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3.1.6.2.- RELACION CON LAS VARIACIONES FOTOSINTETICAS

Se buscd el grado de interdependencia entre la actividad de la
Ru BP carboxilasa y las tasas de fotosintesis netas obtenidas
a lo largo del tiempo tras escisibén foliar (apartado 3.1.2.)

Se realizaron ajustes a polinomios de 18T grado y 22 grado
obteniéndose

TRATAMIENTO CONTROL :

Ajuste lineal :

Y = -4,6 4 2,13X r
Polinomio 22 grado :

Y = 0,96 - 0,82X + 0,30%°
(ver figuras Pag. 20§ )

0,85

H
#

0,87

TRATAMIENTO KINETINA :

Ajuste lineal :

Y = -3,36 + 1,52% r
Polinomio 22 grado :

Y = 4,59 + 1,93X - 0,03%° r
( ver figuras Pag. 209 )

0,53 (g £ 0,05)

0,53 (p< 0,05)

Si se observan los ajustes respecto a los puntos experimentales,
se observa que en el control es claramente més adecuado el po-
linomio de 22 grado.

Asimismo se realizb la correlacidn entre los parlmetros: fotosin-
tesis neta y actividad carboxilésica, tomando como valores,pa-
res de puntos deducidos & partir de las ecuaciones tebricas de

ambas variables.
( ver Gr&fica Pag. 211,212,213,214 )
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Ecuaciones tedricas :

TRATAMIENTO CONTROL :

2.h—l)

Fotosintesis neta (mg CO,. dm~
21% 02 : Y 8,116 - 1,069X
2,5% 0, Y = 11,376 - 1,419%
Ry BP casa 9ﬂmol CO, . min g.p.f"l)

Y = 14,26 ~'5,15X + 0,47%°

TRATAMIENTO HORMONAL :

Fotosintesis neta (mg CO,. dm"z.h—l)
21% 0, Y = 8,121 - 0,579%
Ry BP casa 5um01 Coe.mindfpf—l)

Y = 13,47 - 4,31X 4+ 0,40

CORRELACIONES :

Tratamiento control :
Ajuste lineal :

Y = 3,22 + 0,36X
Polinomio 22 grado :
Y = 2,79 + 0,69% - 0,02%°

TRATAMIENTO HORMONAL :

Ajuste lineal :

Y = 4,89 + 0,27X
Polinomio 22 grado :

Y = 4,09 + 0,61X - 0,02%
(figuras Pag. 211,212,213,214 )
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3.1.6.%.~ RELACION CON LAS VARIACIONES EN I0OS P.C.CO2

Se buscd el grado de interdependencia entre la actividad de la
Ru BP carboxilasa y los puntos de compensacidén obtenidos (apar-
tado %.1.3)

TRADPAMIENTO CONTROL - 21% o2

Ajuste lineal :

Y = 80,93 - 2,55X r = -0,7%
Polinomio 22 grado :
Y = 92,13 - 9,80X + O,45%° r = 0,86

(figura Pag. 217 )

TRATAMIENTO CON KINETINA - 21% 02

Ajuste lineal :

Y = 60,03 - 0,86X r=-0,51 p <0,01
Polinomio 22 grado :
Y = 60,55 - 0,83X - 0,002X° r=-0,51 p¢ 0,01

(figura Pag. °18) '

Se realizaron también correlaciones entre los parémetros P.C.002
y actividad carboxilasica tomando como valores, pares de puntos
deducidos a partir de las ecuaciones tebdricas de ambas variables.
(ver apartados correspondientes)

Ecuaciones tedricas :

TRATAMIENTO CONTROL — 21% 0,

P.C.CO, (ppm) Y = 47 47, ¢0H11%

Ru BP casa (xmol coz,min—l. gpf-l)
Y = 14,26 -’ 5,15X + 0,47%X°

TRATAMIENTO KINETINA - 21% O2

P.C.C0, (ppm) Y = 45,60, &0106%

Ru BP casa }umol CO,. min. g p 1
Y = 13,47 < 4,31X+ 0,40%°




CORRELACIONES

Ru BP casa / P.C.CO, control 21% O
Ajuste lineal

Y = 80,85 - 2,71X r = -0,91
Polinomio 22 grado

Y = 85,09 -~ 5,98 + 0,24X° 1 = -0,96
(figura Pag. 219 )

2

Ru BP casa / P.C.CO, Kinetina 21% O
Ajuste lineal :

Y = 63,51 - 1,49X r = 0,92
Polinomio 22 grado

Y = 68,62 - 3,65 + 0,15X° ¢ = 0,97
(figura Pag. 220 ).

2

216
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3.1.6.4.~ RELACION CON LAS VARIACIONES EN PROTEINAS SOLUBLES

Se buscd el grado de interrelacidn entre la actividad de la Ru BP
carboxilasa y el nivel de proteinas solubles a lo largo del
tiempo post-escisidén foliar, obteniéndose

TRATAMIENTO CONTROL :

Recta de regresidn : Y = 1,21 4+ 0,20X (r = 0,87)
(figura Pag. 222 )

TRATAMIENTO CON KINETINA :

Recta de regresidn : Y = 2,21 4+ 0,24X (r = 0,69)
(p ¢ 0,001)

(figura Pag. 223 )
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3.1.7.- VARIACIONES EN PROTEINAS SOLUBLES A LO LARGO DEL TIEM-
PO POST-ESCISION FOLIAR

3.1.7.1.- EFECTO DEL TRATAMIENTO CON KINETINA (1Oppm)

DIA TRATAMIENTO mg proteina/ % proteina
gpf"l X s gpf“l X s

control 7437 0,74

" 4,06 0,41

" 5,62 0,56
5,68 1,66 0,57 O,

control 3,90 0,39

" 3,54 0,33

" 3,21 0,32
3,48 0,36 0,35 0O,

kinetina 4,1% 0,41

" 3,10 0,31

" 5,31 0,33
3,51 0,54 0,35 0,!

control 3,75 0,38

" 4,75 0,48

" 2,90 0,29
4,04 0,89 0,40 0,

kinetina 5,20 0,52



DIA

4

4

TRATAMIENTO

kinetina

control

n

kinetina

1

control

1t

kinetina

1

mg proteina /

4,20

5,15

1,30

1,75

2,51

3,06

2,03

2,00

2,18

0,75

1,01

1,28

1,37

2,63

1,69

X s
4,85 0,56
1,85 0,62
2,32 0,50
1,10 0,28

cf
pio

gpf

0,42

0,52

0,13

0,17

0,25

0,31

0,20

0,20

0,22

0,08

0,11

0,13

0,14

0,26

0,17

225

proteina

-1y s
0,49 0,06
0,19 0,0
0,23 0,0
0,11 0,0



DIA

TRATAMIENTO

kinetina

control

kinetina

3]

i

control

mg proteina ,

gpr~t

2,43

2,24

1,83

3,45

2,18

2,33

2,33

0,66

0,48

1,19

1,31

X

2,24

1,54

2,57

0,91

0,40

0,40

0,59

0,40

%

gpf

0,24

0,22

0,10

0,14

0,19

0,18

0,35

0,22

0,23

0,23

proteina

0,22

0,15

0,26

0,09

22¢

0,04

0,04

0,06

0,0t



DIA

TRATAMIENTO

kinetina

control

"

kinetina

1"

"

mg

gpf

1,94

1,29

2,85

2,93

2,70

2,29

2,24

1,73

-1

proteina /

X s

2,28 0,74

1,41 0,44

2,24 0,40

gpf

0,19

0,14

0,29

0,30

0,17

0,11

0,27

0,23

0,22

0,17

227

% protefna
-1y s
0,23 0,07
0,14 0,04
0,22 0,04
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A continuacidn se realizb un ajuste lineal de los resultados,
obteniéndose :

TRATAMIENTO CONTROL :

Y = 4,72 - 0,65X r = =0,82 p < 0,001
TRATAMIENTO CON KINETINA :
Y = 4,65 - 0,42X r = ~0,70 p ¢« 0,001

(ver gr&ficas Pag.

Asimismo se realizb un andlisis de la varianza de 2 vias para
observar si existian diferencias significativas :

- A lo largo del tiempo tras escisidén foliar

-~ Entre tratamientos (control~kinetina)

- Interaccidn entre tiempo y tratamiento.

Ne filas : 8 (dfias)
N2 columnas : 2 (control-kinetina)
Ne réplicas por casilla : 4

Los resultados fueron :

TTEMPO X (mg proteina .g.p.f—l )
DIA O = 5,69
DIA 2 = 3,50
DIA 3 = 4,44
DIA & = 2,08
DIA 5 = 1,67

DIA 6 = 2,05
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TIEMPO X (mg proteina g.p.f~l )

DIA 7 = 1,59

DIA 8 = 1,83
Tratamiento control : X = 2,50
Tratamiento con kinetina : X = 3,21
Media global = 2,86
ANALISIS DE LA VARTANZA :
Filas (dias) F=41,6 (7,48 g.d.l)

p <0,001 Diferencias significativas
Columnas (tratamiento) F =18,0 (1,48 g.d.1l)
p < 0,001 Diferencias significatit

Interaccibn F=1,1 (7,48 g.d.1)
' p > 0,5 Diferencias no significativas
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5.1.7.2.~ RELACION CON LAS VARIACIONES FOTOSINTETICAS

Se realizd un test para observar el grado de correlacidn entre
la disminucidén de la fotosintesis neta (apartado 3.1.2.) a lo
largo del tiempo post-escisidén y la disminucidén en proteinas
solubles durante este periodo.

TRATAMIENTO CONTROL :

Los datos se ajustaron a una recta de regresidén de ecuacibn :
Y = -0,81 + 0,74X

con un coeficiente de correlacidn r = 0,915

(p ¢ 0,001) (figura Pag.?:gTS

TRATAMIENTO CON KINETINA :

Los datos se ajustaron a una recta de regresién de ecuacién
Y = -0,81 + 0,74X

Y = -8,13 + 7,423X

con un coeficiente de correlacidn sl
p < 0,001 (figura Pag.h'/(J
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5.1.8.~- RELACION ENTRE LAS MEDICIONES BIOQUIMICAS Y DE INTERCAM~
B10 GASEOSO REALIZADAS

Los simbolos utilizados fueron :

Pn : Fotosintesis neta, medida en la cémara de asimilacidn.

Vc : Actividad de la Ru BP carboxilasa del extracto foliar.

vc : Actividad de la Ru BP carboxilasa en el cloroplasto, deri-

vada de Vc a partir de la ecuacibén de Michaelis - Menten,
suponiendo saturacién de Ru BP :

ve = Ve max (1)
¢ = T ¥ K¢ C1IF 0,0 )
[C0,] K

Kec y Ki son las constantes de Michaelis - Menten para CO2 y O2
¥y que corresponden, respectivamente a 0,460 mbar y 330 mbar.

(%0,) es la concentracién de CO, en el cloroplasto bajo una con-
centracibn externa de 0,330 mbar y que toma un valor de 0,230
mbar (Ferquhar et al 1980); consideréndose constante a lo 1argo
de la senescencisa.

[95] es la concentraciédn de oxigeno en la atmdsfera con valor
210 mbar.

Ve max : actividad mhxima de la Ru BP casa completamente acti-
vada y en presencia de oxigeno, teniendo en cuenta el efecto
inhibidor de la concentracién atmosférica de éste. Se obtiene
~a partir de Vc de la ecuacidén (1). En este caso, [002] repre-~
senta la concentracién de CO2 en el medio del ensayo en equi-
librio con 20mM de NaHCOB. Esta concentracién, calculada a par-
tir en la ecuacién de Hasselbach corresponde a 11,2/Mbar.

v, ¢ Actividad de la Ru BP oxigenasa en el cloroplasto. Se con-

gsidera una proporcibén fija & la carboxilasa de 0,27 Ve
et al 1980).
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RESULTADOS

-2, 5t (apartado

3.1.6) puede expresarse como de Vc teniendo en cuenta el peso
especifico foliar (SIW)

La actividad de la Ru BP cassa en/qmol COE' dm

V. (pwol CO,. dm™>, h™%)

—C 4

DIA CONTROL KINETINA

0 1169 = 49 1169 T 49
2 682 = g2 968 T 43
4 2z £ 30 660 * 66
6 1210 £ 16 w67 = 25
8 _ 225 ¥ 16
10 168 £ 34

E1l ajuste lineal realizado d4if :

CONTROL Y = 1090,3 -~ 179,6X (r = -0,97)
KINETINA Y = 1140,0 - 106,1X (r = —0,99)
(figuras Pag. 239 )
V_ max (gzmol CO am™2, n~t )

c K 2° . .
DIA CONTROL KINETINA

0 1250,83 1250,83

2 729,74 1035,76

& 250,38 706,20

6 129,47 499,69
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DIA CONTROL KINETINA
8 . 240,75
10 — 179,76

En un modelo propuesto por Farguhar y Caemmerer 1980, se descri-
be el P.C. CO, en términos de los parémetros cinéticos del enzi-
ma Ru BP carboxilasa / Oxigenasa y de la respiracién oscura a

la luz Rd, que representa todo tipo de produccién de 002 a la luz,
distinto del fotorrespiratorio.

K, (0,5 Vv max / vV max 4 Rd / chax )

X =
Ko (1 - Ra / v, max )

Kc . Rda / VC max

<

1 - R4/ v, max
Dichas ecuaciones, que describen la dependencia de 3; y Vc max
con el tiempo en oscuridad, se utilizaron para los cédlculos de
Rd y R4 / V, max. Como simplificacibén, el célculo del factor
(1+R4/ Vc max ) se ha aproximado a 1 ya que Rd es una frac-
cibén pequeiia de v, max.
Bajo la concentracidén correspondiente a% , la carboxilasa pro-
bablemente esté solamente activada en parte; por ello se ha cal-
culado también Rd utilizando la férmula :

V* max = V 5;

c c max
F,+ KA
donde XA es una constante que representa la activacidén del en-
zima y toma un valor de BO/M,bar, correspondiente a 1,2 4 M
(Farquhar : comunicacidén en Day y Parkinson 1982).
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Rd / chax x 100

DIA CONTROL KINETINA
0 3,0 3,0
2 4,1 %,5
4 5,4 3,9
6 6,5 4.5
8 . 5.0
10 _ 5,6
RA (smol 00,. dm™2, h™l.)
DIA CONTROL KINETINA
c.n. ausencia On CeNe ausencia O,
0
0 35,5 11,5 35,5 11,0
2 32,9 13,0 34,3 12,0
4 22,5 9,8 31,0 11,8
6 | 0,0 0,0 24,5 10,0
8 16,3 7,0
10 6,0 2,2
12 0,0 0,0

(ver figuras Pag. 240 )
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Farquhar et al 1980 expresan la asimilacidn de CO2 mediante la
ecuacibn :

A=v, - 0,5 v, — Rd
E1 factor 0,5 procede de la estoquiometrfa de la fotorrespiracidn
yva que se libera una molécula de CO2 al producirse 2 moléculas
de fosfoglicolato en la reaccidén en que 2 moléculas de O, reac~
cionan con 2 moléculas de Ru BP,

Despreciando el valor de Rd y considerando que Vo = vc.0,27
se obtiene para el dia O :

VC (21% 02> = 1250 X 0,22 = 275.

v, =0,27 .V, = 74,25

2

A =275 -0,5% 74,25 = 257,87 ymoles CO,. dn™. n~t

mientras que experimentalmente

Pn 21% = 196 Jmoles C0,. am~<. n~L.

Las proporciones de Rd y chax respecto a la fotosintesis neta
a lo largo del envejecimiento fueron :

V, max / Pn

DIA CONTROL KINETINA
DIA O 6,38 6,38
DIA 2 5,49 5,13
DIA 4 3,42 5,98
DIA © 2,58 5,32

DIA 8 3,21



DIA CONTROL KINETINA 242

DIA 10 _ 4,50
Rd / Pn

DIA CONTROL KINETINA
DIA O 0,18 0,18
DIA 2 0,25 0,17
DIA 4 0,31 0,26
DIA 6 . 0,26
DIA 8 0,22

DIA 10 0,15
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3.2.~ SENESCENCIA FOLIAR EN TRITICUM AESTIVUM CV KOLIBRI CULTI-
VADO EN CONDICIONES DE CAMPO.

El objeto de este apartado fue el de continuar los estudios sobre
senescencia foliar en condiciones naturales, para confrontar, pos-
teriormente los resultados con los obtenidos en condiciones de
laboratorio.

El estudio se realizbé en trigo, centréndose exclusivamente en la
Gltima hoja u hoja bandera ("flag") debido a su interés por ser

la fuente principal en el suministro de productos sintetizados
durante la fotosintesis, a la espiga en desarrollo (Carr y War-
dlaw 1965,Wittenbach 1979) ,
Los parhmetros estudiados se determinaron a lo largo del ciclo
biolégico hasta el envejecimiento de la hoja, correspondiendo

a las fases siguientes en el desarrollo de la espiga :

- pre-antesis

- antesis

- llenado de grano o “grain filling".

Se determinaron por una parte la actividad de la Ribulosa difos-
fato carboxilasa(RuBP casa) y por otra el intercambio gaseoso
expresado como tasa fotosintética, punto de compensacidén y res-
piracibén de oscuridad. '

Asimismo, al comienzo del periodo de antesis, se realizb la de-
capitacibén de una muestra guficiente de espiga. Con ello se in-
tentaba averiguar hasta que punto el efecto de la supresibn de
este sumidero afectaba la actividad carboxilésica y fotosintéti-
ca. .

Por otra parte,también se siguieron las variaciones en protefnas
solubles, dhdo que la fraccidén I proteica (considerada en general
como RuBP casa crudo) es el componente mayoritario en los vege-
tales (Kawashima y Mitake 1969 , Kleinkopf et al 1970 , Huber et
al 1976 ). Asimismo se relaciond el efecto de cambios en las con-—
diciones ambientales (efecto de la irradiacidn sobre la actividad
carboxilésica y fotosintética. Bjérkman y Holmgren 1963)

El interés principal de este estudio fué averiguar si la disminu-
cibén de la actividad de la RuBP casa a lo largo del envejecimien-
to podia ser un factor limitante en la fotosintesis del trigo.

La RuBP-casa funciona proporcionando productos fotosintéticos a
las partes vegetales en desarrollo. Una vez la etapa senescente
de la hoja, la degradacidn proporciona nitrogenc y car bo-
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no adicional para la movilizacidn de semillas o tejidos que se
desarrollan,

La regulacidn de este enzima debe tener pues un papel fundamen-—
tal en el control de la senescencia. Por otra parte la disminu-
cién en fotosintesis a lo largo del envejecimiento estd relacio-
nado con una pérdida en fraccidn I protéica (Batt y Woolhouse
1975, Hall et al 1978 b) y con una disminucién de la actividad
del RuBP casa (Wittenbach 1978 a), Ku et al 1979, Jensen y Bahr
1977, Neales et al 1971). La senescencia foliar en el trigo empie-
za después de la antesis implicando un descenso répido en las
tasas de fotosintesis y coincidiendo en la etapa de llenado de
grano.

Dicho descenso podria significar una limitacién en la producti-
vidad de la cosecha. Parece pues interesante el estudisr un {n-
dice de senescencia foliar distinto a los clésico como son la
disminucién en clorofilas, proteinas y que seria la medida de la
actividad de la RuBP-carboxilasa.

Asimismo se quiere hacer constar que estos resultados deben con-
siderarse como iniciales de un estudio del material vegetal "in
vivo" con las dificultades que ello comporta. Describiendo las
respuestas bioquimicas a nivel de drgano frente a 'factores como
la luz, temperatura y edad, puede llegarse a entender la respues-
ta de la planta entera a las variaciones del ambiente.
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2.2.2.~ VARTACIONES EN FOTOSINTESIS NETA

1981
FECHA DIA POST Pn (m =2 p-l ~2p-1
' - g CO,.dm™“.h ) Pn (mg CO,.dm_%h
SIEMBRA 1629C X 222eC X
20,90
18.5 8> 21,92 21,36 13,93/13%,54 13,7%
15,98
19.5 84 16,50 16,24 14,60/15,15 14,91
20.5 85 _ _ 18,03/16,74 17,39
21,54
’ 20,58/20,04
25.5 90 Si’ll 21,83 19,92/20,46 20,11’
,70
21,8L
18,45/18,78 19,3%7/18,07
26.5 o1 18,57/19,15 18,74 17,06/18,76 18,32
9,72 /10,11
28.5 93 18,13/19,17 18,65 15,35/ 16,06 15,70
29.5 o4 17,62/18,60 18,11 18,22/18,46 18,34
1%,37/1%,83 '
1.6 97 18,59/18,86 16,17 . .
16,25/16,02 14,80/15,25
2.6 98 15,04/15,31 15,66 13,96/14,48 14,62
13,19/13,41
3.6 99 13,46/13,24 13,35 11,39/11,70 12,42
5.6 101 14,60/15,77 15,19 16,59/16,88 16,73
9.6 105 16,50/16,45 16,45 12,48/12,73 12,60
10.6 106 12,34/12,65 12,50 15,95/15,93 15,94
10,59/11,15
11.6 107 11,77/12,67 11,54

12.6 108 14,15/14,39 14,27



FECHA

15.6

17.6

20.6

22.6

2%.6

25.6

27.6

30.6

1.7

( Figure page 255 )

DIA POST-
SIEMBRA

111

113

116

118

119

121

123

126

128

Pn (mg CO
169C

11,00/10,67

14,49/15,08
11,20/11,85

14,33/15,11
8,76/ 9,59

13,01/13,84

9,68/10,40
4,22/ ,3%

0,86/0,64

2

dm™ “.h~

X

10,84

13,18

11,95

13,43

10,04

I, 28

0,75

254
Pn (mg CO,.dm™sh™1)

222C X

13,27/12,72 12,99

13,02/14,38 13,70
6,56/ 6,10

12,18/13,15 9,50
3,59/ 3,92 5,75
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3.2.2.1.~ RELACION DE LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA CON T.A ACTIVIDAD
CARBOXILASICA

Ver figura pégina 257
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Los puntos se ajustan

P.C.CO, a 16°C

2

P.C.CO, a 22°C

2

(figurabPag. 2650 )

Y

a

ecuaciones lineales de expresidn :

20,956 + 0,189X

8,804 + 0,380X

259
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FECHA

25.5.82
28.5
1.6
4.6
9.6
10.6
4.6
15.6
17.6
19.6
21.6
25.6
26.6

3.,2.3.2 .~ RELACION DEL P.C 002 CON LA CONCENTRACION DE OXIGENO

Considerando que el P.C.CO, (§5)

264

centracibdn ambiental de 02, se calcularonS;

la ecuacidn :

DIA POST-~
SIEMBRA

112
115
119
122
127
128
132
123
135
137
129
143
144

[o:od
? = JO

ETAPA

pre-antesis
1

antesis
1"
1

"GRAIN FILLING"

1"

(figuras Pag. 265 )

+ oy Lo,J

S; spf COglaire—l)

7,92
11,65
15,32

9,39
13,72
16,55
18,79
16,66
3%,05
nay 46
21,96
60,98

231,89

y ¥y a partir de

X(lO‘

% 1¢0,.10

2,14
1,35
1,08
1,61
1,54
1,36
1,41
1,33
1,60
1,22
2,22
1,62
3,24

depende linearmente de la con-

2

2
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3.2.4 .- RELACION ENTRE LAS MEDICIONES BIOQUIMICAS Y DE INTERCAMBIO
GASS050 REALIZADAS

Los sfimbolos utilizados se describieron en el apartado %.1.8

FECHA DIA POST- ETAPA VC chgx N

STEMBRA (/mnol CO,. dm™ “.h )
21l.5.82 108 pre-antesis 4041 4324
25.5 112 " 4263 4668
26.5 113 " 3542 3576
1.6 119 antesis 4701 5030
2.6 120 " 4752 5085
4,6 122 " 4701 5030
16.6 134 "GRAIN FILLING" 2049 2192
18.6 136 " 2364 2529
21.6 139 " 2246 2403

23.6 141 " 0 0



FECHA DIA POST- ETAPA
SIEMBRA
25.5.82 112 prerantesis
28.5 115 "
1.6 119 antesis
4,6 122 "
9.6 127 "
10.6 128 "GRAIN FILLING"
14,6 132 "
15.6 133 "
17.6 135 "
18.6 136 "
19.6 137 "
21,6 139 "
25.6 143 "
26.6 144 u

Rd/chax

2,44
3,12
5,78
2’73
3,54
1,00
4,30
4,00
5,67
3,60
6,40
4,67
7,10
9,03

267

Rd
(xmol CO,.dm.
a 2yt
118,67

206,01
137,30

85,63
107,96

86,38
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A ( asimilacidn segun Farquhar et al)

C VO

considerando Vg = Ve 0,27
y despreciando Rd

Dia 108 después de la siembra :

839

<
]

Vo = 227

A = 839 - 113 = 726 mol coe.dm"‘?

270

(apartado 3.1.8)

-1

Los resultados de J.Luis Araus y L. Tapia de fotosintesis pa-

ra el mismo dfa dieron un valor de :
Pn = 717,05

DIA 112 (Pre-Antesis)

v, = 912 ; Vg = 246
A =912 -123 = 789

Pn = 717,05

DIA 122 * (Antesis)

v, = 1107 ; Vo = 298
A = 1107 - 149 = 958

Pn = 673
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DIA 133 ("GRAIN FILLING")

v, = 383

= 103

383 -51,71 = 331
o43,25

[¢]

o=
o
]

44

DIA 135 ("GRAIN FILLING")

A =365 - 50 = 315

Pn = 532,39

DIA 139 ("GRAIN FILLING")

v, = 328

Vg = 89

A = 328 - 45 = 283 '

Pn = 325,95
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FECHA DIA POST- ETAPA Rd/Pn x 100 Vc maX/Pn
SIEMBRA
25.5 112 pre~antesis 10,98% 6,51
1.6 119 antesis 26,51% 7,01
4.6 122 " 20,3%8% 7,47
16.6 134 "GRAIN FILLING" 13,53% ' 4,03
18.6 1%6 " 17,62% 4,75

21.6 139 " 21,3%8% 7439
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5.2.5.= VARIACIONES EN RESPIRACION DE OSCURIDAD (Rn)

FECHA DIA POST-SIEMBRA Rn (162C) Rn (222C)
18.5.81 83 ~1,506 -1,763
19.5 84 -1,615
25.5 90 ~1,008 -1,649
26.5 91 -1,943
1,6 97 -1,678
2.6 98 -2,034
9.6 105 -1,678
12.6 108 -1,689
22.6 118 -1,689 -2,467
23.6 119 -1,920

Los puntos se ajustan a ecuaciones lineales de expresidn :

Respiracién de oscuridad a 162C : y

-0,181 - 0,013 x

~0,3%99 - 0,015 x

Respiracién de oscuridad a 22°C : y

( ver gréfica Pag. 274 ).
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3.2.7 o= EFECTO DE LA TRRADIACION SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA

RuBP CARBOXITLASA
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(Resultados a partir de registros situados en los campos experi-

mentales de Pedralbes y elaborados por M. Berbel)

DIA RADIACION RADIACION

INCIDENTE REFLEJADA

(calxcm-2xdia—l)

1.5.81 477 .80 107,40
2.5 335,50 74,20
3.5 482,90 107,30
n.5 457,60 104,90
5.5 392,60 90,40
6.5 470,10 111,10
7.5 202,00 49,00
8.5 496,20 102,00
9.5 85,70 17,50
0.5 376,20 88,60
1.5 455,50 100,00
2.5 499,90 11,40
3.5 378,70 85,50
4,5 406,90 93,10
5.5 520,80 118,40
6.5 433,40 98,90
7.5 509,60 11%,60
8.5 531,10 115,00
9.5 456,50 93,00
0.5 356,30 71,50
1.5 94,70 20,40
2.5 507,90 98,90
3.5 498,80 95,70
4.5 323,60 60,80
5.5 94,80 21,20
6.5 313,00 62,40
7.5 436,20 82,90
8.5 512,40 101,00
9.5 333,00 66,00

BAREMO

RADIACION

370,40
261,40
375,60
352,80
302,30
359,10
153,00
395,60

68,30
297,70
355,50
382,50
293,20
313,80
412,50
334,50
396,10
418,10
363,50
284,90

74,30
409,10
403%,10
262,80

73,60
250,60
353,40

449,60
267,00



DIA

30.5
31.5

l.6

2.6

3.6

4,6

5.6

6.6

7.6

8.6

9.6
10.6
11.6
12.6
13.6
14.6
15.6
16.6
17.6
18.6
19.6
20.6
21.6
22.6
25.6
24.6
25.6
26.6
27.6
28.6
29.6
30.6

RADIACION
INCIDENTE

551,00
466,00
516, 30
337,40
390,70
380, 30
521,40
527,60
530,40
527,60
488,30
501,70
504,70
487,20
491,20
49%,50
482,60
491, 70
505,70
436,10

79,70
273,40
223,40
250, 50
413%,70
533,40
254,80
194,60
280,60
84,30
254,90
537,00

RADIACION
REFLEJADA
(calxcm—gx dia~l)

101,00
87,60
98,10
68,60
78,60
77,10

102,70

102,90

106,30

102,00
99,30

102,00

101,70
99,00
99,70

100,00
99,90

106,70

112,70

100,20
24,70
62,10
51,10
59,50
91,00

112,40
59,70
45,00
48,30
21,90
47,30
98,40

RADIACION

-

BAREMO

449,60
378,40
418,20
268,90
312,10
303,20
418,70
421,70
433,10
399,70
389,10
399,70
140%,00
388,20
591,50
393,50
382,70
587,80
393,00
335,00

55,00
211,30
172,30
191,00
322,80
421,00
195,10
149,60
232,30

62,40
207,60
138,60
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RADTACION INCIDENTE ACUMULADA DURANTE UNA SEMANA

FECHA

20.5
21.5
26.5
28.5
29.5

3.6

4.6

5.6
10.6
11.6
12.6
15.6
16.6
17.6
22.6
23.6
25.6
26.6
29.6
30.6
1.7

RADIACION

3247 ,00
3224,60
23%2,60
2269,00
2686,70
3152,30
3106,80
2641,70
3375,30
3486,30
3563,45
3494, 20
344920
3455,60
2495,60
2263,50
2210,20
2028,90
2011,90
2016,30
2139,60

cal. cm

2

dia

—
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4, DISCUSION
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4,1.~ DISCUSION DE RESULTADOS IE SENESCENCIA FOLIAR EN HORIEUM
VULGARE L. OBTENIDOS EN CONDICIONES DE LABORATORIO,

4,1.1.,~ EFECTO IE LA KINETINA Y CONCENTRACIONES OPTIMAS PARA LA
RETENCION IE CLOROFILAS.

Los resultados encontrados en este trabajo respecto a la reten-
cibén de clorofilas en hojas escindidas tratadas con kinetina, son
méblogos a los obtenidos por diversos autores, situlndose las
concentraciones de hormona ensayadas dentro de los niveles es~
tudiados por diversos equipos en materiales diversos.

8alih (1977) trabajando en pléntulas de dos semanas de Hordeum
vulgare utilizb una concentracién de Sppm mientras que Schnei-
der y Legocke (1981), aplicé lppm en pléntulas de siete dias
crecidas en oscuridad para examinar el efecto de la luz y de las
citoquininas sobre la diferenciacibdn del cloroplasto.

Malik y Thimann (1980), utilizaron 3ppm en pléntulas de Avena sa-
tiva de siete dias para observar las diferencias en el contenido
de ATP con la senescencis.

Peterson y Huffaker (1975), utilizaron 1Oppm en pléntulas de una
semana de cebada en estudios sobre el efecto de distintos produc-
tos y de la iluminacién sobre la pérdida de actividad de la RuBP-
casa y retencibén de clorofilas y proteinas.

Ia retencidn de clorofilas pofcitoquininas ha sido observada en
otros materiales asi : Osborne y Mc Calla 1962, en sus clésicos
experimentos con discos de Xanthium, en los que obtuvieron un
efecto 6ptimo de la concentracidén de kinetina a 1Oppm.

Estos autores sugirieron asimismo un método de determinacidn de
clorofilas en material senescente que ha sido posteriormente muy
utilizado,

Grierson et al. 1977, en discos de Nicotiana tabacum, utilizaron
kinetina a O,5ppm en discos cultivados en luz sobre agar conte-
niendo sales y sacarosa.

Los niveles de clorofila a encontrados por Peterson y Huffaker
1975, en hojas primarias de cebada de una semana de edad al tiem-
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po de escisibén, como es nuestro caso, fueron de 1,5 mg .
g.p.f.—l
trabajo, 1,83 mg g.p.f.—l, en condiciones anflogas de cre-
cimiento.

, siendo parecido al valor encontrado en este

Dichos autores observaron tan solo una disminucidén del 10%
en tres dias. Thimann et al. 1977 en hojas de avena encon-
traron que al cabo de cuatro dfas la desaparicién de cloro-
filas con 3ppm de kinetina era de un 20% en la luz y de un
85% en la oscuridad.

Malik 1982, también en hojas de avena observd una disminucién
algo distinta : En oscuridad a los cuatro dias fue del 75%
mientras que a la luz fue de un 55% y con la aplicacién de
kinetina a Sppm, se redujo a un 35%.

Nuestros resultados muestran una disminucidn al cabo de seis
dias de un 73% en los controles, mientras gque los distintos
tratamientos dieron : 2ppm k: 48%, 1lOppm k:38%, 20ppm k: 50%.
(gréfica PAgina 94 ).

También se observd una disminucibn més répida de clorofila
a que de clorofila b (ver revisibn Sestak 1965).'Sin embar-~
go, no se pone en evidencia en el caso de utilizacibn de
kinetina a 1Oppm, donde dicho cociente permanecibé como en el
momento de la escisibén e igual a 4,57, frente a 3,81 (2ppm)
y 3,24 (20ppm). Dicha cifra oscila entre 3 y © siendo valo~-
res altos representativos de una elevada actividad del te-
jido (Margalef 1974).

E1l {ndice D 430/ D665 que expresa la proporcibdn entre cloro-
f{la a y el resto de pigmentos en la planta (carotinoides)
muestra solo un débil aumento a 1O0ppm (9%) mientras que en
los demés tratamientos aumenta considerablemente : 16% (2ppm)
y 24% (20 ppm). Los valores hallados oscilan entre los teb-
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ricos para plantas superiores (1,8 - 2,5).

Tras los resultados obtenidos de los distintos parémetros,

se optd por utilizar kinetina s una concentracibdn de 1Oppm

en todos los estudios realizados de senescencia en hoja es-
cindida.
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4,1.2.~ FOTOSINTESIS NETA EN HOJAS ESCINDIDAS DE HORDEUM

/

VULGARE L.

4,1.2.,1.~ EFECTO DE LA KINETINA Y DE LA CONCENTRACION IE

OXIGENO

Los resultados obtenidos muestran un descenso gradual en las ta-
sas fotosintéticas de hojas de cebada escindidas y mantenidas en
oscuridad, a lo largo del tiempo tras la escisibén foliar.

El hecho de utilizar, ademés de los controles, un tratamiento con
la hormona kinetina (6 furfuril-amina-purina) en concentracidn de
10 ppm, retrasd notablemente la disminucién de la actividad foto-
gsintética a lo largo de la senescencia foliar . (Fig. Pag 102 )
En el caso de controles, las hojas dejaron de mostrar asimilacidn
neta de CO, al octavo dia después de la escisidn , mientras que
en las hojas tratadas, se pudo medir actividad fotosintética
incluso al cabo de catorce dias

A los 4 dias tras la escisibn foliar,la fotosintesis neta decre-
ci8 en los controles un 62% mientras que en el tratamiento hormo-
nal fué de un 40%, siendo la disminucién al octavo dia de un 93%
y 62% respectivamente.

Las diferenciss entre ambos tratamientos se pusieron de manifies-
to a los dos dfas después de la escisibén (dif. sig, p € 0,001). ,
debido al conocido efecto de la kinetina como retardante de las
senescencia en vegetales.

Dicha hormona posee un efecto inhibitorio de la degradacién de pro-
tef{nas, bien por :

- inhibicién de la 1lisis de proteinas,

— estabilizacidn de los componentes de la sintesis proteica

0 por

— incremento de la sintesis proteica per se. (Wittenbach 1977),
Ta inhibicién de los procesos hidroliticos evita asimismo incremen-
tos respiratorios (Wittwer et al 1961, Dedolph 1962, Moore 1979) ,
posiblemente acompanado también por una mejor conservacidén de ATP
en los tejidos (Mc Lean 1963, 1964). Otro efecto de la hormona es
el mantenimiento de la permeabilidad de la membrana (Poovaiah y

Leopold 1973).
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Sin embargo, parece gque existen por otra parte, efectos directos
de la kinetina sobre los procesos fotosintéticos., Meidner 1967

v Passera y Albuzzio 1978 observan incrementos en la asi-
milacibn de CO, en hojas de cebada tratadas con kinetina.
Buschrann 1981, en Raphanus sativus aplicando kinetina a 2 ppm

en la solucidn nutritiva, observa una mayor actividad en la reac-
cién de Hill del cloroplasto de las hojas tratadas y una concen-
tracién de P700 mayor por clorofila.

La kinetina, al ser capaz de cambiar la estructura del aparato
fotosintético, puede incrementar el rendimiento de la fotosinte-
sis.

Laetsch y Boasson 1972, encuentran una estimulaciédn de la divisiébn
en cloroplastos maduros utilizando benziladenina.

Moore 1972, observa la induccidn o inhibicién de los procesos de
intercambio gaseoso en toda una variedad de tejidos vegetales, de-
pendiente de la concentracién de hormona utilizada.

También es requerida la kinetina para el desarrollo de cloroplas-
tos funcionales en callo de tabaco (Laetsch y Setler 1967).

Otros autores muestran una estimulacién de la actividad de algu-~
nos enzimas fotosintéticos (principalmente RuBP carboxilasa) me-
diante la utilizacién de citokininas (benziladenina) en soja
(Feierabend 1969), judfa (Treharne 1970), pepino (Hhrvey et al
1974) y calabaza (Klyachko et al 1980).

Otro papel importante es el efecto de la kinetina en la regula-
cién de la apertura estomética (Kuraishi y Ishikawa 1977, Thi-
mann et al.1977,1982), disminuyendo las resistencias es-
tomAticas al paso del CO, y facilitando la fotosintesis.

El estimulo de la transpiracién medisnte citoquininas ha sido ob-
servado en Brasica oleracea (Dedolph et al. 1961), en guisante
(Katsumi 1963) y en hojas escindidas de cebada (Livné y vaadia
1965). Kuraishi (1976), en discos de hojas hipostométicas-que
flotaban en una solucibén de kinetina, observd que no se inhibia

la senescencia, insinuando que el efecto de las citoquininas so-
bre la senescencia se ejercifa induciendo la apertura de los

estomas.
Los trabajos de Thimann et al 1974,y su laboratorio (Tetley y Thi-
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mann 1975), ademis de los efectos de las citokininas como retar-
dantes de la senescencia y sobre la transpiracidn, les atribuyen
un papel importante como agente de acoplaje entre la
respiracibén y la fotofosforilacidn.

Asi pues, debido a las caracteristicas aqui comentadas de la hor-
mona kinetina, tahto como retardante de la senescencia como por
su efecto directo sobre procesos de asimilacibdn de COe,se Justi-~
fican los resultados obtenidos en actividad fotosintéti-
ca a lo largo del envejecimiento con material vegetal tratado
con dicha hormona.

Bajo una atmbsfera empobrecida en 02, se observa al igual que
bajo una atmbsfera del 21% O, un efecto claro de la concentra-
cibén de kinetina sobre las tasas fotosintéticas. ( Fig. Pag. 112
El comportamiento fué muy parecido al que ocurre bajo atmbsfe-
ras normales de concentracidén de oxigeno : los controles mos-
traron fotosintesis hasta el octavo dia después de la escisiédn
foliar, mientras que en las hojas tratadas se detectd fotosin-
tesis hasta el df{a catorce con una disminucibn del 85%
respecto al dfa de la escisién. ,
T,as diferencias entre tratamiento control y con kinetina se ma-
nifiestan a partir del cuarto dia después de la escisibdn

Al referirse a procesos de intercambio gaseoso realizados bajo
una atmbsfera del 2,5% O, debe tenerse en consideracién 1la inhi-

bicién de procesos fotorrespiratorios bajo dichas condiciones.
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E1l efecto de la concentracibdn de oxigeno sobre la actividad
fotosintética y respiratoria de las plantas 05 se conoce des-
de que Warburg en 1920 observd en Chlorella que concentra-
ciones altas inhibian la tasa de fotosintesis neta. Posterior-
mente ha sido demostrado por numerosos autores en plantas su-
periores y cloroplastos aislados, denomindndose "efecto War-
burg". ( Fig. Pag. 120 )

A su vez, se ha demostrado que altas concentraciones de oxige-
no incrementan el fendmeno de la fotorrespiracidn.

Segln Ludwig y Canvin 1971, dos tercios de la inhibicidn de 1la
fotosintesis neta se debe a un efecto directo sobre la fotosin-
tesis (inhibicién directa de los enzimas de la via de Calvin
Canson , Chollet y Ogren 1975, Jackson y Volk 1970) y un ter-
cio a un incremento de la fotorrespiracibén. La respiracibdn de
oscuridad es independiente de la concentracibn de 05, saturén-
dose a un 2% de 05, ( Forrester et al 1966 )

Segin Zelitch 1971, elensayo a niveles bajos de 0, subestims
la magnitud de la fotorrespiracién, porque el metabolismo del
glicolato tiene lugar incluso a bajas concentraciones (Eicken-—
bush y Beck 1973, Robinson y Gibbs 1974).

TLoos datos de actividad fotosintética obtenidos en este trabajo
a dos niveles de oxigeno se pueden resumir en las siguientes

tablas

CONTROL : Pn (mg CO, dam™2 h’l) A Pn

21% 0, 2,5% 0,
DIA O 8,12 11,38 40,10%
DIA 2 5,98 8,54 42,80%
DIA & 3,84 5,70 48,30%

DIA 6 1,70 2,86 68 ,20%



KINETTINA Pn (mg CO, ¢n™® n7l) A pn
21% 0, 2,5% 0,

DIA O 8,12 10,77 32 ,60%
DIA 2 6,96 9,42 35, 30%
DIA 4 5,81 8,07 36,80%
DIA 6 4,65 6,72 u 50%
DIA 8 5,49 5,37 5%,80%
DIA 10 2,3% 4,02 2, 50%
DIA 12 1,17 2,67 128,20%

La fotosintesis neta aumenta al descender la concentracidn de
oxigeno del 21 al 2,5% en unos valores que concuerdan con la
bibliograffa (ver revisién Zelitch 1979) y que situan los in-
crementos entre un 30 - 50% (en estado no senescente)

293
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GENO Y DEFICIT DE CARBONO .

INDICE DE INHIBICION POR OXIGENO (I)

Joliffe y Tregunna 197% utilizaron el indice de inhibicidn por
oxigeno (I) de la fotosintesis neta , para expresar las dis-
minuciones de fotosi{ntesis observadas al aumentar la concentra-
cibén de oxigeno, disminuir la concentracidn de CO, ¥y aumen-
tar la temperatura.

I =(PL - PH) / PL
donde

PL

fotosintesis a 1,8% 0,

PH

fotosi{ntesis a una concentracién superior

La inhibicidn completa se obtiene cuando I = 1, o sea a PH = O

y que corresponde al P.C'COZ, bajo la concentr acién mayor de O2 .
En cierto modo puede considerarse como indicativo de la fotorres-
piracién. (Chollet y Ogren 1975),.

El fndice I disminuye al aumentar la concentracidn de 002 o dis-
minuir la concentracibn de 02, indicando la competencia por el
oxigeno de la 1,5 RuBP-casa en el mismo lugar que el 002. (An-
drews et al 1971, Ogren y Bowes 1971,Ku y Edwards 1977 a, b).

TRATAMIENTO CONTROL

(Figura Pag. 124 )

E1 {ndice de inhibicidén por oxigeno aumenta a lo largo del tiempo de
puds de la escisibén foliar ,desde unos valores de 0,29 en el dfa ce-

ro hasta 0,41 (dia 6).

E1l incremento de I es paulatino y no se manifiesta claramente

hata el dia sexto tras la escisibn.

Es conocido el hecho de que el ox{geno inhibe la fotosintesis

neta en plantas C3 a través de diversos mecanismos : Inhi-
bicidén por oxfigeno de la actividad carboxilésica, produccidn de
fosfoglicolato a través de la reaccidén oxigenésica y competicidn
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con el CO, por electrones fotosintéticos (reaccidn de Mehler).
Como los dos primeros mecanismos dependen solamente de la ci-
nética y contenido en RuBP carboxilasa (a concentracidn cons-
tante de substrato), el aumento del indice de inhibicidn con
la edad, que es aUn més aparente en las hojas tratadas con ki-
netina, podrian atribuirse (excluyendo el efecto de la reac-
¢idén de Mehler) : o bien a una mayor afinidad del enzima por
el 02 al envejecer (Salin y Homan 1973), o bien a cambios en
la relacidn de solubilidades 0, / 002 debido a un aumento en
resistencia estomltica con el envejecimiento (Ku y Edwards
1977 a).
Los trabajos existentes sobre las variaciones en conductancias
tanto estomética como intracelulares y su repercusidén en los
procesos de intercambio gaseoso son muy numerosos (Salin y Ho~
mann 1971, Catsky et al 1976, Cary 1977, Samsuddin e Impens
1979, Tiché 1980). Algunos autores han considerad dichas
variaciones como las causas principales del cam-
bio en actividad fotosintética con la edad (Holmgren et al 1965,
Rawson 1977, Wong et al 1979, Zima et al 1981). Existe discusibn
en si los incrementos en las resistencias estom&ticas e intra-
celular varfan en paralelo (Constable 1980,Ludlow y Canvin 1971),
con el resultado de una concentracidn constante del 002 inter-
celular (Constable et al 1980, .Darwis y Mc Cree 78» o bien decli-
na la resistencia estomltica mientras que la resistencia inter-
na incrementa (Catsky et al 1976).
Parece que las resistencias del meséfilo en ciertas plantas es-
ttidiadas son mayores a condiciones normales'de'oxigeno compara-
das con condiciones del 1% . (Lake y Slatyer 1970, Slatyer
1970, Ludlow 1970 ).

También Joliffe y Tregunnal9?7% encuentran que altas concentracio-
nes de oxigeno (99,9%) incrementaron la resistencia del mesbfilo,
aunque no vieron diferencias significativas bajo concentraciones
del 1,8 y 20,8%.



296

TRATAMIENTO CON KINETINA

(Figura Pag. 124 )

El indice de inhibicibn de O2 muestra un comportamiento pa-
recido al de los controles, pero més acentuado por durar més
tiempo. Durante los 4 primeros dfas, el {ndice I se sitla apro-
ximadamente a 0,26 (equivalente al primer dfa de los contro-
les) aumentando a continuacibn paulatinamente hasta el dia ca-
torce, a partir del cual el incremento es més notable.

Parece deducirse que el tratamiento con kinetina implica un re-
traso en el deterioro de los procesos de intercambio gaseoso
con la edad, pero con un patrdédn similar al de los controles.
Este retraso al igual que en fotosintesis y punto de compensa—
cién corresponde a cuatro df{as de desfase.

DEFICIT DE CARBONO (D)

El {ndice de déficit de carbono (D), también de Joliffe y Tre-
gunna (1973) viene expresado por :

12 (PI-PH)

v

vy es indicativo de la productividad fotosintética.
PI, y PH representan la fotosintesis neta al 1,8% y 21% de Oy
y 12/44 representa la proporcién de carbono en 002.

En las figuras de la pégina 125 , se puede observar que en
los controles, la disminucién de D es mucho més répida., El
{ndice obtenido al sexto dia después de la escisibén corres-
ponde aproximadamente al que se obtiene al catorceavo dia en
el tratamiento con kinetina, demostrando en este caso también
la eficacia de la hormona en mantener la productividad.



297

4.l.3.- P.C.002 EN HOJAS ESCINDIDAS DE HORIEUM VULGARE L.

4.1.%.1e~ EFECTO DE LA‘KINETINA Y DE LA CONCENTRACION DE
OXIGENO

Los puntos de compensacidn de 002 medidos a lo largo del en-
vejecimiento de hojas de cebada escindidas aumentan de forma
exponencial. Fn el caso ol trztanicnto con kinetina, el in-
cremento es mucho més lento. Fig. Phgina 130 ).

En los controles se obtuvieron P.C. 002 estables hasta el sex-
to dfa tras la escisién.

En el caso de hojas tratadas con hormona, la estabilizacibdn se
alargbd hasta el doceavo dias después de la escisién.

Los valores del primer dia tras la escisién en los controles
(49 ppm), corresponden a los citados en la bibliografia, en
hojas primarias de cebada en etapa de desarrollo con dos hojas
(45 ppm, Meidner 1967; revisién Tich& y Catsky 1981).

Dicho autor, encuentra asimismo una disminucién en los P.C.002
al tratar con una citokinin%,atribuyéndolo a un efecto de ésta
sobre el mecanismo estomético.

El incremento en P.C.CO, al sexto dfa despuds de la escisidn fue
85%, frente a un 37% en las hojas tratadas con kinetina.

Se observan desde el inicio del proceso de senescencia (segun-
do dfa tras la escisidén foliar), diferencias significativas a
lo largo del tiempo ¥, asimismo, entre el tratamiento control y el
hormonal, al igual que ocurre en el proceso fotosintético.

En la figura de la phgina 1338 se observa un efecto claro de
la kinetina sobre los puntos de compensacién de 002 obtenidos
bajo condiciones del 2,5% de oxf{geno. Estos fueron siempre in-
feriores (60%) que los obtenidos al 21% de 02, mostrando dife-
rencias significativas a partir del cuarto dia.
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A1 sexto dia tras la escisidn, el incremento en los controles

respecto al dia cero fué de un 96%, mientras que con la kine-
tina alcanzd un 51%.

4,1%.2.~ RELACIONES TEL P.C.CO, CON LA FOTOSINTESIS NETA Y TA
CONCENTRACION DE OXIGENO .

TLa relacibén entre los puntos de compensacidn de 002 y la foto-
sintesis neta a lo largo del envejecimiento foliar es de tipo
logaritmico. ( Fig Pag. 146 )

A medida que la fotosintesis neta desciende despiés de le escisidn
foliar, el punto de compensacidén aumenta.En los estados finales

de la senescencia Pn es nula y 1los P.C.CO2 tebdricos bajo condi-

ciones normales de ox{igeno son superiores a 100 ppm ¥y sin

estabilizacibdn, debido a un desequilibrio entre los proce-~
sos de asimilacibén y respiracidén,  con un incremento de los
segundos.

RELACION DE P.C.CO2 Y CONCENTRACION DE OXIGENO

s

Considerando la inhibicibén competitiva mutua de las reacciones
del aceptor de Cog,ribulosa, 1l - 5 difosfato con el CO2 y el 02,
Peisker en 1974 propuso un modelo que describe la conocida rela-

cibén lineal entre P.C.CO2 y la concentracidn de oxigeno (Forres-
ter et al 1966). '

A saturacibén de luz, la difusién de CO, hasta el cloroplasto y all
gar dereaccién.de carboxilacibnsson etapas limitantes en el proce-

so global de la fotosintesis. Las limitaciones al paso de 002

pueden ser descritas en términos de resistencias.

Se introduce el concepto de resistencia a la carboxilacibén (Jar-

vis 1971) definida como el reciproco de la pendiente de la rela-

cién entre fotosintesis y concentracién de CO,, en el lugar de

carboxilacibén. A partir de este concepto, Peisker 1974 expresa

asimismo el P.C.CO2 como :

g> = r_R

x L
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R

i

I fotorrespiracibdn
-

T resistencia a la carboxilaciébn.

X

Iste modelo se ha ido completando y variando (Peisker y Apel 1975,
1976, 1977...) hasta la expresidén de un modelo complejo (Peisker,
Tichd y Catsky 1981), en que introducen la respiracidn oscura a
la luz y las diversas resistencias al paso del CO2ﬁ

G- Rppt iy + ( Y +/((3RD) [027

Rpp, = respiracidn oscura en la luz, de las células heterbtrofas
con su resistencia a la difusién de CO,, r.

Ry = tasa de respiracibén oscura a la luz.

Nwﬁ3= componentes independientes y dependiente al 0, de las resis-
tencias a la carboxilaciédn.

Y = parte dependiente del O, del P.C.CO, que viene solamente de-
terminadopor las propiedades cinéticas de la RuBP carboxilasa /
oxigenasa y que no depende de la respiracién oscura.

/LL = parte de la respiracién oscura que no esté inhibida a la luz.

El término f/%#af2 J’corresponde a la parte dependiente del
oxigeno del P C.CO5.

Para Bauwe et al 1980, y Laing 1974

0,5

==
1]

<4

=

Cor Kor Voo Vo son las constantes de Michaelis o de inhibi-
cibén, y las tasas maximas de la reaccién de RuBP como carboxilasa
y como oxigenasa, respectivamente.

Por todo ello," es directamente proporcional a la actividad
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oxigenésica, o sea a la fotorrespiracidn.

Asi pues, en el modelo de Bauwe, Apel y Peisker 1980, la parte
dependiente del O2 del P.C.COe, 5' , depende por una parte de
las velocidades respectivas de carboxilacidn y oxigenacibn, ¥y
por otra, de la respiracidn oscura a la luz, (Rd).

£1 modelo de Farquhar et al.1980,considera :

Cj_ “g-o 4"6[_02]

|

3 Kc (0,5 VO max/ Vc max + R4/ VC max) (1)
& Ko(l-Rd/Vc max)

KC Rd/ chax

S, = ()
l—Rd/chax

VC max : méxima actividad de la RuBf carboxilasa en ausencia de
oxigeno, derivado de VC y teniendo en cuenta el efecto inhibidor
de 1la concentracidn atmosférica de 02.

Se puede observar que el modelo de Farquhar et al y el modelo de
Bauwe, son practicamente correspondientes. En esta tesis se ha
utilizado el modelo de Farquhar,

La Gnica diferencia entre ambos modelos consiste en que el equipo
de Peisker distingue dentro de la respiracidn oscura, entre las
debidas células heterdtrofas y no, y el equipo de Farquhar no lo

considera.
Veamos la comprobacidén de ambos modelos :

Para Peisker y Apel 1980

3o =m0 4o (D, , RDY
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Para Farquhar

— Kc R4/ VC max
igo = equivale aproximadamente a

l--Rd/VC max

X Rd KC
por tanto coinciden %X y , 1o cual es
Vc max chax

1l6gico ya que es la resistencia a la carboxilacidén independiente
del O, ¥y Ke también equivale a una resistencia

chax

!
Si comparamos el K de Peisker y el 6 de Farquhar :

6,‘ - [X.x.p (RD + RD2)] fog] .

K, (0,5 V., max / V., max + Rd / chax)

Ko (1 ~-Rd4d / chax)

Considerando Rd = O por ser muy pequeno, obtenemos
' V_max
c

K 0,5 VO max / Vc max Kc (Rd/VCmax)

(=
KO K

(ISP

n TG sy

DY)
.c,\gﬁ‘”
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Y= 0.5 ° ¢ + R4 c

Para Bauwe, Apel y Peisker 1980

v X v K o
O’S ° c = X y 0’5 O C = .,)
VC K0 Vc Ko
Por tanto
X _ 0,5 Vo Kc «I-é Rd
Ko Vc
X

corresponde a *"V_E?“_ que es la parte dependiente del oxi-
c "o

geno de la resistencia a la carboxilacién. Se puede observar que
ambos modelos son equivalentes.

« 6 parte independiente del oxigeno de la resistencia a la car-—
boxilacibn depende de Vc max y Kc; en cambio é o parte dependien-
te del oxfgeno de la resistencia a la carboxilacidn depende de

VC max, Kc y Ko.
La representacibén de la ecuacibén lineal

g: ;Gg; + g’[bé] se puede observar en las figuras de las
péginas (control y kinetina, respectivamente).
Se muestran tantas ecuaciones como dfas post-escisiédn analiza-
dos.
La dependencia de con la concentracidn de oxigeno se ha conside-
rado linear (Joliffe ®regunna 1973, Peisker y Apel 1977, BjSrkman
et al 1966, Laing et al 1974),
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Considerando las ecuaciones de Farquhar,se observa que si Rd es
positivo, o sea existe respiracién a la luz distinta de la foto-
rrespiratoria, @-aumentaré con la concentracién de O2 y‘g;seré
finito al extrapolarlo. Algunos autores como Forrester et al
1966, Bjorkman et al 1970 y Laing et al 1974) encuentran un va-
lor de §;= O al extrapolar. Sin embargo,otros autores encuen -
tran valores finitos (Heath y Orchard 1968, Joliffe y Tregunna
1968, Roberts y Keys 1978, Gerbaud y André 1980, Azcon - Bieto
et al 1981).
Respecto a los resultados encontrados en este trabajo, se puede
observar que los valores de la extrapolacidn son finitos y mayo-
res cuando aumenta el tiempo tras la escisidn foliar, o sea con
el envejecimiento, también notificado por Azcdn et al 1981 en
hojas jévenes respecto a hojas viejas de Lolium
Si observamos las variaciones de &, con el tiempo, vemos que au-~
menta considerablemente al cuarto dfa tras la escisién en los
controles y al sexto dia en las hojas tratadas, coincidiendo con
los momentos de gran incremento del P.C.Cog.
Vemos que los valores de 3; obtenidos al dfa 10 en hojas trata-
das con kinetina corresponden aproximadamente al dfa cuatro de
los controles.
Teniendo en cuenta que S; bajog/implican una mayor hctividad de
la RuBP carboxilasa (Farquhar et al 1980), vemos que coincide con
los resultados de actividad carboxilésica encontrados en este tra-
bajo.
(Confrontar con la discusién del apartado correspondiente a RuBP
casa en el que se observa un répido descenso con el envejecimien-~
to de la actividad del enzima).
Asimismo se ha observado en este trabajo aumentos de K a lo lar-
go del envejecimiento.
( viene determinado por las propiedades cinéticas del enzima y
también por Rd. (respiracidén oscura a la luz).
Segn diversos autores, (Ogren y Jordan 1980, Thomas et al 1978,
padger y Lorimer 1976), la relacidn entre las actividades de 1la
RuBP como carboxilasa y oxigenasa no parece cambiar con la edad.
Si admitimos esto, los incrementos en los P.C.CO2 encontrados a
lo largo de la senescencia se podrian explicar por incrementos
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en la relacién R4 / v max .

sfectivamente, si observamos los resultados obtenidos en el apar-

tado correspondiente ( pagina "3 ) vemos que Rd / VC max va

aumentando a lo largo del envejecimiento foliar y de forma més

ridpida en los controles que en las hojas tratadas.

Existen algunos trabajos sobre la relacidn entre respiracidn os-

cura y P.C.CO, (Smith et al a976, Charles-Edwards 1978, Peisker

y Apel 1980,Ho 1978) siendo los principales contribuyentes a Rd

principalmente el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y el de las

pentosas (Raven 1972) y por parte tanto de células heterdtorfas

como autotrdfas.

En resumen, se observa que el incremento en los P.C.COEZdespués de 1
escisibdn foliar es debido a aumentos paralelos de 6;y3;.

Los cambios de ambos son muy similares, reflejando la misma depen-

dencia con la edad.
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4.3 M.~ RESPIRACION DE OSCURIDAD (Rn) EN HOJAS ESCINDIDAS DE HOR-

IEUM VULGARE L, :
No existen diferencias significativas en las tasas de respiracibn

oscura halladas en hojas control y con tratamiento hormonal respec-
tivamente. (confirmado también por Meidner 1967).

La respiracidén oscura encontrada corresponde aproximadamente a un
10% del valor obtenido para fotosintesis al primer dia.

Sin embargo, debido a la poca precisidn del método utilizado para
su medicidén estos resultados deben tomarse solo como aproximati-
VoS,

Tampoco puede afirmarse con certeza, tal como se desprende de los
resultados,que no existen diferencias en la respiracidén oscura a

lo largo del tiempo de envejecimiento de las hojas escindidas du-
rante ocho dias,

Una de las posibles causas de la falta de deteccibén de diferencias
entre resultados, puede deberse a la utilizacidén, por otra parte
necesaria, de caudales bajos en el flujo de aire que atraviesa
la clmars de asimilacidén de forma que no fuese posible romper la
"boundary layer", obteniéndose por tanto resultados falseados.
También el estancamiento de aire debido al bajo caudal pudo en-
torpecer el anflisis.

13



306

,1,5,~ PIGMENTOS CLOROFILICOS Y SU RELACION CON LA FOTOSINTESIS
NETA EN HOJAS ESCINDIDAS DE HORDEUM VULGARE L.
CLOROFILA A (figura Pag. 176 )

La disminucidn en clorofila a se manifiesta desde el dia siguien-
te a la escisibdn foliar, tanto en hojas control como con tratamien-
to hormonal; asimismo, las hojas control se diferencian de for-
ma significativd de las tratadas a partir del cuarto dia después
de la escisibn.

En los controles se pudo observar que la disminucibdn a los cuatro
dfas fué de un 55%, mientras que en las hojas tratadas fué de un
30%; al octavo dia las disminuciones fueron de un 85 y un 58% res-
pectivamente.

La interaccidn entre el tratamiento y el tiempo post-escisidén fué
significativa, parece ser por tanto, que el tratamiento afecta

de forma distinta 1la retencidn de clorofila a de forma distinta

a .lo largo del envejecimiento.

CLOROFILA B (figura Pag. 17° )

La disminucién en contenido en clorofila b también. se observaron
desde el inicio, tanto en los controles como =n las hojas escindi-
das y tratadas con kinetina; asimismo también al cuarto dfa tras
la escisidn foliar se manifiestan diferencias significativas en-
tre tratamientos.

En las hojas sin tratar, la disminucién al dfa cuatm fue de ungyl <
siendo en hojas tratadas de un 42%. Al octavo dfa tras la esci-

b

sién, las disminuciones fueron respectivamente de un 83% y de
un 63%. En este caso no se observé interaccién entre el tratamien-
to y el tiempo transcurrido desde la escisibén foliar.

INDICE CL a / Cl b (figura Pag. 177 )

La proporcibén entre la cantidad de clorofila a y clorofila b a

lo largo de la senescencia provocada por escisién foliar, no

varié de forma significativa a lo largo del tiempo estudiado.

Por tanto, para este periodo de tiempo que comprendid ocho dias los
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dos tipos de clorofila descendieron en paralelo. En efecto

la clorofila a en los controles disminuye al octavo dfa un
85% y la clorofila b un 83%. En las hojas tratadasy la dis—
minucibén en clorofila a esde un 58% y la de la clorofila b

un 63%. Si se comparan los tratamientos control y con kine-
tina se obtiene también que no existen diferencias signifi-
cativas entre tratamientos.

Sin embargo, al haberse observado que en los controles, a
pesar de no existir diferencias significativas a lo largo

del tiempo, el indice habia ascendido un 22% desde el dfa
cero, se optd por realizar el test "t" de Student entre los
distintos dias por ser un test mAs potente que el de ana-
lisis de la varianza.

Con este test se deduce que, a pesar de que globalmente no exis-
ten diferencias significativas a lo largo del tiempo en los
controles, entre los dfas existen diferencias siegnificativas
entre los dias cuatro-ocho y, cero-ocho .Estas leves diferen—
cias en la disminucibén del indice ClL a / C1 b en los controles
se deberfia a una degradacibén algo més répica de la clorofi-
la b (Gordon et al 1978).

D 430 / D 665 INDICE DE MARGALEF

(figura Pag. 177 )

Tanto en las hojas control, como en las tratadas, el indice

D 430 / D 665 va aumentando a lo largo ael envejecimiento fo-
liar, siendo el incremento de un 77% y de un 55% respectiva-
mente al caho de 8 dfas después de la escisidn. Las diferen-~
cias entre tratamientos se manifiestan a partir del cuarto
disa.

Este {ndice nos indica la proporcibén entre clorofila a y el
resto de pigmentos contenidos en la hoja; el efecto de mante-
nimiento de las clorofilas debido a la accidén de la kinetina
repercute en el indice al aumentar mucho més lentamente que

en los controles.
Se ha encontrado, asimismo, que existe interaccibén entre el tra-—



30¢

tramiento y el tiempo transcurrido; hecho que reafirma la in-
teraccidén encontrada sobre los niveles de clorofila a y se
explica por un efecto mls acentuado de la hormona a lo largo
de la senescencia.

RELACION DE LAS CLOROFILAS a vy b CON LA FOTOSINTESIS NETA

S

(figuras Pag.187- 188 )

Los resultados muestran una estrecha correlacibén positiva en

los controles entre Cl a - Pn (r = 0,94) y C1 b -~ Pn (r = 0,86).
En el tratamiento con kinetina la correlacién no es tan estre-
cha ( Cla=-"Pn (r=0,70) C1b~"Pn (r=0,70)) a pesar que
los niveles de significacidn sean siempre p < 0,001 .

De la observacidn de las distintas pendientes se deduce que 1la
tasa de descenso de la clorofila a es menor que la de la foto-~-
sintesis, hecho que coincide con la bibliografia (Sestak y Cats-
ky 1967 : revisidn trabajos sobre contenido en clorofilas y fo-
tosintesis, Salin 1977, smillie 1962, Hardwick 1968). Se obser-—
va que la disminucién al empezar los procesos degradativos es més
gradual en clorofilas que en fotosintesis., Friedrich y Huffaker
1980 alegan que las clorofilas pueden estar mejor protegidas de
la hidrdélisis debido a su asociacidn con la menbrana del tilecoi-
de del cloroplasto. Se observa también que la extrapolacidn a
cero de la recta de regresidn entre clorofila y fotosintesis no
pasa por el origen sino que muestra un cierto nivel de clorofi-
las para Pn = O, siendo dicha cantidad mayor para el tratamien-
to con kinetina (0,227 mg. gpf—l frente a 0,397 mg. gpf-l). De~
muestra qué para el cese de la actividad fotosintética no es
indispensable la ausencia total de clorofilas. En el caso de

la clorofila b, la recta de regresién si pasa practicamente por
el origen control : 0,044 mg.gpf-l, frente a 0,008 mg. gpf—l).
Cabe sefalar, sin embargo, que a pesar de las altas correlacio-
nes obtenidas entre degradacidén de clorofilas y disminucidn de
la fotosintesis neta con la senescencia foliar, algunos autores
(Thomas y Stoddart 1980) afirman que la pérdida en clorofilas

no es un acontecimiento obligatorio del proceso de senescencia.
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friedrich y Huffaker 1980 estéan de acuerdo con ello e indican
gue los mecanismos responsables de la pérdida de clorofilas
no son los mismos que para la pérdida en habilidad de la
RuBP~casa y fotosintesis y que constituyen alteraciones se-~
cundarias en el metabolismo durante la senescencia.
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4,1,6.~ ACTIVIDAD DE LA RuBP CARBOXITLASA EN HOJAS ESCINDIDAS DE

HORDEUM VULGARE L.

A partir de los resultados obtenidos, se observa que la dismi-

nucién en actividad de la RuBP carboxilasa a lo largo del tiempo
después de la escisidn foliar, expresada tanto por g. peso fresco

como por mg de proteinas, sigue la ecuacidn de un polinomio de

29 grado, tanto en los controles como en las hojas t=mtadas.

to con kinetina.

(figura Pag. 199 )

En los controles, a los dos dias, la disminuciédn es de un 69%,2 los

cuatro mis de un 80% (siendo hasta este punto pré&ticamente

linear) y a los siete dias de un 98%.

Asimismo, en el tratamiento con kinetina se observa a los dos

dfas un descenso casi idéntico al de los controles (68,82%) ;

sin embargo al cuartodiajisminuye solo un 73% y al final del

ensayo (dfa 7) un 85%.

Por tanto, se puede afirmar, que la pérdida en actividad a lo

largo de la senescencia en hojas tanto tratadas como sin tra-

tamiento hormonal, es muy répida durante los tres primeros dias.

A partir de este dia, a pesar de que las disminuciones son mu-

cho mis lentas, es cuando se evidencia el efecto del ftrabtamiento

con kinetina en el man tenimiento de un cierto valor de activi-

dad carboxilésica.‘(diferencias significativas p < 0,1).

Sin embargo, en los dos primeros dfas despubs de la escisidn cuando

tiene lugar el gran descenso en actividad, el efecto hormonal

es poco marcado (nivel de significacibén estadistica).

] test estadistico utilizado, (anélisis de la varianza), nos

indica que globalmente existen diferencias significativas a

1o largo del tiempo en cada tratamiento y de éstos entre si.

Sin embargo no existe interaccidn significativa entre los dos

factores, tiempo y tratamiento sobre la actividad de la RuBP

carboxilasa.

Fl efecto especifico de la hormona sobre la actividad carbo-

xilésica se pone de manifiesto si observamos las grificas de

la phgina 146 correspondientes al incremento de los P.C.CO2

a lo largo del tiempo tras la escisibén foliar. Los valores de

los P.C.CO2 expresan en parte las propiedades cinéticas del

enzima RuBP como carboxilasa y como oxigenasa. Las diferencias
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tina van aumentando a lo largo del tiempo, tal como se puede
observar también en las gréficas de disminucidn de actividad
de la RuBP-casa con el tiempo. E1 efecto de la hormona sobre
la actividad carboxilésica también se manifiesta claramente
bajo condiciones del 2,5% 05

El efecto directo de la estimulacidn por citokininas de 1la
actividad de la RuBP carboxilasa ha sido citada por diversos
autores (Feierabend 1969,Treharne et al 1970, Feierabend y

de Boer 1978,Harvey et al 1970,1974, Peterson y Huffaker 1975
Klyachko et al 1980 ).

Segin Harvey et al.1970, parece que el efecto de la BA (benzi-
ladenina) es aumentar la actividad de la RuBP-casa por esti-
mulacidn de su sintesis més que por activacidn o evitando su
degradacibn.

Sin embargo, Hall et al 1978 no observaron ningin efecto de
10“6M kinetina sobre la RuBP casa durante la senescencia de
la hoja" flag'de trigo, aunque apuntan las grandes diferencias
que existen entre aplicacibén de la hormona en condiciones de
hoja unida o no a la planta. ‘_
Durante dos series completas de experimentos se midié la ac-
tividad oxigenésica del enzima con un electrodo de Clark.
Hubo graves dificultades al avanzar la senescencia en la de-
terminacién, debido a la baja actividad oxigenésica y a una
utilizacién elevada de oxfgeno endégeno.

La relacién actividad carboxilésica / oxigen&sica estuvo

entre 8 y 10.

311



4,1.6.,1.~_RELACIONES CON LA FOTOSINTESIS NETA Y I0S P.C. CO..

Tanto en el tratamiento control como en el de -

kinetina, se observa que la relacidén entre los parémetros
RuBP-casa y fotosintesis no es lineal, sino que se ajusta per-
fectamente a un polinomio de 22 grado (ver figura Pag.

51 comparamos las relaciones :

il
i

Control y = 2,79 + 0,69X - 0,02%° (r

0,98)

Kinetina y = 4,09 + 0,61X ~ 0,02%X° (v

0,97)

it

se pone de manifiesto la semejanza de ambas curvas (pendien-
tes) aunque en el control los valores son infe-
riores a los del tratamiento con kinetina.

La relacidn encontrada entre fotosintesis y aciividal carbo-

xilédsica, confirma la aobservacidn de que la disminucidn en
achividad carhoxilasica a lo 1larzo del enve jecimiento folinm

a5 mAs rlpida ~ae la disminucidn en actividal fotosintética.
A los dos dias postescisidn, la disminucidn en actividad
carboxilésica fué del 69% (control) y 40% (kinetina) mientras
que la disminucidén en actividad fotosintética fué de 31% y 0%
respectivamente.

A los cuatro dias,las disminuciones en actividad carboxilé-
sica fueron del del 90% (c) y del 73% (k) y en actividad fo-
tosintética, 62% (c) y 40% (k).

A los seis dias,la actividad carboxilésica ha desaparecico
prédcticamente, 97% (c) y 73% (k). mientras que la actividad
fotosintética ha disminuido en 74% (c) y 52% (k). .
Wittenbach et aly 1980,encontraron que el declive de la foto-
sintesis durante la senescencia en hojas de soja no estuvo
acompafiado por un declive en actividad de la RuBPF-casa ni
tampoco por un incremento en resistencia foliar. Sinha y Ra-
jagopal 1980, en nojas" flag e trigo a lo largo del envejeci-
miento observaron un ceclive més rApicdo en actividad carbvo-
silésica que en fotosintética.

Asimismo ¥Friedrich y Huffaker 1980, en hojas intactas de cehada
en senescerncia,tampoco encontraron una correspondencia entre
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los méximos fotosintéticos y los de actividacd de RulP casa.
La tasa de fotosintesis neta por mg de RuBP-casa aumentd duran-
te las primeras etapas de la senescéncia foliar, indicando que
la RuBP~casa pudo estar en exceso originariamente.
La disminucidn méds répida de la actividad carboxilésica que
La fotosintética también se ha encontrado en este ‘trabajo

en condlciones de campo.
Una posible explicacién de esta falta de correspondencia seria
por cambios en la apertura estomética, originados en nuestro
caso por el envejecimiento, o bien en el caso de condiciones de
campo, por factores ambientales.
E1l cierre estomético reducir& la concentracién intercelular de
002 a valores cercanos al P.C.CO2 causando una inactivacibn par-
cial del enzima, con lo que una mayor cantidad de éste

no supondria . una mayor asimilacidn fotosintética.
Hall et al.lQ?B/encontraron asimismo que el descenso inicial
en actividad de la RuBP-casa durante la senescencia de la hoja
bandera de trigo fué mayor que el descenso en actividad foto-
sintética. Apuntan la posibilidad de que la actividad del en-
zima "in vitro" no refleje la actividad del enzima "in vivo".
lkn efecto, la actividad de la RuBP-casa "in vitro” en toda
una serie de plantas se considerd inadecuada para jugar un pa-
pel importante en la asimilacibén fotosintética debido a su ba-
ja afinidad por el 002, hasta que se mggoré el ensayo enzimé-
tico al descubrir su activacibén con Mg~ ¥y CO5 (ver revisibn

Lorimer 1981).

Es dificil calcular la cantidad de RuBP-casa necesaria para

una fijacién de 002 tipica de una planta C (20-30 mg 002 dm -2

h—l)
r4 a una concentracibén de 100 ppm (4, 5MHM en solucibén ) de CO5
en los lugares de carboxilacidén, con una diferencia de concen-

Seglin Delaney Y Walker 1978 dicha flgac16n se realiza-

tracién de 200 ppm con la atmdsfera externa. Segln BjSrkman

198%/deberia ser de 200 ppm (G)/uM) en los lugares de carboxi-

lacibn .

Aplicando la ecuacién de Michaelis-Menten, asumiendo que el en-

zima esté completamente saturado de substrato y valores de Vmax

de 404 mol CO,.g.p. fresco -1, pin~?! y Km (CO,) = 2Q/4M se ob-
vl 2 25 2% /

tiene una fijacidén de €O, de unos 67 mg dm - h™~. Incluso con-
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siderando una pérdida del 40% debido a la inhibicidn del 0, el
valor encontrado sigue siendo extraordinariamente elevado. To-
do ello nos muestra la dificultad de aclarecer la relacibn en-
tre actividades encontradas "in vivo" e "in vitro".

Tarquhar 1979,sugiere una posible regulacidn de la actividad de
la RuBP-casa "in vivo" mediante la tasa de suministro de subs-
trato, RuBPz. ,
Collatz 1980 demostrd que por encima de 2592C la concentracid

de RuBP2 en hojas de espinacas desciende rapidamente.

Is conocido el hecho de que existe una fuerte inhibicidn de la
actividad de la cadena de transporte de electrones a altas tem-
peraturas; por tanto ello repercutiria en la tasa de regenera-
cién de RuBP, y como consecuencia habria menor concentracién

de RuBP, y memnor asimilacidn de CO,.
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RELACION CON IOS P,C.CO

2

(figura Pag. 219~ 220 )

Existe una estrecha correlacidn entre la disminucidn en acti-
vidad carboxilésica y el aumento en los P.C.CO2 a lo largo de

la senescencia. La relacién, al igual que para la fotosintesis
no es lineal sino que sigue una ecuacidén de 22 grado ya que 1la
linealidad se rompe en las etapas finales de la senescencia,.

Ya se ha comentado en el apartado de la discusidn de los P.C.CO2
los diversos modelos que relacionan éstos con las propiedades
cinéticas de la RuBP casa (modelos de Bauwe et al 1980, Far-
quhar 1979, Peisker 1974, Laing et al 1974).

t

T =9, 4y Co,] donde 5 -

K . Rd / V_ max
c c

1~ Ra / VC max

0,5V, K,

Vo, ¥ V, son las velocidades méximas de la oxigenacidén y carbo-

xilacidn, respectivamente, y K ¥ Ko las constantes de Michaelis

Menten para 002 y 02. Asi pues, el P.C.CO2 depende, por una par-
te, de las velocidades méximas de oxigenacién y carboxilacidn

de la carboxilasa y por otra de la respiracidén oscura que tie-

ne lugar a la luz.
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4.1.7.- PROTETNAS SOLUBLES EN HOJAS ESCINDIDAS IE HORIE UM VULGARE L.

Uno de los primeros acontecimientos que se observan al iniciarse
la senescencia foliar es una pérdida en proteinas solubles (Hard-
wick et al 1968, Peterson et al 1973, Peterson y Huffaker 1975,
Patterson ¥y Moss 1979, Wittenbach 1978, 1979). La degradacién
protéica proporciona una fuente importante de N y S gque puede
utilizarse en partes en desarrollo de la planta. En la gréafica
de la pagina 230 se puede observar una disminucién paulatina en la
la cantidad de proteinas solubles que esté notablemente retar-
dada por el tratamiento con kinetina. Uno de los efectos de ésta
es la inhibicidn de la actividad proteésicé ( Thomas y Stod-
dart 1980,Wittenbach 1978).
La importancia de la determinacién de la cantidad en proteinas
solubles reside en el hecho que un 50% aproximadamente esté& cons-
titufdo por la proteina RuBRcés&Blenkinsop y Dale 1974, Peterson
y Huffaker 1975), por ello no es de extraflar las elevadas corre-
laciones entre cantidad de proteinas soluuvles y actividad carbo-
xilAsica encontradas en el apartado %.1.6.4. (ver grafica pégina
202 /-
Durante la expansibn foliar la RulP-casa se sintetiza activamen-
te, estabilizéndose a continuacidén y poseyendo un turnover muy
lento ( Peterson et al 1973, Kannangara y Wool house 1968) has-
ta la induccién de la senescencia.
Seglin Peterson y Huffaker 1975/durante la senescencia, la frac-
cidén de protefinas solubles correspondiente a FuBP-casa se sinte-
tiza més lentamente que el resto, por tanto, la protefina RuBP—casa
es la responsable de casi toda la disminucibén en proteina soluble,
(857%) .
La pérdida en proteina RuBP-casa durante la senescencia se acom-
pafia generalmente de una pérdida enactividad "in vitro" de la
RUEP—<asa y de un declive en actividad fotosintética ( Friedrich
y Huffaker 1980) hecho que corrobora las elevadas correlaciones
en este trabajo entre proteinas solubles - actividad RuBP casa
v proteinas solubles - fotosintesis (fisura pégina 222 ).
Sin embargo, la concentraciédn de Rul’P Ttasa que en general es ele-
vada, no se cree que pueda ser un factor limitante en las activi-
dades fotosintética y carboxilésica durante la senescencia.
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I Ty TAVIITIIDTY O RSTATYT TS A L " b - IV o AT
AoleRe~= RELACION ISNIRE MBEDIDAS RIONUIMICAS ¥ i INTERCAMIIC

GASEOSO _EN HOJAS ESCINDIDAS DE HORDEUM VULGARE L,

e ha encontrado de interés el estudiar el efecto de la senes-
cencia foliar sobre las relaciones entre medicdas de intercam-
tio maseoso ( Pn y ¥.C.C 2) v actividad de la Rul’P casa "in
vitro".

Los modelos utilizados han sido los de Farquhar y Caemmerer 1981.
A partir de los resultados obtenidos se ha llegado aljcdlculo del
cociente Rd / VC max ( Rd = respiracidn oscura a la luz), obser-
véndose un aumento con el envejecimiento. Ello indica que Rd
aumenta mds o bien disminuye menos que VC max implicando una re-
asimilacibn de 002 respiratorio menos eficiente.

Los valores de Rd obtenidos ( figura pag 240 ) esthn en la
gama de los citados para materiales semejantes, aunque la compa-
racidn con otros resultados no es facil debido a la dificultad
en medir directamente Ra.

Day y Parkinson 1983 obtiene valores entre 45 ~ 67/1mol dm-2 h“1
aunque en presencia de V, max mayores que los obtenidos aqui.
Peisker v Apel 1980,obtiene una respiracidén oscura de 42 mol
am e nt que se inhibe en un 70% en la luz. Sin embargo, en
Phaseolus vulgaris , Peisker et al .1961 ,observan valores de 120

/‘mol dm-g n~t,

En general se ha observado un incremento cOn comitante entre

P.C.CO2 v desprendimiento de 002 en oscuridad al envejecer las
hojas. En hojas de cebada,la respiracidn oscura pasa de 2%;(mol
am~2 n~! & m4s de 50 en tres dfas de incubacién en oscuridad.
(Peisker et al 1981).

La inhibiciéh a la luz de la respiracidén oscura debe decrecer
con el envejecimiento, debido posiblemente a niveles m&s bajos
de ATP por disminucibén en actividad fotosintética.

1 aumento en respiracidn oscura y el descenso contemporéneo
en inhibicién de ésta a la luz implica un aumento en Rd.

Sin embargo, no se ha observado asi eneste trabajo aunque al
inicio se incrementa con respecto a la fotosintesis.

Por los resultados obtenidos se observa que Rd corresponde a-
proximadamente a un 10% de la fotosintesis neta.

#n el chlculo de Rd también se ha tenido en cuenta que a baja
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concentracidn de 002, ¥ que corresponde afi , la carboxilasa
estd sélo parcialmente activada, obteniéndose valores de Rd
mas bajos que el valor sin dicha correccidn (ver figura pag
240 ). ' En el momento de la escisidn existe un incre-
mento en Rd triple correspondiente a un aumento de oxigeno des-
de 2,5 a 21%,
Se ha calculado Vc max a partir de Vc suponiendo -~ saturadsa

la RuzP - casa , al menos bajo los niveles de irradiacibn
utilizados en este trabajo ( Sicher y Jensen 1979, Perchoro-
witz et al 1982). Bajo este supuesto es posible calcular la
velocidad de carboxilacidn "in vivo" a partir de la actividad
enzimftica determinada en el extracto y a partir de aqui la
tasa de asimilacidn tedrica A.
n el momento de escisidén (dfa cero) dicha tasa estl de acuer-
do con la fotosinteésis neta ( Pn ) obtenida .
También las proporciones entre Pn y Vc max obtenidas correspon-
den a unos valores de actividad carboxilésica 5 0 6 veces
superiores & los de la actividad fotosintética coincidiendo con

Farquhar (1979).
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4.2.1.~- ACTIVIDAD DE LA RuBP-CASA EN HOJAS DE TRI TICUM AESTIVUM
CV_KOLIBRI. EFECTO DE LA EXTIRPACION IE LA ESPIGA.

La actividacd snzimética a2 lo larso del Jesarrollo vy envejeci-
niento de la ho.ia handera de trico en los dos ahos estudiados

muestra unas tendencias comunes como son

a) Incremento de actividacd en el periodo de pre-antesis. Lste
hecho es explicable por la fuerte presidn que implica la apa-
ricibén cde un sumidero (Herzosz y Stamp 1982).

Asimismo estd en coincidencia con incrementos encontrados en
los niveles de N P por otros autores ( Tapia L., Araus
J.L,Transi,A).

n) HMaximo durante los dias siguientes a la antesis (incluso
con un pico notable en 1981, coincidente con los indicados
por Patterson et al 1980 y Wittenbach 1979).

c) Dlescenso durante el periodo de llenacdo de mrano,siendo muy
marcado a partir de las <os semanas sicuientes a la antesis ¥y
coincidiendo con el inicio de la senescencia. Asimismo
estd correlacionado con pardmetreos estudiados por otros
investigedores. . Declive en Pn y aumento en resisten-
cia del ﬁeséfilo (Araus J.L Tapia,l.) declive en P (Fransi A),
declive en clorofilas (Vidal,M.D).
']l descenso meneral que tiene lupar durante la senescencia en
1a actividad carboxilédsica podria ser la respuesta de la plan-
ta al utilizar dicha proteina, que podria considerarse de al-
macenamiento, ya que existe en grandes canticdades y posee un
"turn-over" lento (Peterson-Huffaler 1975).Thomas et al 1978
encuentran una actividad elevada y constante hasta el décimo dda
despuds de la antesis, disminuyendo progresivamente a conti-

nuacibn.

s eonucLluu e wimono ce inhihicidn <e la Totosintesis causa-
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4

“o nor s axuivrecidn Te an semidero o consunidor Je asimilaZos
("ing et al 67, Rawson et al 77, Fondal et al 1979, Wareing 1973)
Peet y Xramer 1980 observaron en so.ia que el incremento en foto-
sintesis c¢ebido a la aparicién de un sumidero iba asociado a
incrementos en conductancias, tanto estoml&tica como del mesdfilo
vy que no estaba asociado a cambios en fotorrespiracidn con res-
pecto a fotosintesis. Las alteraciones en concuctancias al cam-
blarse las relaciones entre fuente ¥ sumidero (sink/source), han
sico descritas por cdiversos autores (Thorne v koller 1974, “oller
v ‘‘horne 1978, Setter y Brun 1978). X1 incremento en fotosinte-
siscebido a una demanda incrementada del sumidero conllevagsi-
mismo, un aumento en actividad de la RuBP carboxilasa en hojas
de so;ia (Thorne y Koller 1974) posiblemente debida a una senal
hormonal desde el sumidero (Treharne et al 1970 en Phaseolus
vulgaris)

on los resultados obtenidos en este trahajo,se observd que la
eliminacibén de un sumidero era poco efectivo en mantener la ac-
tividad de la RuBP carboxilasa; por el contrario, en las plan-
tas decapitadas y al final de la senescencia, se observd un des-
censo mis rapido en actividad.

Patterson et al.>980,encontraron asimismo solo un ligero efecto
de la extirpacibdn de espigas sobre la actividad cargoxilésica,
aunque no observaron en las etapas finales una variacién en el
patrdédn general de disminucibn, mientras que si se mostraba un
retraso de la senescencia en términos de pérdicda de clorofilas.
Seglin Paterson et al 1975 en cebada, al poseer RuBP-casa un
"turnover" muy lento, si no puede ser resintetizada en el clo-
roplasto, existe una incapacidad en recuperarse, incluso cuan-
do se eliminé la influencia de un sumidero.

“ondal et al 1978,en soia,realizd mediciones de actividad fo-
tosintética y carboxilésica hajo efecto de la supresidén de un
sumidero. &1 tratamiento fue:a) una Unica extirpacidn de flo-
res, yemas y &pices a partir del llamscdo "midbloom" (plantas

con floracidén en el 50% de los nudos), y b) extirpacidén inin-
terrumpida a partir de dicha fecha. Sus resultados muestran

una inhibicidn de la fotosintesis bajo los dos tratamientos,
mientras que la actividad carboxilésica no difiridé significati-
vamente en &stos respecto a los controles. Unicamente las plan-
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sas el apartado o) wmostraron a finales de la experiencia (2
meses) una actividad doble que en los controles.

Las diferencias encontradas entre los distintos equipos, son de-
bidas posiblemence a la utilizacidn de una metodologia diferente.
51 ligero efecto sobre la Ruii*casa en las etapas inmediatas a
la antesis de la supresidn del sumidero encontradas en esta te-—
sis, es debido prohablemente a que la decapitacidn se realizd
durante la antesis al ipgual que en los trabajos de Patterson y

Prun 1980. Parece que la respuesta provocada por el sumidero es
reversible tan sdlo antes de la antesis (Migus y Hunt 1981).



4.2.2.~ FOTOSINTESIS NETA EN HOJAS IE TRITICUM AESTIVUM oV @222
KOLIBRI Y SU RELACION CON LA ACTIVIDAD CARBOXILASICA.

La actividad fotosintética de 1la hoja bandera o " flag" de tri-
o variedad Kolibri muestra unos valores elevados durante el
periodo de pre-antesis (20mg CO, dm_2 n1 en hoja escindida).
Durante los diez primeros dfias después de la antesis la acti-
vidad se mantuvo aproximadamente constante, decreciendo a con-
tinuacibén de manera rapida (Peisker et al 1979). Los resulta-
dos obtenidos concuerdan con los de iMigus y Hunt 1980 en ho-
jas"'flag' de trigo variedad Fredrick, en los que observan una
plataforma constante de fotosintesis hasta 2.5 semanas des-
pués de la antesis, disminuyendo a continuacién. También As-~
lam y Hunt 1978/en Kolibri/observaron la misma tendencia.

Sin embargo, ésta puede ser distinta, encontrindose casos con
declives constantes (Wittenbach 1979, Aslam y Hunt 1978 en las
variedades Glenlea, Neepawa y Opal, Migus y Hunt 1980 en la
variedad Bezoskaya y Winzeler y NOsberger 1980 en la variedad
Tamos) .

Algunos autores (Wittenbach 1979 YPatterson y Moss 1979)encuen-
“ran incrementos lineares de fotosintesis durante el llenado

de grano '"grain - filling". Parece ser que la tendencia de-
pende del genotipo. '

Debe tenerse en cuenta que durante el periodo de post-antesis,
la hoja"flag"de trigo es la mayor suministradora de carbohidratos
encontrados en el grano (Evans et al 1977) por tanto, los fac-
tores que afecten en este periodo serédn importantes en el ren-
imiento final de la cosecha.

3e conoce la relacidn existente entre nitrbégeno foliar y la ta-
sa de interéambio gaseoso (Osman y IMilthorpe 1971).La demanda
incrementada por parte de la espiga implica un cdescenso en Ni-
trégeno foliar con una aceleracidén de la tasa de fijacidn de
COo, (Neales et al 1963, Mc Arthur et al 1975, Sinclair y de Wit
1976).

3in embargo, la creencla general ,es que las variaciones en fo-
tosi{ntesis no dependen de la concentracidn de nitrdgeno foliar
sino de las variaciones en apertura estomftica, habiéndose de-
mostrado gue las variaciones en fotosintesis correspondieron

a desviaciones en la transpiracién (Rawson et al 1976, Peisker
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vy Apel 1976).

Ixiste correlaciones entre irradiancia ¥y los puntos de va-
riacidén mls acusados de la fotosintesis. Se puede argumentar
que muchas variaciones en los mAximos de fotosintesis que son
considerados como efectos de las relaciones fuente / sumidero
(Pirecka y Daric-Wlodkowska 1963%, XKing et al 1967, Dunstone et
a1197%, fueron en parte debido a factores ambientales, hecho
que coincide con las correlaciones encontradas en este traba-
Vjo entre RuBP carboxilasa e irradiacibdn.

En la madurez dicha relacidn desaparecid cuando la irradiacidn
y la temperatura fueron demasiado elevadas para las hojas que
se encontraban en periodo de senescencia.

Seglin algunos autores, el factor limitante mAs importante en fo-
tosintesis es la conductancia estomftica (Frank 1981, Gifford

v Musgrave 1973, Jones 1973) , siendo la respuesta estomltica

. ¥ .
variable con la temperatura, el agua y otros procesos de "stress’
distintos entre especies y dependientes con la edad.

RALACION FOTOSINTESIS — ACTIVIDAD RuBP CARBOXILASA

(figuras phginas 257 )

La actividad fotosintética sigue unpatrdn parecido al de ac--
tividad carboxilésica. Sin embargo, se ha encontrado en los dos
anos estudiados que el declive final en actividad fotosintéti-
ca estd retrasado respecto al declive en RuBP-casa.

Algunos autores’ encontraroorrelacién entre el méximo de
fotosintesis‘y el méximo de actividad RuBP-casa, mientras que
otros sutores encuentran lo contrario (ver revisidn Zima y Ses-
tak 1979). Hall et al 1978 b) analizando trigo de primavera cre-
cido en tiestos de invernadero sncontraron un declive rapido
de RuBP-casa a los 40 dias después de la siembra, mientras que
1a tasa de fotosintesis varid lentamente durante 60 dias, ca-
yendo répidamente a continuacién.

Tampoco Thomas y Thorne 1975 encuentran una correlacién estre-
cha entre fotosintesis y actividad carboxilésica; la tasa foto-

sintética no varid con un aumento en abonos nitrogenados (has~
ta 200 Kg Ha"l), mientras que sf{ observaron una mayor acti-
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vidad enzimética.
En 1981 la media de la fotosintesis se realizd con hojas es-
cindidas, por tanto el perfodo previo de iluminaciédn que re-
cibibé la hoja antes de la determinacidén podia influir sobre
la actividad carboxilésica.
Sin embargo, al ano siguiente las determinaciones de fotosin-
tesis fueron realizadas en condiciones de campo por Araus J.L
y Tapia, L. en hojas unidas a planta, observéndose asimismo
dicha tendencia. Cabe destacar que también en condiciones de
laboratorio viene el declive en actividad carboxilésica 8si-
mismo adelantado con respecto al declive fotosintético.
Existe una publicacidén sobre modelos de asimilacibén de carbo-
no, en que se discute la importancia en investigar la rela-
cién RuBP casa y Pn (Lawlor y Pearlman 1981). Este modelo que
simula flujos de carbono en plantas bajo stress hidrico es-
t4 basado en la actividad y las propiedades cinéticas de la
RuBP carboxilasa / oxigenasa.
La resistencia principal a la fijacibn de CO, se localiza 4
nivel de carboxilacidn, mientras que la resistencia al trans-
porte de 002 aparece negligible, exceptudndo quizés las hojas ba-
jo un stress muy severo.
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4.2.3.,- 2.C.CO, EN HOJAS DE TRITICUM AESTIVUM CV KOLIBRI

(figuras Pag. 263 )

Durante la pre-antesis los P.C.CO, van disminuyendo hasta el ini-
cio de la antesis. A pariir de ésta se obtuvieron valores es-
tables que fueron aumentando a medida que avanzaba la senes-
cencia y que coincidieron con el declive en actividad carbo-
xilésica,

Tendencias similares a lo largo de la ontogenia también han
gido citadas por Tiché et al 1980, 0'Toole 1977, Peisker et
al.1981, Catsky et al.1976, y Catsky y Tich& 1979 en Phaseolus
vulgaris y por Samsuddin y Impens 1979,en Hevea brasiliensis.
También Kriedemann et al.1970, Salin y Homann 1971 y Fair et
al 1973,encuentran P.C. elevados en hojas muy jdvenes.
Sinembargo, algunos autores encuentran valores constantes en
el P.C.CO2 a distintas edades (Whiteman y Koller 1967, Hodg-
kinson 1974).

Wild y HS8hler 1978,no encontraron diferencias en los P.C.CO2
en hojas escindidas de Sinapis alba en las distintas edades
estudiadas (5 a 20 dfas de edad), y que correspondian Unica-
mente a la fase vegetativae. Asimismo Fair et al 193 a pesar
de encontrar fluctuaciones en hojas de cebada, éstas fueron

muy pequefias (menores del 10%).
En principio, el factor que se cree determinante de la obten-

cibén de P.C.CO2 elevados al inicio del desarrollo foliar,es
una respiracién de oscuridad elevada. Las hojas jévenes res-
piren en general mAs intensamente (Kriedemanl 1968, Kriedeman et
al.1970,en vid, Salin y Homan 1971,en tabaco, Fair et al. 1973,
en cebada; revisibén Sestak y Catsky 1967).

En las etapas iniciales del desarrollo, la planta utiliza las
reservas szucaradas y protéicas del endospermo hasta la for-
macibén de una estructura foliar adecuada que le permita una
autotrofia mediante la fotosintesis. Este proceso implica una
respiracién de base elevada, que se iré estebilizando y dis-
minuyendo al alcanzar la madurez (Hodgkinson 1974), (Peisker

et al 1981).
Asimismo, la fotosintesis aumenta su eficacia a medida que la



hoja alcanza un mayor desarrollo. Al finalizar el periodo

de expansidn foliar, la hoja posee su tasa méaxima fotosinté-
tica, disminuyendo a continuacibén. (ver revisibn Sestak y
Catsky 1967).

Por otra parte la fotorrespiracibén es baja en hojas jdvenes
(Cornic et al.1970, Kisaki et al.1973, Hodgkinson 1974) y
seglin algunos autores (Salin et al. 1971, 1974) es practica-
mente inexistente en los inicios de la formacién de la hoja.
A continuacidén parece discurrir de forma paralela a la foto-
sintesis (Cornic et al 1970, Kisaki et al 1973, Hodgkinson
1974, Peisker y Apel 1976). Sin embargo Fraser y Bidwel 1974
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no encuentran una correlacidn estrecha entre ambas actividades,

fotosintética y respiratoria ., Una respiracibén de oscuridad ele-

vada cuando la fotosintesis y la fotorréspiracibén alin no estén

bien desarrolladas puede llevar, cuando las hojas son jévenes a

la obtencién de P.C.CO, elevados.

Durante el crecimiento y desarrollo de la planta, la capaci-
dad fotosintética aumenta con respecto a la respiracidn, con
lo que es légico que los puntos de compensacién obtenidos en
la etapa de madurez de la planta sean los mis bajos y esta-
bles de todo el ciclo. ‘

En los trabajos de Tich &4 1980 y Peisker et al-1981, se mues-
tran ademéds de las variacienes envPCCO2 a lo largo de la on-
togenia, las variaciones en la conductancia a la transferen-
cia de CO, (g), también denominada "eficacia a la carboxila-

cién" por Forrester 1966, observéndose que transcurren de for-
ma totalmente inversa. Los bajos valores de "eficacia a la car-

boxilacién" en hojas jévenes han sido también hallados por
Dougherty et al, 979 y en hojas senescentes ,porlnai y lurata

"1979, También Samsuddin e Impens 1979 obtienen cambiss en re-
sistencias a la difusién de CO, anélogos a las variaciones en

P.C.CO2 durente la ontogenia.

Por otra parte, existen una serie de trabsjos (Hew et al 1969,
Kisaki et al 1973, Salin y Homan 1971, Wada et al 1967) que

ponen de manifiesto un incremento de enzimas ode la capacidad
fotorrespiratoria con la edad. Sin embargo, este hecho no de-

berd cambiar el P.C.CO2 si la capacidad fotosintética aumen-
ta simultdneamente.
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También se ha observado en este trabajo, al igual que en con-
diciones de laboratorio, que las partes dependiente e indepen-
diente al oxf{geno del P.C.CO2 muestran un aumento al envejecer.
(ver discusibdn apartado correspondiente).

4,2,4.,~ RELACION ENTRE MEDIDAS BIOQUIMICAS Y DE INTERCAMBIO
GASEOSO EN HOJAS DE TRITICUM AESTIVUM CV KOLIBRI .

(figura Pag. 268 )

Las relaciones observadas son andlogas a las obtenidas en con-
diciones de laboratorio. '

El cociente Rd / Vc max aumenta asimismo al envejecer la hoja
en condiciones naturales indicando de nuevo una reasimilacidn
menos eficiente del 002 respiratorio.

Los valores de Rd oscilan entre el 10 - 20% de la fotosinte-
sis neta variando a lo largo del ciclo.

La proporcién entre Vc max y Pn oscila asimismo entre los va-
lores tebricos de 5 y 6.

La tasa de asimilacidn tedrica de CoaﬂA)se asemeja en la. fa-
se de antesis a los valores de Pn obtenidos, !

4,2,5,~ RESPIRACION IIE OSCURIDAD EN HOJAS DE TRITICUM AESTIVUM

CV KOLIBRI
Se observd una tendencia al aumento a lo largo del perfodo

de post-antesis. Es conocido el incremento en respiraciédn

mitocondrial' al iniciarse los procesos de degradacidn en las
etapas finales de la senescencia (Salin y Homan 1973 Kriede-
man et al 1970) (revisidn Peisker et al 1981).

4,2.6.,~ PROTEINAS SOLUBLES EN HOJAS DE TRITICUM AESTIVUM

CV KOLIBRI
(figura Pal. 279 }

El patrén de proteinas solubles sigue los cambios en irradis-
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cibn y actividad carboxilésica, explicado por el hecho de que
la fraccién I protefca (considerada como RuBP crudo, es el com-
ponente mayoritario de las protefnas solubles).

Dicha correlacién ha sido encontrada por diversos autores (Tho-
mas y Thorne 1975, Wittenbach et al 1980), mientras que otros
(Mondal et al.1978) no observaron incrementos en protefnas so-
lubles al aumentar la actividad carboxilésica.

La RuBP casa constituye més de un 50% de las proteinas solu-
bles de la hoja (Kawashima y Wildman 1970). SEgin Wittenbach
1979,1a RuBP casa constituye en la hoja flag de trigo del 40~
45% de la proteina total soluble. Seghn este autor, esta pro-
porcidn permanecid invariable a lo largo de la senescencia
cuando la proteina RuBP-casa disminufa a una tasa superior que
la proteina soluble total. En nuestros resultados se puede ob-
servar, sin embargo, que en la fase final del envejecimiento
foliar, el nivel de protefnas solubles aumenta, explicado por
el hecho de que el método de Lowry utilizado no parece muy a-
decuado para tejidos en etapa final de senescencia (Witten-
bach 1980) ya que puede incluir amino&cidos libres y produc-
tos de degradacién que aparecen en la senescencia y que inter-
ferirfan en el momento de la determinacién.

4,2,7.,~ EFECTO IE LA TRRADIACION SOBRE LA ACTIVIDAD CARBOXILASICA
EN HOJAS DE TRITICUM AESTIVUM CV KOLIBRI .

En la figura de la pégina ( 281 ) se pone de manifiesto que
1a actividad de la RuBP casa esté bajo un cierto control am-
biental, enfeste caso de irradiacidén solar.

Incluso en las etapas finales de la senescencia de la hoja flag,
el descenso en actividad carboxilésica que se observa a par-
tir de unos 10 dfas después de la antesis se ve alterado en va-
rias ocasiohes, correspondientes a dias de fuerte irradiacién.
E1 efecto de la irradiaéibén en trigo cultivado en condiciones
de campo ha sido descrito por Di Marco et al 1979, observan-

do una estimulacidn solar diaria gque se repitidé toda la tem-
porada.

A pesar de que la relacién entre RuBP-casa e irradiacidén es-
capa a una cusntificaciédn, en este experimento, tanto en el
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periodo de pre-antesis como en las etapas finales del desa-
rrollo, es evidente un efecto positivo de la radiacidén solar
sobre la actividad carboxilésica.

Se puede observar varios picos de actividad que estén en fa-
se con el patrén de radiacidén total. Este hecho, sin embargo
no es cierto durante e inmediatamente después de la antesis.
Por otra parte,podemos observar en la figura de la pégina 284 ,
que no existe una relacibén clara entre la radiacidén total acu-
mulada durante una semana y la actividad de la RuBP casa.,

Es conocido el hecho de que tasas elevadas de fotosintesis in-
ducidas por incrementos en irradiacidén van acompafiados por un
incremento en la activacibén de la RuBP-casa (Bowes: et al 1972
Bjorkman 1965) Por su parte el laboratorio de Huffaker (Oben-
dorf y Huffaker 1970, Kleinkopf et al 1970, Peterson et al
1973), mostraron que tratamientos luminosos afectaban los ni-
veles de enzimas fotosintéticos, en particular RuBP -casa.
Seghn Machler y Nosberger 1980, la intensidad de luz afecta-
ria el estado de activacién de la RuBP-casa mejorando las con-

+ + en el

diciones de pH e incrementando la concentracién de Mg
sitio de accidn del enzima en el cloroplasto. Con todo ello

se provocaria una mayor afinidad del CO2 por la carboxilasa
(Bahr y Jensen 1978, Peschorowica y Jensen 1983). Sin embar-
go, a pesar de incrementarse la activacién de la RuBP-casa,
los niveles de ribulosa difosfato segln algunos autores per-—
manecieron constantes (Perchorowitz et al 1981 a,b) ; se sle-
ga que la limitacién luminosa de la fotosintesis podria der
debida tanto a la disponibilidad de RuBP, (que es baja a baja
irradiacién), como a la activacidén de la RuBP carboxilasa.

La utilizacién de sombreados es frecuente en trabajos en que

se estudia el efecto de la luz sobre la carboxilacidén. Se ha
visto que hojas crecidas bajo condiciones de sombreado natu-
ral (Bjorkman:-1968) o con baja intensidad de luz durante el
desarrollo (Eagles y Treharne 1969, Thorne y Koller 1974, Lloyd
1976, Blenkinsop ¥ Dale 1974 a), poseen bajas actividades de

Rubl~casa.
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5. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

SENESCENCIA FOLIAR EN CONDICIONES DE LABORATORIO

(Hordeum vulgare I.)

- E1 efecto de la hormona kinetina como retardante de la senes~
cencia en hoja escindida se puso de manifiesto en todos los
parémetros estudiados : tanto de intercambio gaseosdfbtosintesis
neta (Pr) y punto de compensacidn de COé), como sobre proteinas
El retraso producido fué aproximadamente de cuatro dias.

- La Pn, medida a dos concentraciones de O (21% y 2,5%), decli~
na répidamente con la senescencia siendo notable el aumento
del indice de inhibicidén por oxfgeno (I = Pn 2,5% - Pn 21% /
Pn 2,5%) .

~ E1 P.C.CO, se incrementa desde 19 ppm (2,5%) a 49 ppm (21%)

y con una tendencia exponencial al aumento con el envejeci-
miento.

Las partes dependiente e independiente al oxfgeno del P.C.CO,
{'y'GLaumentan con la senescencia y de forma més répida en
los controles. Los cambios de ambas son muy similares y re-
flejan la misma dependencia con la edad.

En modelos previos se considera que la parte dependiente al
02 del P.C.CO2 solo depende de las caracter{sticas cinéticas de
RuBP como carboxilasa y como oxigenasa. En base a los resul-
tados obtenidos (asf como también los de I) parece que estos
parfmetros deben cambiar con la edad..

- E1 declive de la actividad RuBP-casa con la senescencia es muy
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répido (80% en los primeros cuatro dias en los controles y algo
més lento con kinetina). y siendo &ste anterior al declive en
fotosintesis neta (Pn).

-~ La clorofila foliar disminuye después del inicio de las dismi-
nuciones en actividad carboxilésica y de proteinas solubles, sien-
do su declive paralelo al de la fotosfntesis neta .

SENESCENCIA FOLIAR EN CONDICIONES IE CAMPO (Triticum aestivum
cv Kolibri).

- La actividad de la RuBP carboxilasa muestra variaciones duran-
te la ontogenia foliar destacéndose, un aumento al iniciarse la
antesis, debido a presibén de sumidero y, un descenso a las dos
semanas, coincidiendo con el declive en fésforo, fotosintesis
neta y clorofilas y los aumentos en resistencias del meséfilo.
La actividad carboxildsica esté bajo un cierto control de la
irradiacidn recibida y solo viene afectada por la extirpacidn

de la espiga si se realiza ésta antes de la antesis.

- Las variaciones a lo largo del desarrollo foliar de las protei-
nas solubles siguen el patrén de la actividad carboxilésica.

- E1 patrdén de actividad fotosintética sigue aproximadamente al
de asctividad carboxilésica, salvo en las etapas finales del de-
sarrollo foliar, en las que declina antes que la mencionada ac-—

tividad.

- Los P.C.CO2 son elevados durante la juventud de las hojas, mues-—
tran estabilizacidn con la madurez y una posterior subida al en-
vejecer. ¥ qu sumentan, asimismo, con igual tendencia durante

la ontogenia.

RELACION ENTRE ENSAYOS BIOQUIMICOS Y DE INTERCAMBIO GASEOSO Y
SUS VARIACIONES CON LA SENESCENCIA FOLIAR

Se ha utilizado un modelo reciente que describe los P.C.CO2
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en términos de los parfmetros cinéticos del enzima RuBP - casa/
oxigenasa y respiracidn oscura a la luz Rd, con los siguientes
resultados :

~ Las tendencias son comunes en hojas con senescencia natural
o provocada por escisibn.

~ E1 cociente Rd/Vc max aumenta con la edad, lo cual indica que
Rd aumenta o disminuye menos que Vc max, implicando una reasi-
milacibn de CO2 respiratorio menos eficiente.

- La respiracibn oscura a la luz (Rd) representa 10 ~ 20% de 1la
fotos{ntesis nete » 8bservindose un Gescenso con el envejecimiento
folif?.l".

- Antes de iniciarse el envejecimiento foliar, la tasa de asimi-
lacibn de CO, tebrica A, se asemeja a los valores de fotosinte-~
sis neta medidos.

- Con la senescencia,A declina méds rédpidamente que Pn reflejan-

do la distinta tasa de declive de Vc respecto a Pn ¥ como
consecuencia se deducegque con el envejecimiento la actividad
carboxilésica es demasiado baja para responsabilizarse de la
Pn medida.:
Una explicacién seria una mayor proporcibnen la inactivacién
del enzima durante la extraccidén con el envejecimiento. Tam~
bién la constante de Michaelis-Menten para 002 "in vivo" pue-
de ser més baja que el valor utilizado para el célculo de v,
(29/4M) y de A "in vitro".

Expresadas en las mismas unidades se observd que :

L.a actividad carboxilésica de hojas maduras corresponde a seis
veces la actividad fotosintética. '
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