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ASIMILACION DE #CY ACUMULACION
DE FOTOSINTATOS EN EL GRANO DE TRES
VARIEDADES DE TRIGO

M.* PILAR CABEZUDO CABEZUDO

El presente trabajo ha sido realizado en la Unidad Estructural de
Investigacion de Quimica del Suelo y Nutricion Vegetal del Centro de
Edafologia y Biologia Aplicada del C.S.1.C. de Salamanca, bajo la direc-
cién de los Doctores D.* TERESA CRISANTO HERRERO, Investiga-
dor Cientifico, y D. RAFAEL MARTINEZ CARRASCO TABUENCA,
colaborador Cientifico; y presentada por el Profesor Dr. D. GREGORIO
NICOLAS RODRIGO, Catedrdtico de Fisiologia Vegetal de la Universi-
dad de Salamanca, a quienes expreso mi agradecimiento por su constante
ayuda y orientacion.

INTRODUCCION

La necesidad de aumentar la produccion agricola de cereales, sin basarse exclusi-
vamente en el incremento del abonado, hace que se precise una investigacion
orientada hacia el empleo de variedades de cultivo y de los procesos fisiologicos que
regulan la acumulacion de biomasa en el grano. Dentro de los procesos que intervie-
nen en este segundo aspecto, es de notable importancia el estudio de la fotosintesis,
ya que la mayor parte de la biomasa proviene del dioxido de carbono (CO2) que con
tiene el aire absorbido por las partes verdes del vegetal, mediante el proceso
fotosintético. Dicho proceso comprende dos fases sucesivas:

1.2 Fase fotoquimica, en la que tiene lugar la fotolisis del agua, con la consi-
guiente liberacion de oxigeno y formacion de poder reductor (NADPH), ademas de
acumulacion de energia (ATP) mediante el proceso de fotofosforilacion.

2.2 Fase independiente de laluz, aunque se ha comprobado que en cierto modo,
estd regulada por la luz. En esta fase se emplea el poder reductor y la energia
quimica, procedentes de la etapa anterior, para la reduccion del CO 2, dando lugar a
la formacion de compuestos organicos, entre los que cabe destacar el almidon, ya que
es el principal fotosintato acumulado como reserva en los granos de cereales.

Hacia mediados de este siglo, Calvin y colaboradores, partiendo de la base
teorica de que el paso de CO 2 del aire hasta una hexosa, implicaria una serie de
intermediarios, consiguieron dilucidar estas rutas con ayuda del Carbono-14 ais-
lando a distintos tiempos los productos resultantes de la fotosintesis sobre los cuales
aparece incorporado dicho Carbono-14. Segun ello, pueden senalarse tres etapas:

1. —Fijacion de CO 2.
2.2 —Reduccion de compuestos inorganicos.
3. —Regeneracion de los aceptores de CO 2.



16 M.* PILAR CABEZUDO CABEZUDO

Para que este proceso fotosintético pueda desarrollarse con plenitud en el inte-
rior de los cloroplastos, es necesario que la planta disponga de un adecuado suminis-
tro de luz, CO:, agua y nutrientes minerales, ademas de una temperatura adecuada,
va que la disponibilidad de estos elementos determina el grado de limitacién del
proceso fotosintético por los factores ambientales.

Aparte de estos factores externos, existen otros de orden interno, todos los cuales
en conjunto van a incidir sobre la fijacion y asimilacién del carbono, y por lo tanto,
sobre la produccion de biomasa.

Al estudiar el potencial fotosintético de la planta de trigo, que es uno de los
principales cereales cultivados en nuestra region, se ha observado que en el grano de
trigo se recupera menos biomasa de la que cabria esperar, por lo cual se considera de
interés contribuir a esclarecer los procesos fisiolégicos reguladores de esta capacidad
de los granos para acumular biomasa, lo que significa contribuir al conocimiento del
uso y distribucion de la energia que recibe la planta, con el propésito de lograr un
aprovechamiento 6ptimo de esa energia y una gran produccion de biomasa, cuyo fin
ultimo seria un incremento de la produccion agricola.

2 ANTECEDENTES

Aun cuando los sistemas de la moderna agricultura puedan aumentar el peso
vegetal total, la produccion de grano no aumentara por encima de cierto nivel, si la
capacidad del grano para almacenar metabolitos en limitada. Esta es una fuente de
ineficiencia en la conversion de la energia, que proviene de un imperfecto reparto de
la misma en el interior de la planta.

Actualmente se sabe que la mayor parte de la materia seca de la planta deriva de
la fotosintesis. THORNE (1973), asegura que la produccion de grano no aumentara
con un incremento de la fotosintesis, si la capacidad de los granos para aceptar
biomasa es reducida. Por tanto, la biomasa total depende del tamaiio y la actividad de
las partes fotosintéticamente activas, pero el crecimiento de un érgano particular
depende también del reparto, en el interior de la planta, de los productos asimilados;
de modo que la velocidad de crecimiento y el tamafio final de un 6rgano puede
entenderse como resultante del suministro de productos fotosintéticos por las partes
verdes, y de la demanda de esos productos que ejerce el 6rgano en cuestion.

En la actualidad, se desconocen bastantes aspectos sobre los factores que pudie-
ran limitar la capacidad del grano para acumular biomasa y que en definitiva,
determinan el peso del grano.

2.1 Estudios sobre los factores que determinan el peso
del grano de cereales.

Estos factores pueden agruparse de la siguiente manera, segin su incidencia en
las dos fases de desarrollo del grano: '

1.%.— Durante la fase de divisién celular, BROCKLEHURST (1977), sugiere
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que se alcanza un nimero de células endospérmicas que determina el tamario del
endospermo en el que se almacena almidon y proteinas. Ademas, se fija el nimero de
amiloplatos en el endospermo (BRUTTROSE, 1963), lo que determina el nimero
maximo de lugares de sintesis del mayoritario componente del grano: el almidon.
Asimismo, COCHRANNE Y DUFFUS (1983), sugieren que el nimero de amilo-
plastos y la velocidad de conversion de sacarosa en almidon son posibles factores que
determinan el peso del grano.

2.%.— En la fase de crecimiento o expansion celular, se produce la mayor parte de
la acumulacion de almidon y proteina. Por consiguiente, la duracion de esta fase
muestra claramente una relacion directa con el peso final del grano.

La duracion de la fase de division celular es dependiente de la temperatura
(HOSHIKAWA, 1962; WARDLAW, 1970), pero los factores del cese de la divi-
sion celular no se conocen, aunque se sugiere la posible influencia de la carencia o
insuficiente concentracion de metabolitos clave de los que depende la division
celular, o también la posible acumulacion de una sustancia inhibidora de dicho
proceso, (SPIERTZ and ELLEN, 1978).

BROCKLEHURST (1977), sugiere que el peso del grano depende del nimero
de células endospérmicas formadas. Sin embargo, MARTINEZ-CARRASCO .
THORNE (1979b), comprueban que el numero de células endospérmicas aumento.
pero el peso del grano no lo hizo; por lo tanto, sugieren que el mayor peso del grano
se deberia a un mayor tamano celular, como RADLEY (1976) sugirid. Asimismo,
MARTINER-CARRASCO y THORNE (1979a) sefnalan que la capacidad de de-
manda parecia ser el unico factor que restringia el tamano del grano durante el resto
del periodo de desarrollo del grano, cuando la provision de fotosintatos era abun-
dante. Esta copiosa provision de fotosintatos se consigue eliminando la mitad supe-
rior de la espiga, de manera que los granos remanentes disponen de mayor cantidad
de fotosintatos. Asi, RADLEY (1978). ha comprobado que los granos remanentes
presentan una concentracion en auxinas mayor y sintetizan almidon mas rdpida-
mente que los granos de espigas intactas. Ademas, la fotosintesis de la altima hoja no
resulta afectada por dicho tratamiento.

Asi como el contenido de nitrégeno de los granos se puede controlar principal-
mente por el suministro de nitrégeno (THORNE, 1981). sin embargo. no ocurre
algo semejante con el contenido de almidon, y se desconocen en parte, los factores
que controlan el movimiento de asimilados al grano. Parece ser que en el trigo el
movimiento de nitrégeno y carbohidratos hacia el grano son controlados indepen-
dientemente (MARTINEZ-CARRASCO y THORNE, 1979b).

Aunque dichos factores fisiologicos todavia siguen siendo desconocidos, no
ocurre lo mismo con los aspectos estructurales del grano de trigo, cuyo conocimiento
facilita la comprension de los procesos fisiologicos v por ello se indican a
continuacion.

2.2 Estudios respecto a la estructura del grano de trigo

En los altimos afos se han conseguido avances en el conocimiento de la morfogé-
nesis y estructura de los granos de cereales. Asi, se han analizado secciones transver-
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sales de semillas en desarrollo de trigos de primavera ingleses (EVERS, 1970) para
estudiar los modelos de formacion de las células endospérmicas-subaleurona, y las
del endospermo interno. Se encontrd que los dos tipos de células surgen por los
mismos procesos, pero difieren respecto al tiempo de iniciacion. Como un resultado
de las diferencias en edad, ambos tipos de células difieren en la cantidad de almidén
que contienen. Ademas se observo que durante los catorce primeros dias de haberse
iniciado la formacion del grano de trigo, el pericarpo ocupa una notable porcién del
grano; mientras que a partir de los catorce dias hasta la madurez, se reduce el
pericarpo y aumenta extraordinariamente el endospermo, de manera que llega a
convertirse en la porcidn significativamente mas grande del grano de trigo, y se
constituye como el principal tejido de reserva de la semilla. Estas células endospér-
micas fundamentalmente contienen almidén que es el principal fotosintato acumu-
lado como reserva. Este almidon se presenta en forma de granulos de diferentes
tamanos, que se pueden agrupar en los tipos siguientes:

Tipo A, comprende los granulos que se inician hasta los 12-18 dias después de la
antesis, durante la fase de division celular del endospermo, y la mayor parte de su
desarrollo ocurre también en esta fase. En la madurez presentan forma tipicamente
lenticular y su didmetro puede exceder de 30 micras (BROOKS et al., 1982).

Tipo B, agrupa los granulos que se inician y crecen durante la fase de aumento de
tamano de las células endospérmicas. Basicamente tienen forma esférica y su diame-
tro es menor de 10 micras (BROOKS et al., 1982).

Las variaciones en las condiciones durante las fases de division celular y creci-
miento en tamano del endospermo, pueden afectar a los respectivos tipos de granu-
los de almidén en diferentes grados (BROCKLEHURST y EVERS, 1977).

Mediante la microscopia electronica se ha puesto en evidencia el modo diferente
de formacién de los granulos de tipo A y de tipo B, y se ha comprobado la presencia
de una fisura ecuatorial en los granulos grandes (tipo A) y su ausencia en los
pequenos (tipo B), EVERS (1969).

En la madurez, los granulos de tipo B son mas numerosos que los del tipo A, pero
debido a que son de menor tamano, constituyen sélo el 30% aproximadamente, del
peso total del almidon almacenado en el grano de trigo (EVERS, 1974).

En relacién con lo indicado anteriormente, se han estudiado las distribuciones de
los tamanos de los granos de almidon preparados por proteolisis de semillas de
diferente tamano de trigo Maris Huntsman, y se ha comprobado que el numero de
granulos de almidon es mayor en las semillas «grandes rollizas» que en las «<pequenas
rollizas» y «arrugadas», aunque todas crecen bajo las mismas condiciones. La
proporcién de los granulos de tipo B es significativamente mayor en las semillas
«grandes rollizas» que en los otros dos tipos. Claramente, las distribuciones de los
diferentes tamanos de los granulos de almiddn reflejan diferencias en el modelo de
desarrollo de los respectivos tipos de semillas (BROCKLEHURST y EVERS,
1977).
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2.3 Aplicacion de radioisotopos al estudio de la fotosintesis y distribucion de
fotosintatos

Sen variados los instrumentos y métodos para medir la tasa o velocidad de
fotosintesis. Asi, STREBEYKO, (1967) aplica *CO: a hojas de Svringa vulgaris ...
y utiliza un rapido método radiométrico, disponiendo de un cilindro a presion donde
se almacena el aire marcado, que posteriormente se suministra a la hoja mediante
una camara de dosificacion. De esta manera se comprueba que la tasa de fotosintesis
esde 10-20mg CO:2.dm?2 . h!.

Del mismo modo, SHIMSHI (1969) emplea un sistema similar al usado por
STREBEYKO (1967), en el que se almacena el aire marcado con #CO 2 en el
interior de un cilindro de acero, permitiendo asi un gran nimero de medidas.

Posteriormente, se introducen modificaciones utilizando dispensadores automa-
ticos que ayudan a simplificar el proceso de dosificacion de aire marcado. Sin
embargo, la recarga del cilindro representa una desventaja en los trabajos experi-
mentales de campo. Para superar este inconveniente, FERNANDEZ (1978). des-
cribe un método que permite llevar a cabo experimentos en el campo. sin depender
del laboratorio para la produccion de aire marcado, empleando un globo de polieti-
leno cuyo llenado tiene lugar a la presion atmosférica y se suministra por medio de un
dispensador automatico a la camara de dosificacion, debidamente adaptada a la hoja
que se va a estudiar.

Respecto a los estudios sobre la distribucion de fotosintatos, el isotopo Carbono- 14 a
contribuido, en gran manera, a esclarecer muchos puntos. De esta forma, SHAN-
NON (1972) estudia la distribucion de la radiactividad en los glicidos del grano de
maiz, en distintos momentos después del tratamiento con “CO >, asi como la
velocidad de migracion de dicho '#C en el endospermo del grano de maiz.

Asimismo, se ha estudiado el efecto de la fertilizacion nitrogenada en la distribu-
cion de fotosintatos producidos antes y después de la antesis en trigos de invierno
altos y semi-enanos (MAKUNGA et al., 1978), comprobandose que la mayoria del
carbohidrato producido por la fotosintesis en la altima hoja después de la antesis se
dirige hacia el grano. Mas del 90% de la radiactividad remanente en la planta en la
madurez, se encontré en la espiga y la mayoria del 1+C de la espiga estaba en el grano.
Similares proporciones encuentran en trigos de primavera PEARMAN et al.,
(1878). Asi, cuando el 4C se suministra 25 dias después de la antesis a la tltima o
pentltima hoja, mas del 90% de la actividad se encuentra en la espiga madura.
Menos del 5% del 4C, en la madurez, se encuentra inmovil en la hoja que se ha
expuestoal #CO:2. Y entre el 2 y el 6% del 1+C suministrado se encuentra en las otras
partes de la espiga diferentes al grano (MAKUNGA et al., 1978).

3 DESARROLLO DEL TRABAJO
De acuerdo con lo ya indicado, se pretende contribuir a esclarecer los procesos

que limitan la capacidad del grano de trigo para acumular biomasa, observando si los
diferentes tamanos y numero de los granulos de almidon guardan una posible
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relacion con el proceso suministro —demanda de fotosintatos en el grano de trigo—.
Para ello se hace un estudio comparativo de tres variedades de trigo (Triticum
aestivum L.). y se reduce artificialmente el nimero de granos por espiga, con objeto
de proporcionar mas asimilados al grano y observar si éste los acepta.

Se emplea 14C para el estudio posterior de la distribucién de fotosintatos y su
acumulacion en el gramo de trigo. Este 1+C se suministra a la tltima hoja de la planta
porque se considera que es la fuente mas importante de suminsitro de asimilados a la
espiga (THORNE. 1965: APEL et al., 1963), citados por HERZOG, (1982).

3.1 Diseno experimental

El trabajo consite en un experimento factorial, con dos bloques o repeticiones, en
el que los dos factores son la variedad y el corte de la espiga.

El primer factor tiene tres niveles correspondientes a las tres variedades de trigo
de invierno empleadas: SPLENDEUR (semilla certificada R-1), empleada actual-
mente en muchos cultivos agricolas de nuestra region, HOBBIT y MARIS HUNTS-
MAN (procedentes de National Seed Development Organisation, Cambridge,
England).

El segundo factor tiene cuatro niveles: espiga intacta, espiga cuya mitad superior
se corta en la antesis (dia cero), a los cinco y a los quince dias después de la misma.

Con este tipo de tratamiento se pretende estudiar el efecto ejercido por la
alteracion de la relacion fuente/colector (espiga), durante varias fechas de desarrollo
del grano, como son la antesis, cinco y quince dias después, que precisamente
coinciden las dos primeras con la fase de division celular del endospermo, y la dltima
con la fase de expansion celular.

La fecha que se toma como punto de partida (dia cero) es cuando al menos el
50% de las espigas de una determinada variedad alcanzan la antesis.

3.2 Desarrollo del cultivo

El trigo se cultiva en macetas Mitscherlich de cinco litros de capacidad y libre
drenaje. Elsuelo procede de la finca experimental Mufiovela, es de tipo arenolimoso,
con valor aproximado de pH 7, y rico en nutrientes.

A finales de otono tuvo lugar la siembra, y se guidamente las macetas se
colocaron al azar en dos bloques dispuestos en el interior de una jaula de malla
metalica. que se encuentra situada al aire libre, de modo que todas las plantas
sufrieron el periodo de vernalizacion necesario para el normal desarrollo de su ciclo
bioldgico.

Con el propésito de conseguir que la incidencia de la radiacion luminosa sea lo
mas equitativa posible para todas las plantas, se coloca una serie de macetas,
sembradas de manera similar a las experimentales, en los bordes de cada bloque, de
manera que sirven como hilera de guarda.

A mediados de marzo se efectia el aclareo de las macetas, dejando 16 plantas por
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maceta. A mediados de abril se cortan los tallos laterales, dejando sélo el principal de
cada planta.

A primeros de junio se trasladan todas las macetas a una camara de crecimiento
(Fitotrén), dentro de la cual se consiguen unas condiciones controladas de intensidad
luminosa (400 E. m2 . s1), de temperatura (20° C durante las 16 h. de luz al dia, y 15°
Cen las 8 h. de oscuridad), y de humedad relativa (76%).

3.3 Soluciones nutritivas

A principios de noviembre se afiaden a cada maceta 300 ml. de una solucion
nutritiva que contiene 2.19 g/1 de fésforo y 4.67 g/1 de nitrégeno. El 25 de abril, y de
nuevo el 15 de junio, se anaden 200 ml. por maceta de una solucién nutritiva
completa analoga a la empleada en Long Ashton (HEWITT, 1966).

3.4 Tratamiento con14CO:z.

Ademads de los anteriores tratamientos, se suministra aire marcado con 4CO:z ala
ultima hoja de cuatro plantas de trigo por cada tratamiento, variedad y bloque, a los
23 dias después de la antesis.

El proceso a seguir puede dividirse en los siguientes pasos:

1. —Fabricacion del 14CO 2.

2. —Almacenamiento de la mezcla de gases y comprobacion de su
concentracion de didxido de carbono.

3. —Dosificacion de la ultima hoja de las plantas de trigo con el aire
marcado.

3.4.1 Obtencion del “CO:

Se pretende conseguir aire que tenga una concentracion de diéxido de carbono
semejante a la ambiental, pero que parte de éste tenga en su molécula Carbono-14.

El di6xido de carbono se obtiene de la reaccion de carbonato barico con dcido
lactico, como se muestra esquematicamente en la siguiente reaccion:

CO;Ba CO»
+ 2(R-COOH)
“CO,Ba 14CO,

+ (R-COO),Ba + H:O

Se utiliza carbonato barico normal y carbonto barico marcado con el prop6sito de
obtener un gas con una actividad especifica determinada. Para ello se pesan 0.5559 g.
de CO 3Ba (quimicamente puro, Merck), y 0.016 g. de 14CO 3Ba, cuya actividad
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especifica es de 7.33 MBq. mg! (procedente de Amersham Center). Esta mezcla se
deposita cuidadosamente en el fondo un un balén de reaccién de tres salidas, una de
ellas conectada a la atmdsfera con intermedio de tubos de cal sodada y Cl2Ca;otra se
adapta a una bureta por la que se afiaden lentamente 15 ml y posteriormente 20 ml,
en exceso, de acido lactico al 50% (quimicamente puro, Merck), y la tercera salida se
une a una bombona de presion (A) de 7 litros de capacidad en la que se ha hecho el
vacio.

Al comenzar la reaccion y producirse la liberacion del diéxido de carbono, se
permite el paso del mismo a la bombona (A) que ejerce una succién debido a que en
su interior se hizo el vacio previamente.

3.4.2 Almacenamiento del aire marcado y comprobacién de su concentraciéon de
diéxido de carbono.

Una vez finalizada la reaccion, se desconecta la bombona (A) del sistema
generador y se le anade aire exento de CO 2, procedente de una bombona (B) cuya
presion es de 196 atmoésferas y que dispone de una valvula antirretorno para impedir
el retroceso del gas; de modo que este aire exento de CO 2, se mezcla en la bombona
(A) con el di6xido de carbono, hasta alcanzar en ésta una presion de 25 atmésferas.

Seguidamente, se comprueba la concentracion de diéxido de carbono del aire
almacenado, con el analizador de gases infrarrojos (IR G A).

Se obtienen por tanto, unos 175 litros de aire marcado, cuya concentracion de
dioxido de carbono es de 350 p.p.m. y actividad especifica 670 KBq/litro.

3.4.3 Suministro de aire marcado a la altima hoja de las plantas de trigo

La bombona A provista de un manorreductor, se conecta a un rotimetro para
medir el flujo de gas (litros/hora) y a continuacion se adapta la camara de dosifica-
cion. Esta camara esta formada por dos placas de metracrilato que encierran una
microcamara propiamente dicha, cuyas dimensiones son 10 cm X 1.0 cm (RA-
DLEY, 1978), y esta montada sobre pinzas metélicas que sirven para abrirla y
cerrarla.

En el interior de esta microcamara se introduce la hoja cuidadosamente exten-
dida. A continuacién se suministra un flujo aproximado de 20 I/h de aire marcado,
que al entrar en la cdmara, se distribuye uniformemente por medio de una serie de
conductos, creando un ambiente homogéneo en la microcamara, dentro de la cual
permanece durante 30 segundos la parte de la hoja (10 cm?) realizando sus funciones
bioldgicas (fotosintesis).

A la salida de la camara se adapta una torreta que contiene cal sodada para
obtener el #CO 2, e impedir su escape al exterior.

A los diez minutos después de la dosificacion, cuando se supone (LUDWIG and
CANVIN, 1971; PEARMAN et al., 1981) que se ha perdido el “C usado en
fotorrespiracion, se elimina la hoja marcada de dos plantas pertenecientes a cada
tratamiento, variedad y bloque. Estas hojas rdpidamente se introducen en una
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nevera a baja temperatura; seguidamente, se colocan entre dos laminas de papel de
filtro en el interior de una prensa que se introduce en una estufa Heraeus a 80°C,
durante 24 horas. Despues se guardan en sobres de papel, hasta proceder a su
analisis. Estas hojas permitiran obtener informacion sobre el #C tomado por cada
planta durante los 30 segundos de su dosificacion.

Las dos plantas restantes de cada tratamiento, variedad y bloque, conservan su
hoja dosificada hasta la época de recoleccion.

4. METODOS DE ANALISIS. RESULTADOS

Se pueden distinguir los siguientes grupos de métodos a seguir, segun las caracte-
risticas de la muestra que se investiga:

1.—Estimacion de la absorcion de #C por una superficie conocida de las hojas
separadas de la planta a los diez minutos después de su exposicion al aire
marcado.

2.—Determinacion del 4+C almacenado en el endospermo del grano de trigo.

3.—Recuento del nimero y tamano de los granos de almidon, contenidos en dicho
endospermo.

4.1. Estimacién de la absorcion de 14C por la planta

De cada hoja separada de la planta a los diez minutos de su dosificacion, después
de haberla prensado y secado, se corta una superficie rectangular de 2 cm? que esta
comprendida dentro del area dosificada, se pesa y se coloca en un tubo de vidrio
pyrex de 9 ml de capacidad, al que se anaden 2.5 ml de NO s Hal 35%, segun la
técnica descrita por FERNANDEZ (1978). Asi. en vitrina de gases. se procede a la
digestion de la muestra calentando los tubos en un bano de agua a 90°C durante 5
horas, tapados con un tapon sin ajustar herméticamente.

4.1.1. Preparacion de muestras para la deteriminacion de 14C por centelleo liquido.

En viales de plastico de 8 ml de capacidad, se mezclan 3.5 ml de liquido de
centelleo PCS, con xileno como solvente (Amersham, England), con 1 ml de solu-
cion de planta obtenida de la disgestion anterior en medio nitrico, y | ml de agua.
Esta ultima tiene por mision rebajar la acidez de la solucion para que pueda
mezclarse con el liquido de centelleo y evitar que se produzcan dos fases. De este
modo se obtiene un gel homogéneo y trasparente.

La determinacion de 1+C se realiza con un contador BECKMAN LS 1800, capaz
de alcanzar una eficiencia de 95% y que presenta varias posibilidades, entre ellas la
correccion de extincion (quench) mediante el Numero H” (HORROCKS, 1977).y
calculo de DPM.

Para valorar la extincion producida por los componentes quimicos de la solucion
problema, dicho aparato utiliza un subprograma, que compara la altura del punto de
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inflexién de la curva del extremo «Compton», producida por Cesio-137 en una
muestra sin extincion, con la altura de dicho punto en una muestra con extincién. La
desviacion entre ambos valores de un Numero H”’ que mide la capacidad de extin-
cion de la muestra, y que no depende del volumen del vial, ni de la naturaleza del
mismo.

A efectos de programar el calculo de DPM, se prepara una curva de extincion con
una serie de 10 patrones de extincion creciente. Para ello se pone en cada vial 3,5 ml
del mismo centelleador PCS y se afiade una cantidad conocida y constante de 1414C
(0,2 mil de solucién radiactiva patr6n) y cantidad variables de solucién de extincion-
(solucién de planta inactiva en medio nitrico). Se cuentan los patrones y se obtiene el
nimero H” de cada vial y la eficiencia de contaje (50% - 95%), asi como los
coeficientes de una curva del tipo siguiente:

In. Eficiencia= A + B(H”) + C(H”): + D(H")s.
4.1.2 Elaboracion de los patrones

La preparaciéon de patrones con cantidad conocida de '“C se realiza de la si-
guiente forma: se pasa una corriente del gas utilizado en la experiencia por tres tubos

CORTE de la espiga
VAKIEDAD I 0 5 15 X
SPLENDEUR 307122 143119 297649 257855 251436
HOBBIT 306406 188776 265698 293120 263 500
HUNTSMAN 243 316 96987 189027 140200 167 382
X 285614 142960 250791 230391
ESD Variedad 68 202; ESD Corte 78 753

TABLA I.—Asimilacion de 14C por la hoja (desintegraciones por minuto. DPM)

consecutivos, que contienen 20 ml de NaOH 2N cada uno, a una velocidad de 5
litros/hora. Al cabo de una hora se cierra el paso de gas y se transvasa el liquido de los
tubos a un matraz aforado de 250 ml, recogiendo bien con agua el liquido de las
paredes, y se enrasa con agua. Se tiene asi la solucién A 1 que contiene 20 ml gas/ml,
lo que equivale a 13,4 HB ¢ml.

De esta solucion reserva se preparan otras dos dilucién 1/100 y 1/100 de las que
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se toman las cantidades adecuadas para las curvas de extincion.

Una vez obtenida una curva para cada variedad de plantas, se cuentan los
problemas y automaticamente, segiin su Nimero H”, se halla la eficiencia de contaje
en la curva de extincion y de ahi se obtienen DPM, segin la férmula siguiente:

CPM - Fondo
DPM=

Eficiencia

Las muestras se preparan por duplicado y se repite dos veces el contaje de cada
una. calculandose al final la media de dichos valores como representativa de las DPM
que ha tomado la planta en la superficie de la hoja sometida al tratamiento con 4C,
(Tabla 1).

+4.2. Determinacion del 14C almacenado en el endospermo del grano de trigo.

Se emplea la técnica de centelleo liquido citada anteriormente, introduciendo
alguna variacién en la programacion del contador, debido a que ahora las muestras
tienen extincion costante.

Previamente se desarrolla el siguiente proceso:

Una vez alcanzada la madurez, se cortan las plantas que conservan su hoja dosificada
(dos plantas por tratamiento, variedad y bloque).

Se separa la plantaen tres partes:

a) Hoja tratada.
b) Granos de espiga.
c) Restos de la planta.

Todas ellas se secan en estufa a 80° C, y posteriormente se pesan para obtener el
peso seco de cada parte.

4.2.1 Aislamiento de los granulos de almiddn.

La digestion de la malla de proteinas que «aprisiona» los granulos de almidon,
dentro de la semilla de trigo, se efectiia macerando dichas semillas durante 8 dias a
10° C en 10 ml de una solucién acuosa conteniendo 0,05% de pronosa E. 70000
PUK/g. (Merdck), y 0,01% de thiomersal (BDH), para un gramo de trigo aproxi-
madamente.

A cada muestra se anaden tres gotas de 2 - mercaptoetanol (Merck) para
prevenir la actividad polifenoloxidasa y la pigmentacién marrén negruzca resultante,
(BROCKLEHURST and EVERS, 1977).

4.2.2. Separacion de los granulos de almidon.

Finalizado el periodo de digestion enzimatica, se trituran los granos de trigo con



26 M.* PILAR CABEZUDO CABEZUDO

una varilla de vidrio en el mismo frasco, con el fin de extraer el almidon. La pasta
resultante se filtra por muselina para separar el pericarpo, y el filtrado se recoge en
un matraz aforado que se enrasa con agua a 10 ml.

Para conseguir una separacién de los granulos de almidén, segtn el diferente
tamano de los mismos, se ensayan los siguientes métodos:

A) Centrifugacién de un gradiente de sacarosa constituido por 1 ml de cuatro
concentraciones diferentes de sacarosa: 80%, 60%, 40%, y 20% al que se anade
encima 1 ml de la solucién de almidén problema (WILLIAMS & DUFFUS. 1977).
La separacion no fue satisfactoria.

B) Separacion de los distintos granulos a su paso por una serie de tamices de
mayor a menor orificio de malla (EVERS et al., 1977), de modo que los granos
mayores quedarian sobre los primeros tamices, y en el fondo se recogerian los mas
pequenos. Este método exige elevadas diluciones para recoger la muestra, y por este
motivo se consideré inadecuado.

C) Elmétodo utilizado fue la separacion segin el gradiente de sacarosa, indi-
cado anteriormente por WILLIANS & DUFFUS (1977), sustituyendo la centrifuga-
cion por la caida libre de los respectivos granulos de almidén, lo que ocurre de
acuerdo con la ley de Stokes, y permite reparar la capa de sacarosa del 80% con una
gran mayoria de granos de tipo A, mientras que en las capas superiores permanecen
los de menor tamaiio, es decir, del tipo B.

SO micras

FIGURA I.—Fotografia de los granulos de almidon extraidos en sacarosa del 80%.
Microscopio 6ptico: 400 aumentos.
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La separacion se lleva a cabo en tubos de 12 mm, de didmetro, provistos de una
llave inferior que permite obtener las siguientes fracciones del gradiente:

1.°—La capa del 80% que contiene los granulos de almidon de mayor tamano.

2.°—La capa del 60% que contiene los granulos de tamano intermedio.

3.°—La capa con el resto de sacarosa (40% vy 20%) y la solucion anadida. que
contiene los granulos mas pequenos.

El tiempo que transcurre durante la separacion es de tres o cuatro horas. Los
granulos de almidon separados en cada fraccion se muestran en las figuras 1,2y 3.

SO micras

FIGURA 2. —Fotografia de los granulos de almidon extraidos en sacarosa del 60%.
Microscopio optico: 400 aumentos.
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ﬁ

50 micras

FIGURA 3.—Fotografia de los granulos de almidén extraidos en sacarosa del 40% y del 20%.
Microscopio 6ptico: 400 aumentos.

4.2.3. Programacién del contaje de 14C.

Se ha comprobado que la extincion originada por la solucion problema (sacarosa
con granos de almidén), no oscila practicamente al variar las cantidades de la misma.
Por ello, se prepara una serie de cinco patrones con una cantidad constante de
solucién radiactiva de DPM conocidas. Se selecciona el vial cuyo contaje estd mas
cercano al valor medio, y éste es el patron que se cuenta con la serie de problemas,
que presentan un Nimero H” sensiblemente igual al del patrén.

Se utilizan viales de 18 ml en los que se depositan 5.5 ml de centelleador PCS
(Amersham) y 5 ml de solucion problema (con la sacarosa previamente diluida hasta
una riqueza del 20% ), de modo que se obtiene un gel, transparente y homogéneo.

Poniendo en marcha el subprograma factor de compensacién de extincion
(QCF), queda ajustada la anchura del canal de contaje de forma que no existen
pérdidas de extincion.

Con la introduccién de un tactor apropiado que tiene en cuenta la eficacia de
contaje del patrén, asi como las diluciones sufridas por los problemas, pueden
obtenerse como resultado final DPM/ml en cada fraccion; y posteriormente DPM de
cada fraccion, que se agrupan respecto a granulos de almidén de tipo A( > 10 pm) y
granulos de tipo B ( < 10 um), lo que origina finalmente DPM totales acumuladas en
la espiga en la madurez (Tabla 2).

Ahora bien como los distintos tratamientos utilizados en este trabajo dan lugar a
espigas con distinto nimero de granos, es preciso referir los valores globales expresa-
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dos anteriormente, a 14C acumulado por grano de trigo, bien en los granulos A 6 B
bien en el total de ellos. El cilculo se realiza con ayuda de una tabla standard (Tabla
3), que indica el nimero de granos por espiga de cada variedad y tratamiento
utilizados en esta experiencia.

El conjunto de valores asi obtenidos se expresa en las tablas 4, 5 y 6.

CORTE de la espiga
VARIEDAD I (0) 5 15 X
SPLENDEUR 110578 84588 37017 86586 79717
HOBBIT . 153334 91880 126821 138583 127 654
HUNTSMAN 104 029 2036 50469 46723 60 814
X 122647 59501 84769 90664
ESD Variedad 24 759; ESD Corte 28590

TABLA 2.— Acumulacién de !4 C en los granulos de almidén — total por espiga —
(desintegraciones por minuto, DPM).

CORTE de la espiga
VARIEDAD I 0 5 15 X
SPLENDEUR 37.3 27.6 19.7 19.3 26.0
HOBBIT 43.1 16.8 29.3 13.0 25.6
HUNTSMAN 29.1 15.0 12.2 10.6 16.7
X 36.5 19.8 20.4 14.3
ESD Variedad2,6; ESD Corte 3,0

TABLA 3.—Numero de granos por espiga



CORTE de la espiga
VARIEDAD I 0 2 10 X
SPLENDEUR 1753 1995 1078 1656 1621
HOBBIT 2173 3404 2 862 2553 2748
HUNTSMAN 2154 89 1537 3234 1753
X 2027 1829 1 825 2481
ESD Varieadad 501; ESD Corte 578
TABLA 4.—Acumulacién de 14C en los granulos de tipo A/ grano de trigo.
(desintegraciones por minuto, DPM)
CORTE de la espiga
VARIEDAD 1 0 5] 15 X
SPLENDEUR 1330 1034 774 1907 1261
HOBBIT 1538 1992 1523 2079 1783
HUNTSMAN 1587 52 1079 1531 1062
X 1485 1026 1125 1 839
ESD Variedad 683; Corte 789
TABLA 5.—Acumulacién de 4C en granulos de tipo B/grano de trigo.
(desintegraciones por minuto, DPM)
CORTE de la espiga
VARIEDAD I 0 5 15 X
SPENDEUR 3083 3029 1 852 4777 3185
HOBBIT 3711 5396 4 385 4633 4532
HUNTSMAN 3742 142 2616 4765 2816
X 3512 2 856 2951 4725
ESD Variedad 1 736; ESD Corte 2 004

TABLA 6.—Acumulacion de 14C en cada grano de trigo
(desintegraciones por minuto, DPM)
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4.3 Recuento del niimero y tamaiio de los granulos de almidon

Para el recuento de los granulos mayores de 15 micras se utiliza un contador ae
particulas COULTER COUNTER ). Se toman 2 ml de la ultima fraccion recogida
del gradiente (sacarosa del 40%, 20% y resto de solucion), se anaden a 100 ml de una
solucion electrolitica comercial: ISOTON 11, y se pasan al COULTER fijando el
volumen a tomar en 0,05 ml. De este modo se cuentan las particulas comprendidas
dentro de los siguientes tamanos: mayores de 2. 5, 10y 15 micras.

Los granos de mayor tamano, contenidos en las fracciones de 80% y 60% de
sacarosa se cuentan en un microscopio optico (NICON), utilizando una Camara
Neubauer, cuya reticula presenta los cuadros grandes con dimension de 0.0625 mm?
% 0,1 mm, algunos de los cuales estan divididos en 16 mas pequenos de 0.0025 mm?
x 0.1 mm, cuyo lado tiene una longitud de 50 micras. Esta referencia, junto con la
presencia- de una escala micrométrica en el ocular del microscopio son las que se

CORTE de la espiga
VARIEDAD I 0 5 10 X
SPLENDEUR 54.19 62.54 79.45 69.84 66.50
HOBBIT 83.42 80.45 86.93 86.28 84.27
HUNTSMAN 63.05 56.23 67.26 75.14 65.42
X 66.89 66.40 77.88 77.09
ESD Variedad 11.11; ESD Corte 12.83

TABLA 7.— Granulos de almidon de tipo A
(millones de granulos’ grano de trigo)

emplean para contar el numero de granulos de almidon agrupados por distintos
tamanos. Los intervalos de medida son de 2 a 5 micras, y de 5 a 10 micras, tamanos
que corresponden a granulos de tipo B, y entre 10 y 30 micras, y mayores de 30
micras, como granulos de tipo A.

Una vez introducido el factor adecuado a los volumenes utilizados en la determi-
nacion, se obtiene el naumero de granulos de cada tamano en la muestra analizada,
que posteriormente se refiere a nimero de granulos por espiga, y una vez introducido
el valor standard del nimero de granos en la espiga de cada variedad y tratamiento
(Tabla 3), se tienen los resultados en nimero de granulos por grano de trigo, tanto de

(1) Agradezco al Profesor Dr. D. Angel Domiinguez de la Facultad de Biologia su ayuda en la utilizacion de dicho
contador.
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tipo A (Tabla 7). como de tipo B (Tabla 8), asi como de alguno de los subgrupos que
se han hecho para el recuento dentro de cada uno de los tipos indicados (Tablas 9 y
10) segun variedades y cortes.

Finalmente la suma de los valores expresados en las tablas 7 y 8, permite obtener
el numero total de granulos de almidon almacenados en el endospermo de cada
grano de trigo (Tabla 11).

CORTE de la e§piga
VARIEDAD I 0 5 15 X
SPLENDEUR 114.39 120.22 118.42 116.04 117.27
HOBBIT 77.33 134.17 132.62 117.90 115.51
HUNTSMAN 78.34 123.30 142.02 118.68 115.58
X 90.02 125.90 131.02 117.54
ESD Variedad 11.08; ESD Corte 12.80

TABLA 8.—Granulos de almidén de tipo B
(millones de granulos/ grano de trigo)

CORTE de la espiga
VARIEDAD I 0 5 15 X
SPLENDEUR 4.66 4.90 7.23 4.93 5.43
HOBBIT 12.19 9.82 7.52 9.31 9.71
HUNTSMAN 5.54 5.63 5.04 6.19 5.60
X 7.46 9.79 6.60 6.81
ESD Variedad 1.15; ESD Corte 1.33

TABLA 9.—Granulos de almidén de diametro 30 micras
(millones de granulos/grano de trigo)
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CORTE de la espiga
VARIEDAD I 0 5 15 X
SPLENDEUR 8.83 8.48 10.11 11.31 9.68
HOBBIT 7.34 18.16 22.31 13.83 15.41
HUNTMAN 147 11.71 20.15 20.89 15.13
X 7.98 12.78 17.52 15.34
ESD Variedad 3.83; ESD Corte4.42

TABLA 10.—Granulos de almidén de diametro entre 5y 10 micras
(millones de granulos/ grano de trigo)

CORTE de la espiga

VARIEDAD I 0 5 15 X
SPENDEUR 168.59 182.75 197.87 185.88 183.77
HOBBIT 160.75 214.62 219.55 204.18 199.77
HUNTSMAN 141.3 179.52 209.28 193.82 181.00
X 156.91 192.30 208.90 194.63
ESD Variedad 12.57; ESD Corte 14.52

TABLA 11.—Cantidad total de granulos de almidon
(millones de granulos/ grano de trigo)

S DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo y expresados en el capitulo anterior se
han estudiado estadisticamente mediante el andlisis de la varianza, célculo de corre-
laciones, y regresiones simples y miltiples. El tratamiento de dichos datos se ha
realizado en un ordenador COMMODORE CBM. 4016.

Dado que los factores que intervienen en este trabajo son variedad y fecha de
corte de la espiga, se estudia su variacion dentro de cada una de las tablas de valores
expuestas. La interaccion corte/variedad no aporta ningtin aspecto significativo en la
mayoria de los casos, por lo tanto se lleva a cabo el estudio aislado de dichos factores
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salvo en el caso del nimero de granulos de almidon por grano de trigo, en que se
estudia la interaccion de ambos.

La discusidn de los resultados, que ha de conducir a la obtencion de las conclusio-
nes mds importantes, se expone en los siguientes epigrafes:

5.1 Asimilacién de 14C por la hoja

Las variedades HOBBIT Y SPLENDEUR asimilan respectivamente 57% vy
50% mas #C que HUNTSMAN. Por su parte, el corte de la mitad superior de la
espiga disminuye la asimilacion de +C por la hoja y este efecto tiende a decrecer al
retrasar la fecha de corte (Tabla 1). Esto se explica considerando que la senescencia
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Grdfico 1.—Relacion entre el HC asimilado y el area verde del tallo a los 25 dias
después de la antesis.



ASIMILACION DE "“C Y ACUMULACION DE FOTOSINTATOS ... 35

de las hojas es mas precoz en HUNTSMAN que en las otras dos variedades, como
encontro ULLOA (1983) anteriormente, y MARTINEZ-CARRASCO y col. (Co-
municacion personal) al medir el drea verde en este experimento. Estos dltimos han
observado también que el corte de la espiga acelera la senescencia de las hojas, en
mayor medida cuanto antes se realiza.

El grafico | muestra que la asimilacion de 1+C por la hoja estd en relacion directa
con el area verde de la planta en una fecha préxima al momento de dosificacion,
indicando que las diferencias encontradas son debidas a variaciones en la superficie
verde. asociadas con la senescencia. PEARMAN et al. (1979), también en cuentran
que la fotosintesis de las hojas es mayor en HOBBIT que en HUNTSMAN. Se han
observado efectos variables del tamano de la espiga, como colector de asimilados,
sobre la fotosintesis y la senescencia de las hojas, NOSBERGER y THORNE
(1965). han encontrado disminuciones de la fotosintesis y del area verde al reducir el
numero de flores por espiga; mientras que PATTERSON y BRUN (1980), observan
un retraso en la senescencia al cortar la espiga.

Otros autores KING et al.( 1967), también han observado que la velocidad de
fotosintesis de la hoja, en el trigo, despende del nivel de demanda de los granos en
desarrollo. Por su parte, RADLEY (1978), no encontré variaciones en la fotosinte-
sis al reducir el nimero de granos de la espiga, y RAWSON et al. (1976), observan
que la
influencia del tamano de la espiga en la fotosintesis de la hoja dependia de los
tratamientos de defoliacion aplicados a los tallos laterales, y sefialan que la variedad
de resultados, encontrada en la bibliografia, puede conciliarse teniendo en cuenta la
actividad de otros colectores metabélicos, que pueden también afectar a la actividad
asimilatoria de la hoja.

Segin PINTO (1980), el control de la fotosintesis de la hoja por la demanda de la
espiga se puede llevar a cabo por una acumulacién de los fotosintatos en la hoja, que
actua sobre la difusion de CO : y sobre los intercambios de metabolitos entre
cloroplastos y citosol. RAWSON et al. (1976), han encontrado que la variacion en la
fotosintesis de la hoja inducida por al espiga tuvo lugar a través de un cambio de la
resistencia de los estomas a la difusién de CO 2. También se ha propuesto un
mecanismo hormonal de regulacion (PINTO, 1980; EVANS, 1975).

5.2 Fraccion de 4C asimilado por la hoja que se recupera en los granos en la
madurez

Probablemente, la distribucion de asimilados en la planta resulta de la intera-
ccion entre el suministro de los mismos y la competencia de los diferentes colectores.
Por ello. la fraccion de los asimilados producidos por la hoja que se recupera en los
granos es una medida de su capacidad de demanda.

El144.5% del 1+C fijado por la hoja se recupera en los granos a la madurez (Tabla
12). MAKUNGA et al. (1978), encuentran valores entre el 80% y el 95%, mientras
que otros autores encuentran valores mas proximos a los de este experimento
(RUCKENBAUER, 1975; AUSTIN et al. 1977). Las diferencias pueden atribuirse
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al distinto grado de senescencia y duracion del periodo de crecimiento del grano.

La fraccién del 1+C fijado por la hoja que se recupera en los granos en la madurez
es en HOBBIT el 58% mayor que en SPLENDEUR y en ésta el 31% mayor que en
HUNTSMAN, siendo mayor en las espigas intactas que en las cortadas, que tienden
a recuperar mayor fraccion cuanto antes se corta la espiga (Tabla 12). La variedad y
el corte de la espiga, por consiguiente, alteran no sélo la asimilacion fotosintética,
sino también la distribucion de los fotosintatos en la planta, y por tanto, su recupera-
cion en el grano. RUCKENBAUER (1975) y AUSTIN et al. (1977), también
encuentran que la recuperacion en la espiga de los asimilados producidos por la hoja
es mayor en HOBBIT que en HUNTSMAN.

La relacion entre el porcentaje de '“C fijado por la hoja encontrado en la espiga
(Tabla 12), y el numero de granos por espiga (Tabla 3) esta proxima a la significacion

CORTE de la espiga
VARIEDAD I 0 5 10 X
SPLENDEUR 44.71 59.44 21.18 34.55 39.97
HOBBIT 77.09 70.65 62.26 42.42 63.10
HUNTSMAN 44.30 4.37 40.00 33.71 30.59
X 55.36 44.82 41.15 36.89
ESD Variedad 17.48; ESD Corte 20.18

TABLA 12.—Porcentaje de !4C asimilado por la hoja que se recupera en la espiga

(Griafico 2), indicando que el tamano de la espiga determina en parte, pero no
totalmente, su capacidad como colector de asimilados.

Por otra parte, el porcentaje de 1+C fijado inicialmente que se encuentraen cada
grano a lamadurez (Tabla 13), también muestra diferencias entre variedades y corte.

La recuperacion de 14+C por grano y el nimero de granos por espiga no son
factores independientes, sino que muestran una relacién negativa (Grafico 3), que
sugiere que la demanda de cada grano se ve afectada por la competencia con los
demas por los asimilados disponibles. Asi, mientras que la recuperacion de +C en la
espiga se incrementa al aumentar el nimero de granos, la fraccién de asimilados
disponibles que obtiene cada grano disminuye. Los granos de una misma espiga no
solo compiten entre si, sino que tienen también una influencia beneficiosa en el
crecimiento de los demas, como ya observaron BREMNER y RAWSON (1978), y
COOKy EVANS (1983). Estos ultimos comprobaron que los asimilados se reparten
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Grafico 2.—Relacion entre la fraccion de C de la hoja recuperado por la espiga y el
numero de granos.
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CORTE de la espiga
VARIEDAD I 0 5 15 X
SPLENDEUR 1.36 2.13 1.29 1.81 1.65
HOBBIT 1.73 4.06 2.22 3.22 2.81
HUNTSMAN 1.60 0.27 3.43 3.39 2.17
X 1.56 2.15 2.32 2.81
ESD Variedad 0.83; ESD Corte 0.96

TABLA 13.—Porcentaje de !4C asimilado por la hoja que se recupera en el grano de trigo.

adscribiendo a los colectores de mayor tamano una cuota mas que proporcional a su
amano (COOK y EVANS, 1976, 1983) y sugieren que podria deberse a que estos
colectores provocan mayor disminucion del nivel de sacarosa al final del floema,
aumentando por tanto, el gradiente de difusion (COOK y EVANS, 1983).

La fraccion del 1+C fijado por la hoja que se recupera en la espiga guarda relacion
estrecha con esa fraccion por grano y el namero de granos por espiga (grafica 4). Por
consiguiente, la capacidad de la espiga como colector de asimilados esta determinada
por la demanda de cada grano junto con el nimero de los mismos. La correlacion
indicada es significativa al nivel 0.01 de probabilidad y explica el 91% de la varianza
de los datos. La prueba de F senala que la inclusion de las dos variables independien-
tes es significativa estadisticamente.

5.3 Acumulacién de 14C en la espiga

La espiga de HOBBIT tiene mas +C que la de las otras dos variedades, que
muestran valores similares (Tabla 2), y el corte de la espiga reduce el +C acumulado
en ésta.

En el gréafico 5 se representa la relacion directa que existe entre el #C acumulado
en la espiga y el asimilado por la hoja. Efectivamente, la acumulacion de fotosintatos
en la espiga depende de lo asimilado por la hoja, que explica el 44% de la variacion
de aquélla. Esto sugiere que ademas de la asimilacion de +C por la hoja, existen otros
factores que regulan su acumulacion en la espiga. Cabe pensar que dichos factores
estén relacionados con la demanda y recuperacion de fotosintatos en la espiga, ya
discutida con anterioridad. Precisamente, esto es lo que se deduce al observar el
(grafico 6), donde se representa la correlacion multiple que existe entre la acumula-
cion de 4C en la espiga, el 1+C asimilado por la hoja, y la porcién de dicho 1+ C que se
recupera en la espiga. El coeficiente de determinacion muestra que el proceso de
acumulacion de fotosintatos en la espiga depende, en una medida del 82%. no
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solamente del asimilado por la hoja (suministro), sino también de la fraccion de
dichos fotosintatos recuperada en el espiga (demanda). Los factores determiantes de
esta demanda se han expuesto anteriormente.
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Grafico 3.—Relacion entre la fraccion de 1+C de la hoja recuperada por grano y el
namero de granos.
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Grafica 4.—Relacion entre la fraccion de 14C asimilado por la hoja que se recupera
en la espiga, el nimero de granos (X 1) y dicha fraccién por grano (X2).
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Grafico 6.—Relacion entre el 14C acumulado en la espiga, el C asimilado por la hoja
(X 1) y la fraccion de éste recuperada en la espiga (X 2).
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5.4 Nimero y distribuciéon por tamaiios de los granulos de almidon y su relacién
con el 14C recuperado en ellos.

El valor medio del nimero total de granulos de almidén contenidos en el
endospermo del grano es 1.9.1(¢ (Tabla 11). Este dato se aproxima al encontrado
por MAY y BUTTROSE (1959), y BROOKS et al. (1982), siendo inferior al
hallado por BROCKLEHURST y EVERS (1977), y EVERS y LINDLEY (1977).

Las variedades difieren ligeramente en el nimero total de granulos de almidon,
siendo HOBBIT la que posee un nimero mayor, aunque estas diferencias no son
significativas estadisticamente.

La fraccion de granulos de tipo A ( > 10 um.) es también mayor en HOBBIT
(Tabla 7), que ademas presenta una mayor fraccion de los que superan 30 pm. de
diametro maximo (Tabla 9). Todo ello indica que en HOBBIT los granulos de tipo A
son a la vez mas numerosos y de mayor tamafio que en las otras dos variedades, que
presentan valores similares entre ambas. Sin embargo, el nimero de granulos de tipo
B (< 10 pm.) es similar en las tres variedades (Tabla 8). De la distribucién por
tamanos de estos granulos se deduce que los granulos de almidon de SPLENDEUR
son de menor tamaio que los granulos de HOBBIT y HUNTSMAN (Tabla 10).

El corte de la espiga afecta de modo diferente al nimero de granulos de las tres

variedades. Aumenta el nimero de granulos tipo A en HUNTSMAN y SPLEN-
DEUR, pero no en HOBBIT (Tabla 7). El corte en la antesis tiene menos efectos
que cuando se realiza en fechas posteriores, y en HUNTSMAN el aumento es
maximo a los quince dias.
El corte tiene escaso efecto en el namero de granulos tipo B en SPLENDEUR,
mientras que aumenta el de las otras dos variedades (Tabla 8). Cuando se efectia el
corte a los quince dias después de la antesis, aumenta menos el nimero de estos
granulos que cuando se efectia en fechas anteriores. En consecuencia, el corte
aumenta el nimero total de granulos de almidén (Tabla 11). Las diferencias entre
fechas de corte son pequenias. En HOBBIT y SPLENDEUR el corte a los cinco dias
produce el mayor efecto, mientras que en HUNTSMAN es el corte a los quince dias.

Las diferencias entre variedades en el nimero de granulos tipo A no se explican
por diferencias en el suministro de fotosintatos, estimado por la absorcién de 1+C por
la hoja, o por el drea verde, o el incremento de peso a lo largo del crecimiento
(MARTINEZ-CARRASCO y col., comunicacion personal). Por tanto, factores de
otra indole controlan las diferencias genotipicas en la formacion de estos granulos.
Los datos expuestos sugieren también que las variedades difieren en su capacidad de
respuesta a un aumento del suministro de asimilados por grano, pues en HOBBIT
este incremento no influye en el nimero de granulos tipo A, mientras que en las otras
dos variedades lo aumenta.

En cambio, las diferencias entre variedades y cortes de la espiga en el nimero de
granulos tipo B se asocian con las encontradas en la asimilacion fotosintética
(MARTINEZ-CARRASCOy col., comunicacion personal). Asi pues, el suministro
de fotosintatos parece regular la formacion de estos granulos. BUTTROSE (1960).
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sugiere que el nimero de granulos tipo A se fija genéticamente, mientras que el
numero de los de tipo B varia con cambios en el ambiente.

Los resultados de este estudio indican que los granulos tipo A pueden variar
también, dependiendo del genotipo, en respuesta a la disponibilidad de asimilados.
Asimismo, BROOKS et al. (1982), encuentran mas variaciones en el nimero de
granulos tipo B que de granulos A, en respuesta al déficit hidrico. De modo similar,
BROCKLEHURST y EVERS (1977), y BROCKLEHURST et al. (1978) encuen-
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Grafico 7.—Relacion entre el 14C acumulado en los granulos de tipo A 'y el nimero
de éstos en el grano.



ASIMILACION DE “C Y ACUMULACION DE FOTOSINTATOS ... 45

tran mayores reducciones en el nimero de granulos tipo B que de tipo A, al disminuir
la iluminacién y el potencial hidrico durante la fase de expansion celular en el
endospermo, en la que se inician los amiloplastos de tipo B (BRIARTY etal., 1979).

En cuanto al #C acumulado en el grano y su distribucion en los granulos de
almidon de los dos tipos estudiados, puede decirse que el 58% del '4C encontrado en
el grano (Tabla 6) se recupera en los granulos tipo A (Tablas 4 y 5), cuyo nimero es
el 39% del total de los granulos. Los fotosintatos se depositan, por tanto, en los
granulos tipo A preferentemente, y el reparto de aquellos no se hace en
proporcién al nimero de una u otra fraccién de los granulos de almidén. SHANON
(1974), encuentra un resultado similar en maiz. Esto pone de manifiesto la impor-
tancia de las fases tempranas del desarrollo del grano —cuando se forman los
granulos tipo A (BRIARTY et al., 1979)— en la determinacion de la capacidad del
grano para acumular fotosintatos posteriormente.

El 11C encontrado en las fracciones A y B de los granulos de almidén difiere,
entre variedades y cortes de la espiga, en forma parecida a lo encontrado con el 14C
acumulado en cada grano: es mayor en HOBBIT que en las otras variedades; y es
también mayor en espigas cortadas a los quince dias que en espigas intactas, y en
€stas que en las cortadas a los cinco dias o en la antesis.

El14C recuperado en los granulos tipo A guarda relacién directa con el nimero
de los mismos (Grafico 7). En cambio, no existe relacion entre el 4C y el niimero de
los granulos B (Grifico 8), que sigue aumentando durante las fases tardias de
crecimiento del grano (MAY y BUTTROSE, 1959). Entre los veinticinco dias y la
madurez, el peso del grano aumenté mas en HOBBIT que en las otras dos varieda-
des, y mas en las espigas intactas que en las cortadas (MARTINEZ-CARRASCO y
col., comunicacién personal). Es posible, por tanto, que las diferencias entre trata-
mientos en el nimero de granulos tipo B en la madurez, no sean similares a las que
habia en la fecha de administracion de 1+C, y por ello, no se observa relacién entre
ambos factores.

La relacion entre la fraccion de 14C fijado por la hoja que se recupera en cada
grano, y el numero total de granulos de almidén (Grafico 9), no alcanza significacion
estadistica, aunque la primera tiende a aumentar con el segundo. Por consiguiente, es
posible que el nimero de granulos de almidén sea un factor importante en la
regulacion de la capacidad de demanda de asimilados del grano. pero algin otro
factor debe intervenir también en este control.

6 CONCLUSIONES

l.—La asimilacion de CO 2 por la hoja es menor en la variedad HUNTSMAN
que en SPLENDEUR y HOBBIT. El corte de la mitad superior de la espiga
disminuye esa asimilacion en mayor medida cuanto antes se efectiia. Estas diferen-
cias se asocian con las encontradas en la senescencia de la hoja.

2.—La acumulacién de fotosintatos en la espiga es mayor en HOBBIT que en las
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Grafico 8.—Relacion entre el 14C acumulado en los granulos de tipo B y el nimero
de éstos en el grano.
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variedades SPLENDEUR y HUNTSMAN, que muestran valores similares. El corte
de la mitad superior de la espiga reduce esa acumulacién. El almacenamiento en la
espiga estd regulado conjuntamente por la fotosintesis de la hoja y la demanda de la
espiga.

3.—La capacidad de la espiga como colector de asimilados esta determinada por
el numero de granos que posea —tamaiio del colector— junto con la demanda de
asimilados de cada grano.

4.—Las espigas con mayor nimero de granos recuperan una fraccién mayor de
los asimilados disponibles. Al mismo tiempo, los granos de una misma espiga
compiten entre si por estos asimilados.

5.—De las tres variedades estudiadas, HOBBIT es la que posee granulos de
almidon tipo A en mayor nimero y tamaio. Los granulos tipo B se encuentran en
numero similar en las tres variedades.

6.—Las diferencias varietales en el nimero de granulos de almidén tipo A no se
deben a variaciones del suministro de fotosintatos. En cambio, las diferencias en el
numero de granulos tipo B se asocian con las encontradas en la asimilacion
fotosintética.

7.—Las variedades difieren también en la respuesta de sus granulos de tipo A
respecto a un aumento del suministro de asimilados, que no influye en el nimero de
aquéllos en HOBBIT, mientras que en las otras dos variedades lo aumenta.

8.—Dentro del grano, el reparto de fotosintatos no es proporcional al nimero de
granulos de almidon de uno u otro tipo, sino mds bien al tamafio de los mismos, ya
que dichos fotosintatos se depositan fundamentalmente en los granulos tipo A.

9.—EIl 14C que, administrado a la hoja en una fase tardia del crecimiento del
grano, se acumula en la fraccion A de los granulos de almidon, es directamente
proporcional al nimero de los mismos en la madurez. No se observa una relacion
similar en la fraccion B, atin en formacion después de administrar el trazador.

10.—La capacidad de demanda de asimilados del grano esta relacionada directa-
mente con el nimero de granulos de almidén y, ademas, se deduce la intervencion de
algun otro factor.
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