fracciones activas
individuales fueron concentradas y pasadas a +través de DEAE-celulosa,
obteniéndose una fraccién activa con un buen grado de purificacién. Las
prateinas catiénicas y aquellas de débil caracter aniénico, se eluyeron con
el tampén de estabilizacién; posteriormente, mediante la aplicacién de un
gradiente de ClNa (0-0.4 M), se separaron de la columna varios picos de
proteinas, 'yvde los cuales, el que contenia mayor cantidad de proteina

coincidia con la actividad lipoxigenadsica (Fig. 34).
Propiedades del enzima

El efecto del metabisulfito sédico sabre la estabilidad del enzima
purificado se indica en la tabla 41. Cuando esta sal se adiclioné al medio,
la actividad enzimética permanecia practicamente inalterada; sin embargo,
cuando se omitié la sal, la pérdida de actividad en 72 horas representé
casi el 80 %. La figura 35 muestra el efecto del pH sobre el enzima. Una
disminucién de la actividad se observa a pH inferior a 5.5, alcanzandose un
maximo entre pH 7.0-8.0, También es importante significar que la

disminucién de la actividad es mas gradual a pH alcalino que a pH acido,
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Tabla 38, Efecto Jn wive del boro sobre la actividad lipoxigendsica de cotiledones, Los resultados
en pmoles de 0= consumidos % min™' x g~' peso fresco, son los valores medios de 2 experinentos
independientes (2 DS),

Germinacidn Tratamientos
{dias)

sin horo 10 ppn boro 50 ppm boro
1 g2 ¢ 7 66t 9 70 £ 10
2 101 £ 13 109 ¢ 11 98 + 12
3 142 ¢+ 24 156 ¢ 30 132 ¢ 21
4 196 t 20 169 ¢ 13 146 ¢ 16
5 261 ¢ 28 230 ¢ 18 181 ¢ 26
& 409 t 36 314 ¢ 41 223 t 30
7 398 + A4 317 & 63 220 + 29

Los gotiledones fueron desarrollados en medios de cultive con 10, 50 ppm o sin born,




Tabla 23, Efecto de la luz, del dcido salicilhidroxémico y del cianuro sobre la actividad
lipoxigenasa de cotiledones, La luz fué aplicada durante 24 horas a pléntulas previamenie

desarrolladas 3 y 7 dias a la ascuridad en medios con 50, 10 ppm o sin boro, segdn se indica en el

tapitulo de Material y Métodos,

Los resultados son la media de dos experimentos independientes (2

D5y,
Tratamientos Lipoxigenasa (pmoles Oz » min~' x g7’ peso fresco)
34 74 Jd+L 7d+1L

Control 50 ppm boro 122 ¢ 21 220 + 29 124 £+ 13 243 £ 25
o " 156 ¢ 20 317 £ 63 123 £ 15 306 + 29
o " 142 + 24 398 ¢ B4 138 £ 12 371 £ 36

+ 1,25 nM SHAM 50 ppm boro 53+ 9 9+ B n.d, nd,
W o+ 78 ¢ 14 124 + 12 n.d, n.d,
g " B6 ¢ 11 179 ¢ 20 n.d, n.d,

+ 0,25 nM CNK 50 ppm boro 126 & 24 218 £ 17 n,d, n.d,
o 142 t 22 310 + 28 nd, n.d,
o 140 £ 20 390 + 26 n.d, nd,

n.d, = no determinado



Tabla 40, Purificacién de una lipoxigenasa soluble de cotiledones de pléntulas de girasol después de

6 dias de germinacién,

Purificacién Proteinas Actividad enzimdtica Actividad especifica
{ng) {pmoles Oz x min™') (pmoles 0= x min™' x mg™")

Precipitado aceténico 3429 me-—— mmees

Extracto crudo £79 2200 3,24

Fraccionamiento con

sulfato aménico 236 1385 5,87

Filtracién por Sephadex 162 1361 8,40

DEAE-celulosa 28 873 3,16
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Figura 34. Cromatografia de intercambio idnicc en DEAE-celulosa de un extracto parcialmente purificado
por filtracién scbre Sephadex G-50 de lipoxigenasa de cotiledones mantenidos durante & dias en mediocs
desprovistos de bLoro. Fracciones de 4 ml fueron recogidas, inicidndose en la fraccién nimero 30 un gra-

diente linear de ClNa entre 0 y 6.4 M en tampdn fosfato-K 50 mM, pH 7.0.




Tabla 41, Efecto del metabisulfite sédico sobre la estabilidad de la lipoxigenasa purificada de
cotiledones de girasol, Dos lotes iguales de enzima fueron incubados (0,20 mg de proteina) en tampén
fosfato 0,056 M, pH 7.0, uno, contenizndo 107% M de mebabisulfito, y el otro que actia como control,
La actividad enzimdtica, en pmoles Oz x min™' % mg™' de proteinas, fué determinada a diferentes

tiempos, Los resultados son la media de tres experimentos independientes, que na difieren en mds de
un 5 % del valor medio,

Tiempo de incubacién Actividad enzimdtica
{h?
{on metabisulfito Sin metabisulfito
0 31,16 3t
£ 30,56 20,50
24 30,50 13,62
48 30,01 9,26

72 29,90 &,66
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Figura 35. Efecto del pH sobre la actividad del enzima lipoxigenasa purificado

de cotiledones de plantulas de girasol al sexto dia de germinacién en medios sin
boro. La concentracién en proteinas fue de 0.3 mg en un volumen final de 3.5 ml
y 60 min de incubacién. Para las incubaciones a pH iguales o inferiores a 6.0,
se utilizé tampdn acetato; tampdn fosfato para pH entre 6 y 8 dietilbarbiturato
sédico para pH 8.0 o superiores. Los resultados son la media de tres experimen-

tos independientes, que no difieren en mas de un 5 % de la media.



Tabla 42, Efecto In wifro del bore sobre la lipoxigenasa purificada de cotiledones de girasol
desarrollados en medins sin boro, Los medios de incubacién contenian tampén fosfato ©,05 M, pH 7,0,
0,30 mg de proteina enzimdtica y diferentes cantidades de 4cide bérico, en un volunen final de 3.5
ml, La mezcla fué agitada durante 1 h a 25° C y la attividad enzimitica determinada, Los resultades

gon la media de 4 experimentos independienties, que no difieren en més de un 8 % del valor medio,

Medio control Medins con diferentes concentraciones de baro
desprovisto de bore (pt)
] 4 8 40 160

29,68 29,13 21,49 20,77 20,10 20,00




S.1.c. Bfecto In vitro del boro sobre el enzima purificado de cotiledones

Para estudiar la accién del boro sobre la actividad del enzima
purificado, se ha determinado el efecto de diferentes concentraciones de
boro en el medio de incubacién, sobre el enzima aislado de cotiledones
mantenidos en medios sin boro. Como puede observarse en la tabla 42, 1 pM
de boro no afecta la actividad enzimatica, mientras que a concentraciones

superiores (entre 4 y 160 uM) producen una inhibicién del orden del 30 %.
5.2, BORO Y ACTIVIDADES PERUXIDASA, MALATO Y CITRATO SINTASAS

Contrariamente a los valores detectados para el enzima lipoxigenasa,
la actividad peroxidasica es inferior en extractos de cotiledones
desarrollados en medios con. altas concentraciones de boro. Sin embargo,
como en el caso de la lipoxigenasa, no se observan diferencias importantes
entre las actividades de este enzima en cotiledones c¢recidos en la
oscuridad y en aquellos otros mantenidos a la luz durante 24 horas. Una
similar actividad malato sintasa se detecta en la fraccién de glioxisomas y
mitocondrias en cotiledones desarrollados durante 3 y 7 dias en presencia o
ausencla de boro; sin embargo, en el caso del enzima citrato sintasa, la
actividad al 32 dia fue superior en dichas fracciones aisladas de tejidos
mantenidos en medlos sin boro, y al 72 dia de tejidos mantenldos en medios

con 10 ppm de boro (Tabla 43).
5.3. BORO Y RESPIRACION

Escasa varlacién en la produccién de COx y en el consumo de O= fue
detectada entre cotiledones después de 3 dias de desarrollo en la oscuridad
en medios con 50, 10 ppm o sin boro. Por el contrario, después de 7 dias se
observé un claro aumento en el consumo de Oz y en la formacién de CO=z,
como respuesta a tratamientos con 50 ppm de boro (Tabla 44). En
cotiledones desarrollados durante 7 dias en medios con 10 ppm de boro y,
particularmente, sin boro, la adiciéon de CNK provocaba una inhibicién de la
respiracién, mientras que el SHAM inhibia fuertémente este proceso en
tejidos mantenidos principalmente en medios con 50 ppm de boro. Una

disminucién en la evolucién del CO=, se inducia en cotiledones cuando las
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Tabla 43, Actividad de enzimas oxidativos en extractos de cotiledones (peroxidasa) y en la fraccién
de mitocondrias y glioxisomas (malato y citrato sintasas), despuds de desarvollar las plantulas 3y
7 dias en la oscuridad en medios con 50, 10 ppm o sin boro, En el caso de la actividad peroxiddsica,
la luz fud posteriormente aplicada a las pléntulas durante 24 horas, Los resultados son la media de
tres experimentos independientes (4 DS) (peroxidasa, malato y citrato sintasa) o de dos experimentos

independientes (& B9) (actividad peroxidésica a la luz),

Tratanientos Peroxidasa(lUnidadas ¥ mg™' proteina)  Citrato sintasa Malato sintasa
{Unidades x mg™' prot,} (Unidades x mg™' prot,))

3d 74 3d+ L 7d+lL 34 74 34 74

50 ppm boro 289 & 78 707 ¢ 156 371 32 R73+ 71 9.1t 1) 5.8+04 7043111633364
g v 354 £ 99 463 £ 107 293 + 30 389+ 40 B 1 £ 0,1 156 +£0,9 64,21 10,1 46,6169

O " M 279 % 64 335 % Bl 340 : 29 39

(3]

t 3% 258+22 4605 £2,7¢ 9,4306¢49

3




Tabla 44, Efecto del &cido salicilbidroxdmico, del cianure y de la luz sobre la respiracién de totiledones de
plantulas de girasol desarrolladas en la oscuridad durante 2 y 7 dias en nedios diferenciales de boro, La luz fué
posteriormente aplicada a las pléntulas durante 24 h horas, Los resultados son la media de tres experimentos
independientes (¢ DS) (valores de SHAM, CNK, y de CDz y 0z a la oscuridad) y de dos experimenios independientes (i
08) (valores de {02 a la luz),

Tratanientos COz (gl % 97" peso fresco) Oz (pl % g7 peso fresco) (R
34 74 3d+Ll Td+lL 34 74 34 1d
Control
E0 ppm baro 75 ¢ 12 152 ¢ 24 2tk 141 £ 16 131 ¢ 21 196 ¢ 39 0,57 0,78
[ nt 9 94 1 14 3% 15 87 1 10 126 + 23 119118 0,5 0,79
g A9 t 11 9 %13 M7 B2+ 9 126 £20 120219 0.5 0,75

+ 0,28 al SHAN

50 ppm boro 76 ¢ 1 % 17 n.4, nd, 122 ¢ 26 128 & 31 0,62 0,75

o Bt 7 4t 6 n.d, n,d, 102114 79 t 16 0,50 0,68

poror b4t 8 77112 n,d, n.d, 101 £ 21 105 23 0,55 0,73
1,0 al LN

50 ppm boro 70 ¢ 12 149 ¢ 27 n.d, n.d, 127¢19 188 & 32 0,56 079
RIS 56 ¢ 11 B4 ¢ 12 n.d, n,d, 106 £ 14 102 £ 15 0,53 0,82

povo 481 6 68 ¢ 1 n,4d, n.d, 101 £ 16 74214 0,48 0,92

+ 2,5 ol SHAN
1,0 ok CNK

50 ppn baro 55 ¢ § 101 ¢ 11 n.4d, n.d, 97 12 116 ¢ 13 057 0,87
{1 5t 7 h2t 9 n.d, n,d, 104 £ 10 9 £ 10 0,49 0,53
g r o 46t 5 631 B n,d, n.d, 93¢+ 8 Bl ¢ 7 0,50 0,78

CR= toeficiente respiratorio
n.d.2 no deterninado



plantulas, previamente desarrolladas durante 3 dias en la oscuridad en
medios diferenclales de boro, fueron mantenidas 24 horas a la luz en una
solucién 1libre de boro. Por el contrario, en cotiledones previamente
desarrollados durante 7 dias, en oscuridad, la luz no inducia cambiocs
significativos en la produccién de COz, respecto a los tejidos crecidos en

la oscuridad.

La tabla 44, también muestra los valores del cociente respiratorio de
los cotiledones, as{ como los efectos del CNK y del SHAM sobre el mismo. Se
observa un aumento de dicho cociente respiratorio al pasar de 3 a 7 dias de
crecimiento. Altas concentraciones de boro provocan un incremento en la
producciéon de COz y en el consumo de Oz, mientras que los niveles del CR

son similares en medios con 10 ppm o sin boro,
5.4, BORO Y ETILENO
5.4.a. Estudio in vivo a nivel del tejido entero

La incubacién de cotiledones en tampén fosfato 0.05 M, pH 7.0, después
de 3 dias de crecimiento en medios con 10 ppm, producia una menor cantidad
de etileno, respecto a tejidos desarrollados en medios sin boro o con 50
pprn de bora (Tabla 45). Después de 7 dias de desarrollo, la formacién de
etileno era muy sluperior en cotiledones mantenidos en medios con 50 ppm de
boro, La adicién de SHAM inhibia significativamente la produccién de la
hormona en tejidos crecidos durante 3 dias en medios con 50 ppm de boro.
Sin embargo, SHAM mostraba escaso efecto inhibidor sobre la produccién de
etileno cuando los cotiledones se desarrollaban previamente en un medio con
10 ppm de boro. Después de 7 dias, SHAM provocaba una inhibicién y el CNK
un incremento de la formacién de etileno, sobre todo, en cotiledones

crecidos en un medio con 50 ppm de boro.

Fo se han observado cambios en la produccién de etileno cuando los
cotiledones, previamente desarrollados durante 3 dias en oscuridad en
medios diferencialea de boro, fueron mantenidos 24 h a la luz en medios
libres de boro. Por el contrario, en cotiledones previamente desarrollados
durante 7 dias en oscuridad, la luz producia una disminucién en la formacién

de etileno, en relaccidén a los tejidos crecidos en oscuridad.
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Tabla 45, Efecto del &cido salicilhidroxdmico y del cianuro sobre la formacién de etileno en
totiledones desavrollades en oscuridad durante 2 y 7 dias en medios difarenciales de boro, La
luz fué, posteriormente, aplicada a la pléntula durante 24 hovas, Los resultados son la media

de tres experimentos independientes (¢ D&},

Tratamientos Etileno {pl x g=' peso fresco)
34 74 3d+L 7d+L
Contral ;
50 ppn boro 0,82 £ 0,14 4,55 ¢ 0,68 076 £ 0,08 2,98 & 0,40
1w v 0,56 + 0,07 0,85 % 0,12 0,60 £ 0,07 0,45 % 0,05
g 0,81 & 0,09 6,69 £ 0,10 0,79 £ 1,00 0,63 £ 0,07

* 25l SHAN

50 ppm boro 0,57 £ 0,07 V3601 0,20 n,d, o n.d,
1o 0,45 0,08 0,46 £ 0,06 0.4, n.d,
oo 0,49 £ 0,10 0,48 ¢ 0,09 nd, ond,

1,0 ol CAK

50 ppa baro 0,91 £ 6,18 7.34 £ 1,81 nd, n,d,
1 v 0,50 £ 0,08 1,50 £ 0,30 n.d, n.d,
nov " 0,69 ¢ 0,12 0,65 £ 0,12 n.d, n.d,

+ 2,5 nM SHAN

* 1,0 ol CNK

50 ppm boro 0,43 £ 0,08 1,21 £ 0,11 n.d, n.d,
g v 0 0,58 ¢ 0,06 0,70 £ 0,05 nd, n,d,
no"o 0,59 £ 0,07 0,51 & 4,05 n.d, n,d,

n,d,2 ne determinads



5.4.b. Bstudio in vitro a nivel de microsomas.

En este apartado se describen los resultados sobre la conversién de
ACC en etileno por microsomas alslados de cotiledones desarrollados a la
oscuridad en- medios con diferentes contenidos de bora, Dicha fraccién
microsomal convierte ACC en etileno a una elevada velocidad y el sistema no
mostraba una saturacién con el ACC a concentraciones 8,0 mM (Fig. 36),
Estos resultados también demuestran que la adicién de ACC al medio de
incubacién, estimula en menor grado la produccién de etileno en microsomas
preparados a partir de cotiledones desarrollados en medios con 10 ppm o
sin boro que en 50 ppm de boro. En la tabla 46, se puede comprobar como la
formacién de etileno por los microsomas alslados se afecta por la
temperatura. Asi, tratamientos a 60° C durante 30 min, inhiben en un 90 % el
enzima sintetizante de etileno., En esta misma tabla también se indica la
inhibicién del enzima por el ATP, asi como por la inclusién en el medio de
reaccién de SHAM, BHT y 80D, sobre todo, cuando los cotiledones fueron

mantenidos en medins con 50 ppm de boro.

La influencia del pH y de la fuerza idénica del medio de incubacién de
los microsomas sobre la conversiéon de ACC en etileno, es mostrada en la
tabla 47. En general, el pH éptimo para la actividad del enzima sintetizante
de etileno fue de 8.5. Una diferente capacidad de biosintesis se obtiene
también en funcién de la fuerza iénica; asi, a pH 8.5, una méaxima actividad

se obtiene a una concentraclén de 50 mM en tampén fosfato.

Un fuerte incremento en la formacién de etileno tiene lugar al incubar
los microsomas brutos con acldo o-linolénico (Tabla 48). Al hilo de estos
resultados, en la tabla 48 y figura 37 se muestran los datos relativos a
las actividades de los enzimas formador de etileno y lipoxigenasa de
microsomas brutos, previa solubilizacién con Brij V~1 y fraccionamiento por
Sephadex G-50. La pérdida de la integridad de la membrana, como
consecuencia de la solubilizacién por Brij W-1, no tiene efectos importantes
sobre la formacién de etileno., Después de la filtracién por Sephadex, la
actividad lipoxigenasa corresponde a las proteinas del primer pico, de peso
molecular méAs elevado, mientras que la proteina del segundo pico, de menor
peso molecular, incluye el enzima sintetizante de etileno (Fig. 37). También

se puede observar que para la formacién de etileno, la fraccién
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correspondiente al primer pico requiere la adicién de Acido a-linolénico, no
asi la fraccién correspondiente al segundo pico, lo cual indica una
separacién de ambas actividades enziméticas al paso por Sephadex de los

microsomas brutos solubilizados,
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Tabla 46, Formacién de etileno en microsomas brutos aislados de cotiledones desarrollados durante 6
dias a la oscuridad en wnedios difevenciales de boro, El medin standar de reacciédn con los reactives
y tondiciones de incubacién indicados en Material y Métodes, contiene 2 mM de ACC, y la
goncentracién en proteinas se ajusté a 2,0 mg x ml™', Loas vesultados son la media de tres

experimentos independientes, gue no difieren en mds de un & § del valor medin,

Tratamientos Etileno (nl % h™' ¥ mg™' proteinas) Inhibici$n (%)

sin baovo 10 ppm 50 ppn sin bory 10 ppm 50 ppm
Medio Standar 9.3 7.8 16,9 e
- ACC 0,9 0.9 11 90,2 83,0 - 93,4
+ 2 M ATP 2,2 3.4 £,2 £5,00 63,3 £1,0
+ 1,3 oM SHAN 2,5 1,7 0.4 72,7 18,7 936
+ 0,02 % BHT 1.6 1,6 1.4 2,5 - 79,0 91,4
+ 50 U, I, §0D 2.2 3.k 2,5 76,1 54.5 £4.9
+ 60° € / 30 nin 0,7 0.8 0,3 92.4 - 89,9 97.7




Tabla 47, Efectn del pH y fuerza idénica sobre la conversién de ACC a etileno en microsomas brutos
praparados de cotiledones de girasol desarrnllados en medios con 10 ppm, S0 ppm o sin boro, La
nezela de incubacién contiene ACC, 2,0 aM vy ClzMn, 0,5 nM, en Hepes 50 nM a diferenies valores de
pH (para estudiar el efecto del pH), y tampén Hepes, pH 8.5, a diferentes valores de fuerza idnica
(para el estudio dal efectn do la fuerza idnical, La concentracidén de proteinas es ajustada a 2,0 ng
v ml=', Los resultados son la media d= fres experimentos indespendientes, que nn difieren en mis del

10 % dal valor medio,

Tratamientos Etileno (nl x h™' % mg™' proteina)

sin boro 10 ppn 50 ppn

Fuerza Idnica (mM)

10 5.19 3,89 7.45
50 (reaccibn standard) 9,30 7,81 16,31
100 7.60 9,90 14,38
200 7,23 3.18 12,21

Valores de pH
£,% 1,02 0,82 3,0
7,5 3,24 2,07 1,92
8,5 (reaccidn standard) 9,30 7.81 ; 18,21
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Figura 26. Efecto de la concentracién de ACC sacbre la produccién de etileno por microsomas brutes aislados
de cotiledones desarrnllades durante 6 dias en medios diferenciales de boro. La concentracidn de proteinas
ajustada en 2 mg/ml. Los resultades scn la media de tres experimentos independientes, que no difieren en mas

de un 12 % del valor medio.



Tabla 48, Actividades de los enzimas farmador de etilena y lipoxigenasa en mitrosomas brutos y solubilizados en
presencia de Brij W-1, asi como después de separar dichos enzimas por Sephadex 6-50, Los cotiledones fueron
previanente mantenidos durante £ dias en nedins diferenciales de bors, Para las fracciones solubilizadas
fraccionadas por Sephadex, la concenbracién en proteinas se ajusté entre 0.2 y 0.4 mg % )", Los resultados son
la nedia de dos experimentos independientes, que no difieren en ms de un £ % (etileno} o en més de un 10 &

(lipoxigenasa) del valor medio,

Tratamientos Etilens {nl » b~ x mg™ prot,) Lipaxigenasa
(pmoles Oz x min™' x mg™' prot,)

sin boro 10 ppni 50 ppm sin boro 10 ppm 50 ppn

H83 ~18:3 #1853 -3 #1833 -18:3

Microsamas brutos 16,2 9.3 1536 7.8 189.¢ 16,3 0,51 0,48 0,41
Membranas solubilizadas 141,489 136,8 &1 152,86 13,6 0,82 0,96 0,84
Fraccinnamiento por
Sephadey, G-~50!
Fraccidn A 1212 2.7 14,3 &9 109,9 3.1 2,14 2,87 2.07
Fraccidn B 12,2 11,8 16,06 15,7 15.9 14,6 n.d, n.d, n.d,
Fraccién A + B 151,0 11,0 40,1 13,5 43,7 133 1,02 0,9 0,71

nod,= no detectado
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Figura 37. Fraccionamiento por Sephadex G-50 de microsomas brutos solubilizados

en presencia de 0.1 % de Brij W-1. Los cotiledones se mantuvieron previamente
durante 6 dias en medios con 10 ppm de boro. Un modelo similar de separacidn
se obtuvo a partir de microsomas aislados de cotiledones mantenidos en medios

sin boro o con 50 ppm de boro (resultados no mostrados.



VI. DISCUSTON



El capitulo correspondiente a la discusisén de los resultados se ha
dividido en tres apartados: en el primero y en el segundo se estudian,
respectivamente, las respuestas metabslicas y morfolégicas obtenidas en
raices y cotiledones, en funcién del boro del medio; en un tercer apartado,

se relacionan dichos resultados con la senescencia de los tejidos.

La incorporacién de la nueva metodologia fisiolégica, asi como de laos
conceptos bloquimicos al campo de la nutricién, ha permitido estudiar con
una mayor profundidad las funciones atribuidas al boro en plantas. Aunque
se han descrito moltiples formas de actuacio?ﬁ’éza el metabolismo vegetal,
los principales procesos en los que se ha determinado una intervencion del
elemento han sido principalmente: como regulador del metabolismo de Acidos
nucléicos (DAVE y XANNAN, 1980), de carbohidratos (DUGGER, 1973), de
componentes hormonales (JARVIS y col. 1983) y de sustancias fenolicas (LEE

y ARONQOFF, 1967). ,
Rutnle O
~he——eecopilacion~de zun 7/abanico tan amplio de formas de actuacione

sugirié a PARR y LOUGHMAN (1983) que éstas son consecuencia méas bien de
efectos secundarios que la demostracién de uma accién directa y primaria,
concluyende—estos -autores que, aceptando la necesidad de-un-requerimiento de
boro=sus..necanismos -de accidén estaban aiun lejos . de ser establecidos. Estos
)%@ms‘ autores, basandose en trabajos de TANADA (1978, 1982), ROBERTSON y
LOUGHMAN (1974), POLLARD y col, (1977), HIRSCH y TORREY (<1980) y SMYTH y
DUGGER (1980, 1981), propusieron una actuaciéon a nivel de las membranas que
pudiera explicar todos los tipos de respuestas metabélicas indicadas, al
regular la absorcién y el transporte de los nutrientes requeridos para el

crecimiento y desarrollo vegetal.

Este comportamiento de las plantas fr%te al boro ha,sidg un fao or
wod £ef g lead By o (BRI o prupsin & KOpr Pfpe s 7@(44,4&(
determinante en wuestre trabajof de--agui.-.que.se.haya mprufundl.aado; e K

. lnvestigaeton--de-su—-accién- prlmarim—ﬁt—ﬁﬁe—‘smm&m@mdiado u&@j—w
" Cliupp

sﬂ%&-de-pr.useees m ta, 1i g Icamﬂndﬂs morfolégicos que se establecen en

e £ [,"M ’/ ¢
rai es y cotiledonea}/en los %meros dias de germinacién, en funcién de la
)g{\ “3\ ) q

@ion en boro del’medé:ﬂ

©~J



d@soritas mmaaaew«a&wbéraﬂw&@ne = iwtedwielaarmdewdivarsw*ﬁﬁg‘éﬁes“%g@“ales 1

+f Fe 't S B———
’ mgndi&i@neﬁﬁen@esﬁg“bm Sin-embargo, hay  pocos

micronutFiente. A‘HUDAK_LELQ,’Z 4, 19768, 197 8y -197S ’Zb}}ﬁu D&I@*’ﬂywHERTf"H“[ 197 6‘:&“‘“—%

esterespecto,. estos autores decribeg
erecides~tanto-en-daiicl
gran—variabilidad—de resultados "obtenidos, éstos. parecen depender de las

condiciones ‘de,experimentacién, del origen vegetal y del tejido estudiado.

*En“’“‘ﬁﬁ@a‘truhﬂatud,;@ el examen morfolégico de la zona apical de las
raices qij‘pone de manifiesto una inhibicién del crecimiento cuando se cultivan
en medios con 50 ppm de boro, respecto a tejidos desarrolladns en 10 PPm.

124 fc » \', Jﬁ
En. este--sentido,.. l@STTabajDS p\mﬁiﬁmente rpalizados en gigzzasal y e‘n D%ros

origenes, muestran . (QDmD =jtoma mas caractemotlco,« asociado tanto a 1a)
dmfioiewa la toxim@a nuna disminucién del crecimiento radicular,
Justificable por una inhibicién de 1a elongacién celular< (KOUCHI y KUMAZAWA,
1975a; BOHNSACK y ALBERT, 1977; HIRSCH y TORREY, 1980), bien-por-el-gese de
dar—ddwision celular (WHITTINGTON:-1059; -COHEN-y ALBERT, 1974), o como wnme"

consecuencia--de ~ambas- f«(KOUCHI N~ RUMAZAVA, - 1975h). La--escasa mdifer,nc—ia?

existente en el crecimiento y la aparente similitud ultraestructural de las
raices desarrolladas en medios sin boro, respecto a -las 6altivadas en 10
ppm de boro, hacen pensar que nuestras Condbioiones de experimentacién
inducen estados minimos de deficiencia., El1 haber efectuado la mayor parte
de los experimentos en ausencia de 1luz, importante factor que hace
incrementar los requerimientos de boro (TANAKA, 1066), y el conocimiento de
que la cgpeéﬁ%facién de este elemento en la semilla de partida era ya de 15

a B/O,f"p"pm, quizéds suficlente para los requerimientos del tejido durante los

primeros dias del desarrollo de la plantula, pueden explicar estos hechos.

Por otra parte, la inhibicién observada en la elongacién radicular,
tanto en condiciones de toxicidad como de boro-deficiencia, tiene una
estrecha relacién con el engrosamiento de las paredes celulares. Asi, KQUCHI
y KUMAZAWA (1975b), +trabajando con é4pices de raices de girasol
consideraron la posibilidad de que tal inhibicién  por accién del boro
podria estar relacionada con algun cambio en el metabolismo de la pared

celular,
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En general, los estudios morfolégicos efectuados en raices de plantas
boro-deficientes han revelado, entre otros, los sigulentes sintomas:
aparicién de primordios laterales y celulas prematuramente diferenciadas
cercanas al apice (KOUCHI y KUMAZAWA, 1975b); existencia de una intensa
vacuolizacién con acumulos electrodensos amorfos y fibrilares de carActer
proteinadceo y lipidico (HIRSCH y TORREY, 1980; KOUCHI y KUMAZAVA, 1976);
gran profusién de estructuras de tipo membranoso, tales como figuras de
mielina, incluidas en pequefias vesiculas y en grandes vacuolas (LEE y
ARONQFF, 1966).

Los resultados morfoléogicos obtenidos en raices de plantulas de
girasol mantenidas en medios con elevadas concentraciones de boro (350 ppm),
muestran ilmportantes camblos estructurales que son similares, por otra
parte, a los previamente descritos por diferentes autores en éste y en
otros origenes vegetales. Ello parece configurar, en funcién del crecimiento
en medios téxicos de boro un panorama celular asoclado a tejidos
envejecidos 0 senescentes, aspecto éste que es considerado més adelante en

el apartado dedicado al boro y metabolismo cotiledonar,

En. cuanto a los resultados derivados del efecto del elemento sobre la
composiciéon, contenido y bilosintesis lipidica, tanto a nivel de la raiz
entera como a nlvel de sus nicrosomas aislados, la constatacison de los
datos de la literatura en relacién a la composicién lipidica de las railces,
demuestra que éstos son relativamente poco abundantes, en comparacién con
aquellos otros disponibles para organos fotosinteticos. La mayor parte de
los estudios se refieren a especies de interés agricola: avena (KUIPER y
col. 1974), maiz (MITCHELL y col. 19745, vid (KUIPER, 1968), =zanahoria
(HEINZ~-DETLEF, 1977)>, haba y altramuz (OURSEL y col, 1973; ROSSIGNOL, 1976).
De la comparacién de nuestros datos con estos otros, emergen algunos
aspectos, los cuales pueden ser conslderados, en general, como
caracteristicos de la composicion lipidica de las ralces de diversas
especies cultivadas. Asi, en raices de plantulas de girasol, los componentes
lipidicos més abundantes son los lipldos neutros y, sobre todo, los
fosfolipidos, estando estos dltimos constituidos mayoritariamente por
fosfolipidos neutros y, en muy escasa proporcién, por fosfolipidos acidos.
Por otra parte, ios écidos grasos mayoritarios son los acidos grasos de

larga cadena (palmitico, oléico, linoléico y linolenica). El acido linolénico,
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caracteristico de los érganos fotosintéticos (HARVOOD, 1980), y uno de los
acidos grasos mayoritarios en raices de numerosas especies de leguminosas
y» en menor medida, de gramineas y roséceas, muestra una concentracién muy

baja en la ralz de girasol.

Respecto a la relacién existente entre la composiclson lipidica de la
raiz y el contenido en boro del medio de cultivo, los mismos constituyentes
lipidicos se detectan en el tejido en condiciones de 0, 10 6 50 ppm de
boro, al tercer dia de desarrolls: fosfolipidos y lipidos neutros, como
categorias lipidicas mas Iimportantes, y proporciones similares de los
fosfolipidos mayoritarios, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina., Por el
contrario, después de 7 dias, estos fosfolipidos son menos importantes, al
tiempo que aumentan los lipidos neutros, principalmente los
triacilgliceroles, sobre todo en raices mantenidas en medios con 50 ppm de
boro. El hecho de que las condiciones diferenciales de boro induzcan una
diferencia significativa en el peso fresco de las raices a tiempos de
desarrollo de 7 dias, hace dificil la interpretacién de estos resultados, en
cuanto & una accién directa del boro sobre los componentes lipidicos. Sin
embargo, a tiempo 3 dias, tiempo en el que los crecimientos de las raices
son  similares, es ya observable un claro aumento de la razon
fosfolipidos/lipidos neutros en tejldos mantenldos en 10 ppm, respecto a 50
ppm de boro, y ello debido tanto a un incremento de fosfolipidos como a una
disminucién de lipidos neutros. En cualquier caso, la composicién en
fosfolipidos y en lipidos neutros de las raices de plantulas de girasol, se
aproximan a los determinados por HEINZ-DETLEF (1977), en ralces de
zanahorias, y por OURSEL y col. (1973) y ROSSIGNOL (1976), en raices de

haba y altramuz.

La concentracién de boro no parece inducir cambios significativamente
importantes en los porcentajes relativos de acldos grasos de lipidos totales
y de diferentes moléculas lipidicas a nivel de la raiz entera, detecténdose
Unicamente un leve aumento de &cido linoléico <(acido graso mayoritario),
sobre todo a nivel de los trilacllgliceroles de tejidos desarrollados en 50
PP de boro. En cualquier caso, el anadlisis comparativo de estos resultados,
no proporcionan suficiente informacién capaz de explicar, categéricamente,

un comportamiento muy distinto en funcion de la concentracién de boro.
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Los camblos bloquimicos y estructurales inducidos por el boro a nivel
de la raiz entera, aconsejaron un estudio ulterior sobre las posibles
modificaciones provocadas por el micronutriente a nivel de los lipidos de
microsomas, membranas blen representativas de las células radiculares, y
donde se ublcan la mayor parte de los enzimas implicados en la biosintesis
lipidica (MOORE, 1984). Se entiende como tal, la fraccién subcelular que
sedimenta después de centrifugar a 105.000 x g durante una hora, un
bomogenado del tejido del que previamente han sido separados los nGcleos,
plastidios, microcuerpos y miftocondrias, comprendiendo dicha fraccién de
nicrosomas una serie de vesiculas que resultan principalmente de la
fragmentacién del reticulo endoplasméatico (DONAIRE y OQURSEL, 1975). A pesar
de no haberse observadeo modificaciones importantes, al comparar los
sedimentos microsomales obitenidos a partir de raices desarrrolladas en
medios diferenciales de boro, sin embargo, si es posible indicar que dichos
sedimentos, constituldos por vesiculas de tamafios muy diversos, estan
exentos de contaminacién, lo que sugiere un grado de pureza satisfactorio.
Por otra parte, la medida de la actividad NADH-citocromo ¢ reductasa
insensible a la antimicina A, asociada a los microsomas (HACKETT y col.
1960), proporciona valores comprendidos entre los obtenidos por DAZA y
col. (1980) y por MARTIN y MORTON (1956) en microsomas de hoja de olivo y
de raices de trigo, respectivamente, Estos datos apoyan la existencia de una
buena actividad fisiolégica en las membranas purificadas a partir de raices

de plantulas de girasol.

Los resultados derivados del analisis lipidico de microsomas de railces
mantenidas durante 3 dias en medios con 0, 10 é 50 ppm de boro, reflejan,
en buena medida, la composicién del tejido de partida. El mayor contenido de
lipidos neutros y, sobre todo, de fosfolipidos en membranas microsomales
aisladas de raices desarrolladas en 10 ppm de boro, sugiere una formacién
mas activa de estas estructuras subcelulares en estas condiciones de boro.
En cuanto a la composicién en éacidos grasos, los lipidos de microsomas son
tanbién fiel reflejo del tejido de procedencia, destacando, fundamentalmente,
los altos porcentajes de Acido palmitico, oléico y, sobre todo, linoléico, a
nivel de todos sus lipidos. Las diferencias observadas, en funcién del boro,
en cuanto al porcentaje de 4cido linoléico en los diferentes fosfolipidos y

lipidos neutros, apuntan hacia un efecto del elemento sobre el grado de
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insaturacién de dichos lipidos. A este respecto, MAZLIAK (1968) y GRENIER y
col, (1973) pusieron en evidencia importantes cambios en el contenido de
4dcidos grasos poliinsaturados en plantas con marcada sensibilidad al frio.
Otros estudios bhan indicado una estrecha relacién entre la composicién
lipidica de distintas plantas cultivadas y las concentraciones isnicas del
medio de cultivo. Por ejemplo, cambios en la composicién lipidica de raices
de trigo y avena en presencia de concentraciones varilables de Ca®* y Mg*"
(KUIPER, 1974>, y un aumento de la insaturacién acilica de los lipidos de
raices crecidas en condiciones de alta salinidad (KUIPER y KUIPER, 1978).
Para estos autores, la naturaleza de los lipidos de las membranas influye
sobre el grado de permeabilidad iénica, propiedad que aparece disminuida
cuando exlste una mayor concentracion de lipidos neutros y esteroles. En
esta misma direccién, trabajos sobre las propledades bilolégicas de los
fosfulipidos han demostrado que la composicién acllica puede controlar la
fluidez y la actividad de las membranas biolégicas (QUINN y WILLIAMS,
19783,

De los resultados obtenidos en relacién a los efectos del boro sobre
la composicién y contenido lipidico de microsomas y de ralces enteras de
plantulas de girasol, surgié el planteamiento de una actuaclén del elemento
como regulador, directa o indirectamente, de la actividad de enzimas
implicados en la bilosintesis de lipldos. En este sentido, los datos de la
incorporacién in vivo de acetato-1'4C a los lipidos de la raiz, demuestran
como los Acidos grasos libres, triglicéridos, fosfatidiletanolamina y, sobre
todo, fosfatidilcolina, son los  lipidos  acilicos  mayoritariamente
sintetizados, mientras que, como era de esperar, se produce un escaso
marcaje de glucolipidos. La comprobacién de que medios sin boro y, sobre
todp, con una concentraclén elevada de boro (50 ppm), desvian la blosintesis
de 1los fosfolipidos en Dbeneficio de los lipidos neutros, se puede
interpretar como el resultado de una actuacién del elemento a nivel del
metabolismo de estas moléculas. Ello permite sugerir que estados de
deficiencia o de toxicidad en bore pueden producir cambilos en la
permeabilidad de las membranas celulares. A este respecto, estudios
ultraestructurales habian ya demostrado que una nutricién anormal de boro
conducia répidamente a una pérdida de la integridad de las membranas

(HIRSCH y TORREY, 1980), y que estados de deficiencia provocaban, en
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meristemos de plantas de tomate, una disminucién del contenido en

fosfolipidos (SKOL'NIK y KOPMAN, 1270),

A fin de verificar directamente la hipétesis de una perturbacién de la
biosintesis de fosfolipidos por el boro, se hizo necesario realizar
experimentos, tanto in vivo como in vitro, a nivel de fracciones celulares
de raices desarrolladas en medios diferenciales del elemento. A pesar de que
los resultados previamente indicados, mostraban la posibllidad de que mas
de un sistema enzimatico del metabolismo lipidico pudiera resultar afectado
por el boro, en nuestro estudio se optd por investigar la actividad vy
algunas propledades del enzima CDP-colina: 1,2 diacilglicerol caolina
fosfotransferasa, implicado en la sintesis de fosfatidilcolina, principal
fosfolipldo de los microsomas y de railces enteras de girasol, el cual se
asocia, en ©plantas y en animales, principalmente con el reticulo
endoplasmatico (MOORE, 1982), Ademas, teniendo en cuenta que desde un punto
de vista cualitativo y cuantitativo, los medios sin borao no inducian camblos
importantes en la composicién lipidica de los microsomas, en este estudio
posterior, sélo parecié interesante considerar las propiedades de la
fosfotransferasa de microsomas de raices de plantulas de girasol

desarrolladas en condiciones de 10 y 50 ppm de baro.

A pesar de que los resultados derivados de la adicién de dosis
crecientes de boro a los medios de incubacién de microsomas aislados de
ralces desarrolladas en medios sin boro, apuntaban hacia una inhibicién
directa de la capacidad de transferencia enziméatica de la colina (desde el
sustrato CDP-colina) a fosfatidilcolina, sin embargo, de los datos obtenidos
en funcidén del efecto In vivo del boro sobre el enzima, se constata que la
afinidad del enzima por el sustrato no cambia sustancialmente en funcién de
que las membranas provengan de railces cultivadas en cualquiera de las
condiciones de boro estudiadas. Los valares obtenidos de Km son del mismo
orden a los determinados por diferentes autores para el mismo enzima de
microsomas y mitocondrias de distintos origenes vegetales (DEVOR y MUDD,
1971a; DONAIRE y OURSEL, 1975; SPARACE y MOORE, 1981). Por otra parte, en
cuanto a la inhibicién del enzima, dnicamente  ha sido detectada una

inhibicién por grupos sulfihidrilos en el enzima de hojas de espinaca
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(DEVOR y MUDD, 1971b) y por el Ca®" en el de microsomas de raices de haba
(DONAIRE y OURSEL, 1975).

Los valores de Km para el enzima de microsomas ailslados de raices de
girasol crecidas en medios con 10 y 50 ppm de boro, al tiempo que la
constatacisn de una Inferior velocidad de reaccién, cuando se mantenian las
membranas en medios con 50 ppm de boro, impiden poder establecer la
hipétesis de un efecto inhibidor directo del micronutriente sobre el
enzima, apuntando, por el contrario, la posibilidad de una inhibicién de tipo
no competitivo, sin influencila, por tanto, en la unién del sustrato al centro

activo,

En cualquier caso, el conjunto de resultados obtenidos en este
apartado contribuye a explicar los cambios en la composicién lipidica de
las raices y microsomas de plantulas de girasol, en funcién de la
concentracién de boro en el medio. De esta forma, el control por el boro de
la composicién y contenido de lipidos neutros y fosfolipidos puede facilitar
a la planté una mejor adaptacién, que le permita poder llevar a cabo los
conplejos procesos metabélicos ligados a las membranas, los cuales estan

intimamente relacionados con el crecimiento y la diferenciacién celular.

la observacién al microscoplo electrénico del tejido cotiledonar
durante el proceso postgerminativo, muestra un panorama celular tipico de la
evolucién de la estructura celular de cualquier semilla oleaginosa. De forma
similar a como describen TCHANG y col. (1980) y MAZLIAK y TCHANG, <1983)
en €l mismo tejido, las células, fuertemente cargadas de 1lipldos en los
primerus estadios del proceso, pasan en estadios posteriores, una vez
movilizadas la mayoria de las reservas, a configurar una vision tipica de
células maduras: una gran vacuola central, y un citoplasma y su desarrollado

aparato organular relegados a la periferia.

Concentraciones de 10 ppm en el medio de cultivo provocan una mayor
velocidad de degradacién y reorganizacién celular, manifestada por una
disminucién del nimero de cuerpos grasos Yy por un aparente mayor
desarrollo organular. Por el contrario, 50 ppm de boro parece ralentizar el
proceso de movilizacién y reorganizacién celular, observaciéon coincidente

con los datos encontrados por JIMENEZ y col. (1978), en semillas de girasol
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pretratadas con altas concentraciones de boro, donde se abserva una
inhibicién de la degradacién de las reservas lipidicas y una disminucién del

porcentaje de germinacién.

Los estudios ultraestructurales llevados a cabo en cotiledones
desarrollados en oscuridad en medios sin boro o con 10 ppm de boro vy,
posteriormente, mantenidos 24 horas a la luz, muestran una transicién de
células etioladas a verdes, definida fundamentalmente por la evolucién del
etioplasto a cloroplasto, con un sistema tilacoidal bien desarrollado y con
presencia de plastoglobulos. Sin embargo, en los tejidos desarrollados en 50
ppm se observa un sistema de membranas plastidiales poco diferenciado,
destacando, principalmente al séptimo dia, 1la presencia de pequefias
vesiculas en la periferia (reticulo periplastidial), y por todo el orgénulo, .
A este respecto, no hemos encontrado en la literatura informacién
concerniente al efecto del boro sobre la estructura plastidial durante el
enverdecimiento de cotiledones etiolados. No obstante, estudios realizados
en hojas de plantas de girasol, mostraron una degeneracién del sistema
lamelar y lugares cloréticos en la matriz cloroplastidial, en condiciones de
deficiencia de boro, mientras que dosis téxicas inducian deformaciones en
dicho sistema, con fragmentacién y vacuolizacién de sus membranas, asi como
la destruccién de la matriz tilacoldal y deformaciones de los grana (HUDAK,
1976; HUDAK y HERICH, 1976),

La accién del boro sobre la degradacién lipidica a nivel de cotiledones
de plantulas de girasol, se ha estudiado desde dos perspectivas
diferentes: por una parte, determinando el efecto in vivo del micronutriente
sobre los constituyentes 1lipidicos y sobre la actividad de enzimas
relacionados con dicho proceso, como la lipoxigenasa, y, por otra,
analizando la accién in vitro del boro sobre el enzima parcialmente
purificado, para impedir la accién inhibidora que en la célula ejercen sobre
el enzima, moléculas como los Acidos acetilénicos MOVWNING y col. 1972),
acidos grasos a-bromados (ESKIN y col. 1977) y alcoholes acidos (MITSUDA y
col. 1967).

La elevada poliinsaturacién de los fosfolipidos concuerda con los resultadaos
previamente obtenidos en el mismo tejido y origen vegetal por TCHANG y col.

(1980). Aunque una concentracién elevada de boro en el medio, no induce
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cambios importantes en los porcentajes de 4acidos grasos, sin embargo, el
aumento provocado en el contenido de 4cldos grasos libres y en
fosfolipidos, al tlempo que la ralentizacién en la degradacién de
triglicéridos y la inhibicién de la actividad lipoxigenasa, sugieren la
posibilidad de que condiciones de deficlencia y, sobre todo, de toxicidad en
este elemento, puedan regular, directa o indirectamente, la actividad de
enzimas implicados en el metabolismo degradativo de estas moléculas.En este
sentido, el proceso de f-oxidacion de éacidos grasos bhabia sido ya
ampliamente investigado en semillas oleaginosas como principal via a través
de la cual los lipidos de reserva son transformados en sacarosa, asi como
los mecanismos por los cuales se rige la hidrélisis de triglicérides MUTO
y BEEVERS, 1974; GALLIARD, 1280). Del nismo modo, también se habia
reconocido la existencia de procesos capaces de provocar la degradacison de
Acldos grasos a través de reacciones alternativas de hidroperoxidacién, en
los cuales intervienen diferentes tipos de lipoxigenasas. Aunque estos
enzimas han sido estudiados en un gran numero de plantas en cuanto a su
aislamiento, caracterizacién y mecanismo de acclén (GALLIARD y CHAN, 1980),
se desconocia la existencia de estudios sobre este enzima en semillas de

girasol.

Los resultados obtenidos por gran nimerc de investigadores indican la
gran sensibilidad del girasol a condiciones deficientes y téxicas de boro.
Derivado del presente trabajo, se demuestra el efecto inhibidor de este
elemento sobre los componentes lipidicos de raices y cotiledones de esta
planta, A este respecto, PARR y LOUGHMAN (1983) sugirieron la posibilidad
de formacién de complejos entre componentes lipidicos o proteicos de las
membranas y el boro, de forma que pudiera alterarse la integridad, y por

tanto, las propiedades funcionales de dichas estructuras.

De las investigaciones previas llevadas a cabo en esta memoria, el
estudio sobre el aislamiento y caracterizacién de una lipoxigenasa soluble
de cotiledones, asi como el efecto del boro sobre el enzima, aparecia, en un
principio, como objetivo importante. La estabilidad de la actividad
mostrada cuando se hacia incubar el enzima con metabisulfito sédico, habia
sido ya  verificada por FEYS y col. (1980), quienes comprobaron que la
adicién de esta sal al medio de extraccién de la lipoxigenasa de soja,

provocaba, ademas de una estabilizacién de la actividad, un incremento en la
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eficiencia de la extracién, al prevenir la accién de los compuestos
fenélicos. En este sentido, lipoxigenasas de diferentes origenes poseen un
distinto grado de estabilidad: GALPIN y col. (1976) verificaron una elevada
estabilidad en la lipoxigenasa de soja; por el contrario, BEAUX y col.
(1973> comprobaron una gran inestabilidad para el enzima purificado de
semillas de haba. En cuanto a la curva de actividad en funcién del pH del
medio de reaccién, un pH 6ptimo entre 7.0 y 8.0, obtenido para el enzima de
cotiledones de girasol, difiere, en gran medida, de 1los resultados
descritos para otras lipoxigenasas, los cuales oscilan entre valores de pH
de 55 y 7.0. Unicamente, la lipoxigenasa-2 de soja y la de guisante,
muestran un caracter anémalo, al poseer pH 6ptimos alrededor de 2.0, siendon
importante indicar que estos dos enzimas, constituyen las dGnicas
lipoxigenasas de plantas capaces de producir hidroperdxidos con
configuracién R (VLIEGENTHART y col., 1982). Trabajos posteriores permitiran
revelar si esta propledad se puede hacer tambien extensible a2l enzima de
cotiledones de girasol. Todo ello coadyuvard a determinar, como sugirieron
HURT y AXELROD (1977), si la diferencia indicada en cuanto al pH éptimo de
actuacién, +tiene alguna influencia en la funclén fisiolégica de la

lipoxigenasa.

Aunque la imhibicién in vivo de la actividad enzimética provocada por
el boro, se puede relacionar con la ralentizacién observada del proceso
germinativo y postgerminativo cuando las semillas se desarrollan en medios
con altas concentraciones del elemento, era evidente que importantes
cuestiones quedaban por contestar en relacién a la significacién fisiolégica
de dicha inhibicién y en cuanto al efecto del boro sobre la actividad

lipoxigenasica. Asi:

¢Actua directamente el boro sobre el enzima?.
JForma el boro complejos con los sustratos del enzima (acidos grasos

poliinsaturados)?.

Como respuesta asimilable a la segunda pregunta, LEE y ARONOFF(1967)
comprobaron que la inhibicién por el boro del enzima 6-P-gluconato
deshidrogenasa tenia lugar a través de la formacién de un complejo 6-P-
gluconato-boro, el cual impedia la reaccion de descérboxilacién‘ En cuanto a
una actuacién del boro sobre la lipoxigenasa de girasol, los incrementados

niveles de triacilgliéeroles, fosfolipidos y Acidos grasos libres observados
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en cotiledones durante la germinacién de la semilla en presencia de 50 ppm
de boro, se corresponden con una inhibicién de la lipoxigenasa y, por lo
tanto, de la via catabolica de acidos grasos en que interviene dicho enzima.
Al hilo de estos resultados y, teniendo en cuenta que las hipétesis mas
recientes sobre los efectos del boro en plantas apuntaban hacia una accién
del elemento a nivel de las membranas (POLLARD y col. 1977; PARR vy
LOUGHMAN, 1983), perametros como la respiracién, actividades de enzimas
oxidativos, cambios en los lipidos de membranas y produccién de etileno, se
presentaban como factores importantes en el estudio de su mecanismo de
accién., Asi, la peroxidacion lipidica podria constituir una respuesta a
tratamientos deficientes y téxicos de boro, cuyas bases bloquimicas no

habian sido Investigadas.

Debido a su alto contenido en Acidos grasos poliinsaturados, los
cotiledones de girasol constituian un tejido claramente propenso a la
peroxidacién lipidica, reaccién capaz de provocar importantes dafios en las
membranas biolégicas (DHINDSA y col. 1981; SANDMANN y BsGER , 1982). Por
otra parte, TANAKA (1966> y PULICH (1978) habian demostrado que el
requerimiento en boro por las plantas superiores, se veia afectado por la
intensidad luminosa, idea que inmediatamente fue asimilada por nosotros en
este trabajo, en el sentido de investigar los cambios experimentados en los
contenidos de 4Acido o«-linolénico y de monogalactosildiglicéridos de
membranas cloroplastidiales de cotiledones desarrollados a la luz, en

funcidén del boro en medio de cultivo.

Los resultados obtenidos al respecto, permiten afirmar que una
concentracién de boro en el medio de 10 ppm (considerada optima), inhibe la
formacién de etileno, respiracién y actividad peroxidasica, al tlempo que
muestra un efecto estimulante sobre la degradacién lipidica y sobre la
acumulacién de clorofila en los cotiledones. Todo ello, unido a las elevadas
actividades malato y, sobre todo, citrato sintasas, detectadas en extractos
de dicho +tejido después de 7 dias de desarrollo en medio con la
concentracién de boro antes indicada (lo cual hace evidente un ciclo del
glioxilato més operativo en la conversién de grasas en azucares, COMO 358
puede comprobar por el menor contenido de lipidos neutros en cotiledones

desarrollados en medios con 10 ppm de boro), coadyuvan a una mejor
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regulacién del crecimiento de la plantula durante 1la germinacién,
influenciada por el boro. v
ow K AH A
De especial significacién ha sido la inhibicién inducida /sobre 1la
evolucién de anhidrido carbénico y la absorcién de oxigeno, por la adicién
de SHAM, un inhibidor de la respiracién resistente al cianuro (SCHONBAUM y
col. 1971, al medio de incubacién de los cotiledones. La reduccién de la
respiraciéon por el SHAM y CNK adicionados juntos, sobre todo en tejidos
después de 3 dias de desarrollo en medios con 50 ppm de boro, los cuales
mostraban muy poca sensibilidad a dichos agentes adicionados por separado,
sugiere que en cotiledones crecidos en medios con o sin boro, son
operativas tanto la via citocrémica como la via oxidativa alternativa al
cianuro. Al mismo tiempo, la fuerte inhibicién inducida por el SHAM sobre el
enzima lipoxigenasa, la cual no se afecta por el cianuro, podria tambien
indicar la ©participacién de este enzima en la respiracién cianuro-
resistente, Estos resultados estan de acuverdo con los aportados por
GOLDSTEIN y col. (1980) en diversns tejidos vegetales, los cuales implican
a la lipoxigenasa adherida a, o presente en, la mitocondria, en la via
resistente al cianuro. Sin embargo, parece descartada esta relacién por el
usa de inhibidores que afectan a la ruta alternativa y no asi, a la
actividad lipoxigenasa (MILLER y OBENDORF, 1981; PETERMAN y SIEDOVW, 1983).
En este mismo contexto, THEOLOGIS y LATIES (1976) habian ya 1indicado,
trabajando con rodajas de patata, que la integridad de los lipidos de
membrana es un prerequisito indispensable para la operatividad de la
respiracién cianuro-resistente. Contrariamente, MAESHIMA y col. (1984)
propusieron que una deficlencia en fosfolipidos a nivel de la membrana
interna mitocondrial de raices de batata, facilita el proceso de transporte
de electrones en la via insensible al clanuro, de manera que a un menor
contenido en fosfolipidos corresponde una respiracién més resistente al

clianuro,

Valores del orden de 0.50 para el cociente respiratorio en cotiledones
desarrollados durante 3 dias en medios con 50, 10 ppm o sin boro, reflejan
un tipo de metabolismo identificable con la hidrélisis y posterior
degradacién de la reserva lipidica. En este sentido, durante el desarrollo
postgerminativo de las semillas oleaginosas, los lipidos de reserva son

convertidos en sacarosa por la via gluconeogénica (BEEVERS, 1969). En
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cotiledones cultivados durante 7 dias en las condiciones indicadas de boro,
la existencia de coclentes respiratorios més elevados podria deberse a que,
en esas ocondiciones, puedan ser utilizados los azicares como sustrato
respiratorio, ademés de los lipidos. Resulta dificil explicar, desde un punto
de vista fisiolégico, los cambios observados en el cociente respiratorio
cuando los cotiledones eran incubados con SHAM, CNK o con ambos agentes al
mismo tlempo; asi, el coclente respiratorio pudo dar poca informacién acerca
del sustrato utilizado cuando la respiracion mitocondrial fue inhibida por
SHAM o por el CNK. Este hecho podria ser explicado teniendo en cuenta que
el cociente respiratorio no es un valor determinado por un simple proceso,
sino el resultado de un conjunto de reacciones biolégicas que envuelven al
0z v al COx.

En cuanto al efecto del boro sobre el aparato fotosintético, los
inferiores contenidos de MGDG y de Acido o-linolénico en cotiledones de
plantulas de girasol, previamente desarrolladas durante 3 y 7 dias en la
oscuridad en medios sin boro y, sobre todo, con 50 ppm de boro, las cuales
se mantuvieron, posteriormente, 24 horas a la luz, podrian sugerir que esas
aparentes condiciones de deficiencia y de toxicidad en boro, dieran lugar a
tejidos cuyas membranas celulares fueran més suceptibles al ataque
peroxidativo. A este respecto, McKERSIE y col, (1978) mostraron importantes
cambios en las actlvidades de enzimas ligados a las membranas, acompafiados
por concomitantes cambios en la composicién y propiedades fisico-quimicas
de los componentes lipidicos de dichas estructuras, durante la senescencia
de diferentes tejidos vegetales. Por otra parte, la disminucién en el
contenido de Acido o-linolénico, principal &cido graso de los tejidos
fotosintéticos, en cotiledones desarrollados en las anteriores condiciones
de luz y en medios con elevada concentracién en boro, también  podria
deberse a una accién inhibidora del micronutriente sobre el enzima

desaturésico que transforma el linoleato en linolenato.

La consideracién de una posible regulacién por el boro de un mecanismo
de defensa capaz de contrarrestar en la célula vegetal los ataques inducidos
por diversos agentes externos, nos ponia en situacién de relacionar estos
hechos con aquellos otros que toman plaza en un proceso fisioléogico de

tanta transcendencia para la vida de la planta, cual es la senescencia.
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En relacién con este proceso, la integridad de las membranas
constituye un importante factor en la determinacién de la susceptibilidad
celular a los dafios ocasionados por la peroxidacién lipidica, reaccién en la
cual los radicales libres derivados de dichas moléculas determinan gran
parte de los camblos degradativos asociados a la senescencia (LESHEN,
1984). Entre las moléculas implicadas en la regulacién de este fenémeno
fislolégico, el etileno ha demostrado tener una gran importancia (LIEBERMAN,
19793, en cuya biosintesis también han sido envueltos los radicales libres
(KONZE y KENDE, 1979), siendo, asimismo, detectados en tejidos senescentes
incrementos significativos de las actividades lipoxigenasa y peroxidasa
(GROSSMAN y LESHEM, 1978; PAULS y THOMPSON, 1984),.

la evidencia experimental mostrada hasta =este omento por los
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écldeas—grasos  polijnsaturades, ngédna guardar alguna relacion con 1la

senescencia de) Mﬂ«iﬁde. Aunque la disminucién de los niveles de
actividad enzimatica en cotiledones desarrollados en medios con 50 ppm de
boro, hace dificil el establecimiento de una relacién entre dicha actividad
y la senescencia, sin embargo, a pesar de esia aparente contradiccion, si es
posible sugerir, en base a los resultados obtenidos, que una concentracién
de 10 ppm de boro en el medio, puede desarrollar un sistema protector
contra las reacciones de peroxidacién. De aqui, que las investigaciones se

dirigieran precisamente a profundizar en esta direccién.

Para ello, se tuvo muy en cuenta la implicacién de la peroxidacion
lipidica en las reacciones de conversison de ACC en etileno a nivel de las
membranas (MAYAK y col, 1981; LYNCH y col. 1985). En este sentido, habia
sldo sugerido que este pasoc es mediado por un enzima ligado a las
membranas (IMASEKI y WATANABE, 1978), y que la fraccién de microsomas
constituia un buen sistema modelo para el estudic de dicho mecanismo de
conversison (KONZE y KENDE, 1979; McRAE y col. 1982). En contraposicién a
este supuesto experimental, diferentes investigadores comprobaron en un
gran namero de sistemas, los cuales incluian fracciones subcelulares
alsladas y sistemas quimicos, que la reacclén de conversion de ACC en

etileno no es fisiolégica, de forma que, probablemente, no se puede
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relacionar con el sistema sintetizante de etileno que funciona en tejidos

intactos (GUY y KENDE, 1984; McKEON y YANG, 1984; VENIS, 1984),

Era evidente la existencia de este controvertido punto de vista sobre
la formacién de la hormona a nivel del tejido entero y a nivel de
fracciones subcelulares aisladas. Los estudios llevados a cabo por nosotros
en cotiledones de girasol, demuestran que una concentracién de 10 ppm de
boro en el medio de cultivo, provoca un efecto inhibidor sobre la formacién
de etileno en este tejido, al tiempo que una aceleracién de la degradacisén
de los lipidos de reserva y una inhibicién de la respiracién, respecto a
cotiledones crecidos en medios sin boro y, sobre todo, con 50 ppm de boro.
Ello nos urgié a estudiar posteriormente la formacién de etileno a nivel de
microsomas aislados de cotiledones desarrollados en medios diferenciales de

boro.

La elevada velocidad a la cual los microsomas de cotiledones de
plantulas de girasol convierten ACC en etileno y la no saturabilidad del
sistema por el ACC, incluso a concentraciones 8.0 mM, son resultados que
concuerdan con los obtenidos por MAYAK y col. (1981) en microsomas de
flores de clavel senescentes, quienes comprobaron que el EFE mostraba
elevados valores de Km frente al ACC (15 mM). El hecho de que en
microsomas de cotiledones de girasol se inhiba fuertemente la actividad del
EFE en funcién de la temperatura de incubacién, confirma, asimismo, la
inestabilidad térmica de dicho sistema enzimitico; a este respecto, LYNCH y
col. (1985) han comprobado que una temperatura elevada inhibe el EFE, Del
mismo modo, nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por BOROCHOV
y ADAM <1984) y ADAM y MAYAK (1984) en pétalos de clavel, en relacién al
efecto inhibidor del ATP sobre la formacién de etileno. Como indicaron estos
autores, la fuerte inhibicién inducida por el ATP podria invalidar el modelo
propuesto por JOHN (1983), segin el cual el mecanismo de formacién de esta

molécula a partir de ACC se acoplaria a un flujo electrogénico de protones.

Estos datos, al tiempo que la superior inhibicién de etileno provocada
por el SHAM (inhibidor del enzima lipoxigenasa’, por el BHT <(antioxidante)
y por el enzima superéxido dismutasa (secuestrante del radical superéxido),
en microsomas de cotiledones crecidos en medios con 50 ppm de boro,
respecto a microsomas alslados a partir de cotiledones desarrollados en

medios sin boro o con 10 ppm de boro, sugieren que un aumento tal en la
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formacién de eftileno en medios con altas concentraciones de boro, puede ser
debido a la potenclacién de los mecanismos de autooxidacién o a una
peroxidacién lipidica de +ipo enzimatico. El mayor contenido de 4cidos
grasos libres, observado en cotiledones desarrollados en 50 ppm de boro,
podria favorecer la formacion de etileno por una via en la cual estuvieran
implicados los hidroperéxidos formados por  acclén de una lipoxigenasa
sobre los Aacldos grasos pollinsaturados (LESHEM y col. 1984), A este
respecto, reclentemente LYNCH y col. (1285) han atribuido la conversisn de
ACC en etileno en microsomas de flores de clavel a los hidroperéxidos

generados por una lipoxigenasa asoclada a membranas.

Como un paso mas en nuestro estudio, ﬁ}araq distingmﬁ_ entre la
actividad biosintética de etileno a nivel de lgs migz;osgmas aislados y a
nivel del tejido entero, nos .parecié importa,nte establecer la posible
diferencia existente entre 15’%’ respuesta derivada de la accién del EFE
(actuacién in vive), de las reacciones que envuelven a los hidroperédxidos y
a los radicales libres producidos, como respuesta’ a un determinado tipo de

er /?Mné () ::M«u!:& amﬂ/ﬁf
stress, oo ubilizacion.. Ae-—ias. . nenbrenss a partir de los microsomas ¢

brutos, y la posterior enparac:wn por Sephadex G-50, diferenciaba claramente
ambas actividades. Am%a fraccisn de-mayer-peso--melesydar correspondiente
al enzima 1ipox1gpna:io?, Gnicamente formaba etileno en presencia de acido
CMUOCA & Bk,
o~linolénico, lo cual %*M%biﬂbnle-—a & ggnera i6n de ha,dropercxidO” y
\} ] ?/??FUMé,,VfJ’
radicales libres por accién del enzima "'f.’g l/élm lar capatid érmadora de
etileno que se observa al incubar 1as/fraccion con actividad EFE, purificada
a partir de microsomas brutos aislados de\ cotiledones desarrollados con 10,

‘jﬁel aumento en la formacién de

50 ppm o sin boro, permite sugerir aque
etileno, detectada tanto a niVél de M microsomas brutos como a nivel del
tejldo intacto des arrollado en nedios con 50 ppm del micronutriente, se
puede deber a la //formacion de radicales libres derivados de los
hidroperéxidos., De aqui, que sea posible concluir que dosis consideradas
optimas de boro (10 ppm) pueden desempefiar un importante papel en el
crecimiento de las plantulas de girasol, al regular el metabolismo lipidico
y oxidativo de la células cotiledonares, asi como la via oxidativa de

formacién de etileno derivada de la peroxidacién lipidica.
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ﬁormaoién de etileno en medios con altas concentraciones de boro, puede 'éer
debido a la potenciacién de los mecanismos de autooxidacién o con una
peroxidacién lipidica de tipo enziméatico. El mayor contenido d’e" adcidos
gragos libres, observado en cotiledones desarrollados en 50 ppm" de boro,
podzf‘ig favorecer la formacién de etileno por una via en la cual estuvieran
implicados los hidroperéxidos formados por  accién de una lipoxigenasa
sobre los écidos grasos poliinsaturados (LESHEM y col. 1984). A este
respeotc'),: recientemente LYNCH y col. (1985) han atribuido la conversién de
ACC en éilsileno en microsomas de flores de clavel a los hidroperéxidos

generados por una lipoxigenasa asoclada a membranas,

Como un paso més en nuestro estudio, p,ara distinguir entre la
actividad bios-@ntétioa de etlleno a nivel de 105 microsomas aislados y a
nivel del teji'dg entern, nos pareciéd impolr*f‘ante establecer la posible
diferencia existéijge entre la respuesta dé;'ivada de la accién del EFE
(actuacién In vivo ;‘\de las reacciones que envuelven a los hidroperéxidos y
a los radicales libres producidos como respuesta a un determinado tipo de
stress, La solubilizacién de las membranas a partir de los microsomas
brutos y la posterior separacién po‘r‘ Sephadex G-50, diferenciaba claramente
ambas actividades. Asi, la fracqién de mayor pesto molecular correspondiente
al enzima lipoxigenadsico, ani_:;\é;nénte formaba etileno en presencia de Acido
o~1linolénico, 1o cual es affibuible a la generaciéon de hidroperoxidos vy
radicales libres por accion del enzima. La similar capacidad formadara de
etileno que se observa al incubar las fraccién con actividad EFE, purificada
a partir de miorc:somas brutos aislados de cotiledone@ desarrolladas con 10,
50 ppm o sin bDrD, permite sugerir que el aumento en la formaciéon de
etileno, detpoi‘ada tanto a nivel de los mirmaomas brutps como a nivel del
tejido intaotgx desarmllado en medios con 50 ppm del micronutriente, se
puede deben a la formacién de radicales libres derivados de los
hidfop@ro’j,idc’& De aqui, que sea posible concluir que dosis consideradas
éptimas ,de boro (10 ppm) pueden desempefiar un impori'ar;te papel en el
oreoimiﬁé(ntc de las plantulas de girasol, al regular el metabolismo lipidico
y ox:ipdfativo de 1la células cotiledonares, asi como la via oxidativa de
form,,a’joién de etileno derivada de la peroxidacién lipidica.

{

-
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Los resultados derivados del examen citolégico, del analisis bioquimico
y de los estudios metabdlicos in vivo e in vitro, establecen la posibilidad
de una relacién entre las condiciones nutritivas de boro y la regulacién de
un proceso de tanta importancia en el desarrollo vegetal como la
senescencia. A este respecto, nos bha parecido oportuno reagrupar en la
figura 38 los principales acontecimientos metabélicos observados en los
tejidos analizados, en funcién del boro, en el sentido de establecer una

hipbétesis que pueda interpretar su relacisn con dicho proceso.

A
Lomg ya-sa-indics..en-sl-capitule-de-antecedentesrevalquiera-que.sea ol

érgano o planta donde se manifieste la senescencla, su propia naturaleza
determina que la nutricién mineral pueda constituir un factor capaz de
dirigirlo y ‘transformarlo, siendo, por ello, apto para poder obtener
conclusiones relativas a los mecanismos de accitn de los  elementos
minerales en plantas. Nuestros resultados muestran cémo en cotiledones
tienen lugar, en funcién de la concentracién de boro del medio, cambios
importantes en la respiracién, degradacién y bilosintesis lipidica, formacisén
de etileno vy actividad oxidativa, relacionados, todos ellos, con el
ensamblaje de gran numero de constituyentes y fenomenos celulares
implicados en la senescencia de laos tejidos. Los cambios apuntados
requieren para su regulacién una estricta produccién de hormonas, entre las
cuales el etlleno representa un factor determinante para que cada espacio
intracelular del +%ejido cotiledonar alcanze una adecuada cooperacion vy
sincronizacién, tanto para el desarrollo de la nueva planta como para la

puesta en marcha de la senescencia.

Consideramos que la puesta en evidencia de una relacidén del tipo
indicado, constituye un nuevo punto de apoyo para entender el mecanismo de
accién del boro en plantas, de acuerdo con el esquema de la figura 38, es
posible suponer que condiciones deficlentes y toxicas puedan inducir la
potenciacién de procesos de peroxidacién lipidica a nivel de las membranas,
mediados por la accién de radicales libres asociados a la actuacién de

enzimas oxidativos. En este sentida, el hecho contrastado de la relacién
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VII. CONCLUSIONES



12, HEl haber efectuado la mayor parte de los experimentos en ausencia
de luz, importante factor que hace incrementar los requerimientos de boro, y
el conocimiento de que la concentracién de este elemento en la semilla de
girasol era ya de 15 a 20 ppm, quizis suficiente para las necesidades de la
plantula en los primeros dias de desarrollo, podria explicar la escasa
diferencia existente en el crecimiento y ultraestructura entre las raices
desarrolladas en medios sin boro y con 10 ppm. Sin embargo, 50 ppm de bora
provoca importantes cambios en dichos aspectos, configurando un panorama

celular que se asocla a tejidos envejecidos o senescentes,

28, Una concentracién de 10 ppm de boro en el medio de cultivo de las
plantulas, induce en las ralces un incremento en el contenido de
fosfolipidos y wuna disminucién de lipldos neutros, asi como un claro
descenso en el porcentaje de A&cido linoléico, en relacién a tejidos

desarrollados en medios sin boro y, sobre todo, con 50 ppm de boro.

38, La biosintesis lipidica a partir de acetato-1'4C reproduce, en
huena medida, los resultados derivados del analisis  biloquimico,
manifesténdose una sintesis superior de fosfolipidos e inferior de lipidos

neutros, en ralces previamente cultivadas en medios con 10 ppm de boro,

42, Los valores similares de Km determinados para el enzima CDP-
colina: 1,2-diacilglicerol colina fosfotransferasa de microsomas de raices
desarrolladas en medios con 10 6 con 50 ppm de boro, al tiempo que la
constatacién de una muy inferior velocidad de reaccién enzimatica en medios
con 50 ppm de boro, impiden poder establecer la hipdétesis de un efecto
inhibidor directo de este elemento sobre el enzima, apuntando la posibilidad

de una inhibiclén de tipo no competitivo,




52, El menor contenido en el némero de cuerpos grasos y el mayor
desarrollo organular observados en el curso del proceso postgerminativo, en
cotiledones de plantulas desarrolladas en medios con 10 ppm de boro, se
corresponde con una aceleracién en la degradacién de triglicéridos, con una
disminucién en el contenido de 4&cidos grasos libres y con un incremento

de la actividad lipoxigenasa.

62, Cotiledones desarrollados durante 3 y 7 dias en medios con 10 ppm
de boro y, posteriormente, mantenidos 24 horas a la luz, muestran una clara
evolucién de etioplastos a cloroplastos con un sistema tilacoidal bilen
desarrollado y con la presencia de plastoglébulos., Por el contrario, en
tejldos desarrollados en medios sin boro y, sobre todo con 50 ppm de boro,
el sistema de membranas plastidiales aparece poco diferenciado, lo cual
unido a los inferiores contenidos de monogalactosildiglicéridos, de acido a-
linolénico y de clorofila, indican un menor desarrollo del aparato

fotosintético, en condiciones deficientes vy téxicas de boro,

73, El enzima lipoxigenasa parcialmente purificado de cotiledones al
sexto dia de postgerminacion, muestra un pH éptimo entre 7.0 y 8.0, una
elevada estabilidad en medios con metabisulfito sédico y una inhibicién por

el boro del orden de un 30 %.

82, La inhibicién inducida por el SHAM y por el cianuro sobre el
desprendimiento de CO2» y absorcién de Oz, en cotiledones desarrollados en
medios diferenciales de boro, suglere la operatividad en este tejido tanto
de la via citocrémica como de la via oxidativa resistente al cianuro,
destacando, sin embargo, la mayor actividad de esta ultima ruta en

cotiledones desarrollados en medios con 50 ppm de boro.

92, La mayor inhibicién en la formacién de etileno inducida por el
SHAM, BHT y 80D, en microsomas de cotiledones desarrollados en medios con
50 ppm de boro, sugiere una potenciacién de los mecanismos de peroxidacién
lipidica derivada de la formacién de radicales libres. En este sentido, la
similar capacidad formadora de etileno detectada al incubar con ACC la
fraccién con actividad EFE purificada a partir de microsomas alslados de

cotiledones desarrollados en medios diferenciales de boro, permite sugerir
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que el aumento en la produccién de esta hormona, a nivel de los microsomas
brutos y a nivel del tejido intacto desarrollados en 50 ppm de boro,
podria deberse a la formacién de radicales libres derivada de 1la

peroxidacién lipidica por accién del enzima lipoxigenasa.

102, Los resultados mostrados permiten indicar que concentraciones de
boro ooneider‘adés optimas, desarrollan, en cotiledones de girasol, un
sistema protector contra las reacciones de peroxidacién lipidica. Ademés,
teniendo en cuenta los efectos observados en el metabolismo de raices y
cotiledones, en oondicioneﬁé&""de deficiencia y, sobre todo, de toxicidad,
tambien es posible sugerir una actuacién de este elemento a nivel de la

senescencia.
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IX. ABREVIATURAS UTILIZADAS



B v s wwms T Almidén

ACC. . .\, vovv o Acido l-aminociclaopropano-l-carboxilico
AQA,......... Aclido aminooxiacético
BHT.......... . Hidroxitolueno butilado
AF........,. . Acido fosfatidico

AGL........ v+ Acidos grasos libres
AVG;..........Aminoetoxivinilglicina

Brij w-1..... Eter de polioxietileno V-1
BSA. ..o AlbGmina bovina

CPivv i Cuerpo proteico

Crovivvii oy Cromosoma

Dswssmmnrs pan Dictiosoma

DAG...... v v Diacilglicerol
DGDG..........Digalactosildiglicérido

Dimetil

POPOP......... 2,2'-pFenilen-bis(4-metil-5-feniloxazol)
DIT......... «.Ditlotreitol

EFE....... ..\, Enzima sintetizante de etileno
FCoovviv vy Fosfatidilcolina
F-1,6-DP......Fructosa 1,6-difosfato
BLevswaaesimn .Fosfatidilinositol
FID......vvvn «Detector de ionizaclén de llama
Flooooovoonn o, Fosfolipidos

F-6P,..... v+« Fructosa-6~fosfatao

Gew s amma s an .Glioxisoma

€1 PP ¢« v+, Glucolipidos

HEPES........, Acido N-2 hidroxietil-piperazina N'-2 etanosulfénico
S Inclusianes

Livooooiiiin, Cuerpos lipidico

L¥......... .. Lipldos neutros

Movovnn, +vvoMitocondria

MAG. . ¢+« Monoacilglicercl
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ccccccc ‘e

¥onogalactosildiglicérido

KNicleo

. Nucleolo

Acido oxalacético

Plastidio

Pared celular

.Fosfoenolpiruvato
.2.b-difeniloxazol
.+ Polivinilpirrolidona

Reticulo endoplasmatico
Acido salicilhidroxamico
Superéxido dismutasa
Triacilglicerol
Hidroximetilaminometang
Vacuola

Acido palmitico

Acido
Acido
Acido
Acido

esteéarico
Dléico
1inoléico

linolénico
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