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En la bisqueda de mecanismos que
pueden influir en los procesos de in-
duccién floral en nardo, se ha preten-
dido conocer, en principio cualitati-
vamente, los hidratos de carbono que
residen en el bulbo en ciertos esta-
dos de desarrollo, como posibles in-
dicadores de los procesos evolutivos
por los que atraviesa.

Se ha intentado detectar la presen-
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cia de glucosa, como Gnico monosa-
cédrido capaz de transformarse en al-
midén, que marcarfa la direccién de
los procesos de almacenamiento de
azicares, y por tanto, formador de ele-
mentos de reserva, necesarios para ini-
ciar los procesos de desarrollo vegeta-
tivo que culminarédn en la floracion.

Para ello, se ha partido de bulbos
de pequefio tamaifio, utilizados en

Cultivo en invernadero
en plena floracién
en la region de Murcia.
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practicas de engrosamiento (Gonza-
lez et al., 1993), procurando conocer
a partir de que calibres aparecen
ciertos componentes, entre ellos los
de naturaleza celulésica, que indi-
quen la pérdida de juvenilidad de esa
unidad reproductiva (Mukhopodhyay
et al., 1986) ya que se ha observado
que en ciertas condiciones ambienta-
les, determinados calibres inferiores
alrededor de 6, «a priori» no aptos
para ir a flor, y aunque en pequeiias
proporciones (Gonzalez et al., 1994),
evolucionan y producen ésta; por lo
que nos inclinamos a pensar que, in-
dependientemente de las clasifica-
ciones comerciales del tamafio de los
bulbos que aseguran la produccién
floral, existen en ellos, con anteriori-
dad a estos desarrollos o engrosa-
mientos, algunos componentes rela-
cionados con la iniciacién de la in-
duccién floral.

Al mismo tiempo, y en funcién de
la interrelacién existente entre la
presencia de ciertos hidratos de car-
bono y la presencia de ciertas enci-
mas (Tymoszuk et al., 1979), se es-
tudiardn los aziicares que acompafian

e ha partido de
bulbos de pequeiio
tamaio, utilizados en
practicas de
engrosamiento,
procurando conocer a partir
de qué calibres aparecen
ciertos componentes, entre
ellos los de naturaleza
celulésica, que indiquen la
pérdida de juvenilidad de
esa unidad reproductiva.

a la glucosa, como base para trabajos
posteriores y previamente a la bus-
queda del o de los enzimas especifi-
cos del nardo, o agentes intervinien-
tes en los procesos de movilizacién y
transformacién de los azicares que
se localizan en el bulbo, de reserva a
activos.

El material vegetal utilizado proce-
de del cultivar Excelsior, caracteris-
tico por su buen vigor vegetativo, asi
como por sus cualidades florales,
donde destaca su influencia en espi-
ga dotada de numerosas flores do-
bles de color blanco nacarado y muy
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El cultivar utilizado es el Excelsior, caracteristico
por su buen vigor vegetativo, asi como por sus cualidades florales.

perfumados. Los bulbillos analiza-
dos procedian de «bulbos madres»
resultantes de un cultivo de primave-
ra-verano, llevado a cabo siguiendo
la tecnologia de cultivo habitual, y
en el cual se experimentaba el com-
portamiento florifero de la especie,
de aqui que no hubiese presencia de
bulbos de calibres medios, 6/8, hacia
arriba. Las unidades de bulbos fue-
ron arrancados del terreno de cultivo
a final de julio, no aprecidndose mo-
vimientos vegetativos notables en
los nuevos bulbillos; procediendo a
separarlos manualmente de la planta
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vieja, aprecidndose ya en la seccién
de corte algunos tejidos basales en-
durecidos a modo de rizomas primi-
tivos. Estos bulbillos procedian del
tratamiento de control de la planta-
cién, por lo que se obvia la presencia
de cualquier factor disonante que pu-
diera alterar el estado y contenido fi-
siolégico de loso de bulbillos. Ade-
m4s, al realizarse también en condi-
ciones naturales de cultivo, con au-
sencia de forzados, etc., queda sosla-
yada la influencia de ciertos factores
ambientales, como temperatura, luz,
etc.
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bohidratos solubles fue el de Boersig
y Negm (1985), con algunas correc-
ciones. El material vegetal fue liofi-
lizado y pesado, disponiéndose dos
fracciones principales, una de ellas
se reserva en stock y la otra se sigue
procesando, se tom6 una muestra de
50 mg (esto se hace por triplicado),
se traté con etanol 80% caliente du-
rante 15 min. a 80°C (3 ml). Se cen-
(rifugé (3500 rpm/20) y se separé el
precipitado (almidén) reservandose
para los andlisis cualitativos de glu-
cosa tras hidrolizar este polisacédrido.

En el sobrenadante continuaremos
con el proceso, previamente realiza-
mos la operacién del tratamiento eta-
ndlico y la centrifugacién dos veces
mas, reagrupando las fracciones del
precipitado por un lado y de sobrena-
dante por otro. Afiadimos 6 ml de
etanol 80%, 3,25 ml de agua y 1.5
ml de cloroformo, tras agitar, centri-
fugar durante 15 min. a 3000 g; el
sobrenadante se evaporé a baja pre-
sién y 40°C. se extrajo con 2 ml de
agua-HPLC, previendo la realizacién
de un clean-up, en caso de ser nece-
sario (con columnas seppak) e inyec-
tamos en cromatoégrafo.

Los bulbillos fueron limpiados y se separé su parte superior del rizoma.
Posteriormente se trituré produciendo una pasta homdgenea de la que se obtuvo
la muestra para la determinacién de azucares.

Para preparar la muestra a analizar,
se eligieron grupos de 10 bulbillos
del mismo calibre, , 5/6 y 6 respecti-
vamente. Estos se limpiaron bien,
eliminado los restos basales de hojas
iniciadas y separando la parte supe-
rior del bulbillo del rizoma iniciado,
utilizando un bisturi. A partir de ah{
se cogieron los grupos respectivos
de bulbillos y se trituraron, resultan-

]I procedimiento

empleado para

la extraccion

y determinacion

de carbohidratos
solubles fue el de Boersig
y Negm (1985).

La instrumentacién utilizada fue:
- Cromatégrafo Liquido-Liquido HP.
- Fase Mo6vil: ACN/H20-80:20
- Fase Estacionaria: columna de ami-
nopropimetrilsilil.

do una pasta homogénea de la cual
se tom6 la muestra.

El procedimiento empleado para la
extraccién y determinacién de car-

Patrén mixto de azucares

Figura 1:
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- Flujo: 1 ml/min
- Temperatura: 30°C
- Detector: indice de refraccién.

Para realizar la identificacién cuali-
ltativa se procedié a realizar un pa-
trén mixto, (Figura 1), con los azu-

m AU cares adecuados y posteriormente, la
2900 i o inyecci6én de muestras. E] software
2880 | < adosado al cromatégrafo sefialaba
2860 g los azicares encontrados y los no en-
v contrados, logrdndose la identifica-
2840 3 cién de todos los picos, excepto al-
2820 <« g eunos picos de cola correspondientes
2800 8 a4 impurezas no eliminadas tras el
2780 5 c‘rt) _clean_—qp y algin polisacdrido no
2760 = < o identificado.
ol - < g Se hace constar que el método de
2740 S 8 "EJ deteccién de azidcares empleado es
27207 6‘ o s6lo cualitativo y que ademas, en los
2700 9 cromatogramas resultantes, la dispo-
2680] ‘é‘, sicién grafica de _los.p1cos 0 su érea
en el plano, no indicaban mayor o
2660 menor contenido de un azicar con
2640 — respecto a otro, marcando exclusiva-
2620 — mente el orden de aparicién durante
T T T T T T T el proceso.
Tiempo 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 En cuanto a los resultados de los cro-
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Bulbos madre arrancados
del terreno a finales

de julio.

n funcion de la

interrelacion existente

entre la presencia de

ciertos hidratos de

carbono y de ciertas
encimas, se estudiaran los
azicares que acompaifian a
la glucosa, como base para
trabajos posteriores y
previamente a la busqueda
del, o de los, enzimas
especificos del nardo, o
agentes intervinientes en los
procesos de movilizacion y
transformacion de los
azucares que se localizan en
el bulbo.

matogramas obtenidos se desprendie-
ron las siguientes observaciones:

1) Bulbillos calibre < 4

Se aprecia, el orden de aparicién de
aziicares siguiente: Fructosa (tiempo
de retencién, 2,93 min.), glucosa
(tiempo de retencién 3,20 min.) y sa-
carosa (tiempo de retencién, 4,72
min.). El resto de los picos hallados en
la gréfica correspondieron al disolven-
te, impurezas y ruido de fondo.

2) Bulbillos calibre 5/6

En este caso, el orden de aparicién
de los azicares fue: Fructosa (tiempo
de retencion, 2,90 min.) y glucosa
(tiempo de retencién, 3,32 min.). El
resto de picos tuvo igual procedencia
que la resenada en el apartado 1, no

apareciendo la sacarosa.

En este caso de bulbillos de calibre
5/6, la disponibilidad de material ve-
getal, nos permitié ampliar el experi-
mento, determinando los azicares
existentes en el rizoma, arrojando el
siguiente resultado: Aparicién en
primer lugar de glucosa (tiempo de
retencién, 3,94 min.) y sacarosa
(tiempo de retencién, 4,84 min.).

Se pudo apreciar, que en compara-
cién con los contenidos hallados en
los bulbillos, aunque si aparecian la
glucosa, no lo hacia la fructosa, y si
encontramos sacarosa.

3)Bulbillos calibre > 6

Finalmente, el orden de aparicién
de los azicares en los bulbillos de

Figura 2:

Contenidos cualitativos de azGcares

en otras especles vegetales

Especies Lilium Cebolla Coliflor

Azucares Fructosa Fructosa Fructosa
Glucosa Glucosa Glucosa
Sacarosa Arabinosa Sacarosa
Manosa Ribosa

Fuente: Thuner et al. 1975
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mayor tamaiio fue : Celobiosa (tiem-
po de retencién, 11,30 min.), y melo-
biosa (tiempo de retencién, 14,44
min.) como nuevos azilcares, ademas
de fructosa y sacarosa. El resto de
los picos tuvieron igual procedencia
que la resefiada en el apartado 1.

A pesar de la no cuantificacién rigu-
rosa de los contenidos en aztcares,
con la observacién de los cromatogra-
mas podemos concluir que los conte-
nidos en fructosa y sacarosa permane-
cieron invariables a lo largo de todo el
proceso evolutivo del bulbo y en ma-
yor proporcién que la glucosa.

Como discusién del experimento
realizado podemos argumentar que
mientras que en otras plantas investi-
gadas, la presencia de glucosa es un
denominador comun (Figura 2), a la
que apenas afectan factores externos,
como pueden ser el estado vegetati-
vo de la planta, tratamientos hormo-
nales, factores ambientales, etc., en
nardo los niveles de glucosa apare-
cen como un parametro directamente
dependiente de la fase en que se en-
cuentre la planta, de forma que hay
un decrecimiento lineal de la concen-
tracién de glucosa en los bulbos a

medida que estos alcanzan mayores
calibres.

Tras la observancia de los cromato-
gramas obtenidos no podemos afirmar
que la ausencia de glucosa sea total en
los mayores calibres analizados, sino
mds bien, que su presencia estd por
debajo de los limites de deteccién para
calibres 6, debido presumiblemente a
la polimerizacién de la glucosa a su
estado de reserva en forma de almidén
(carbohidrato no soluble).

La permanencia de los contenidos
de fructosa y sacarosa durante todo
el proceso evolutivo del bulbillo, asi
como la mayor proporcién de ambas
que de glucosa, induce a la hipdtesis
de que la glucosa es metabolizada
por la planta hacia la forma de almi-
dén desde el inicio de su presencia
en el bulbo.

*

NOTA: Este trabajo ha sido financiado
por el Proyecto de Investigacion .N.L.A.,
n® §C93-007.
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