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carotenoides se redujo en un 53.9%, la tasa de asimilacion de CO; disminuyd en
un 94%, la cual se correlaciono significativamente con la degradacién de la LSU
de Rubisco. El potencial hidrico WA disminuy6é de -0.38 MPa a -0.62 MPa
durante la senescencia; el potencial osmotico (Ws) se incrementé de -1.3 MPa a
-1.1 MPa, asociado a una pérdida de turgor en las células. En contraste BAP,
mantuvo significativamente mas alta la poblacion de plastidios (74.5%), retuvo el
75.7% de la clorofila total y el 50% de la proteina soluble. Esta citocinina también
promovio altos Wa con respecto a los controles, disminuyendo en un 20 % (-0.48
MPa) con respecto al estadio inicial 6 verde; incrementé el Ws de -1.0 MPa a
-1.10 MPa; el Y fue significativamente mayor que sus controles entre el dia 31y
41 DDS. La conductancia estomatica (gs) se mantuvo en un 68% (864.9 mmol m’
257" con respecto al valor inicial (1272 mmol m? s™). La tasa de asimilacién de
CO; (4 ymol de CO, m? s™") no presento valores significativamente diferentes de
los observados en el estado verde pre-senescente a los 41 DDS. La proteina
LSU de Rubisco retrasé su degradacion, reteniendo el 50% de su cantidad total
inicial a los 41 DDS. Este estudio demostrdé que el BAP retrasa la degradacion
varios de los elementos de la maquinaria fotosintética como; chl a, Chl b, x+c,
poblacién de plastidios, proteinas solubles y la LSU de Rubisco asociado a altos

potenciales hidricos y altas tasas de asimilacion de CO..

Palabras clave: poblacion de plastidios, clorofila, LSU de Rubisco, Wa, Ws, W4,

gs, tasa de asimilacion de CO,

ABSTRACT

Natural leaf senescence of Triticum aestivum cv. Temporalera was
retarded by aspersions of 6-bencilaminopurine (BAP) 0.1 mM every 3 days,
during 20 days in a greenhouse. Leaf senescence of control leaves (water) was
characterized by the lost of chlorophylls (88%) and soluble proteins (96%), as
well as by a reduction of the plastid population (52.5%) at the 41 days after

sowing (DAS). Xanthophyll and carotenoid concentration were reduced in 53.9%,



the rate of CO, assimilation reduced in a 94%, which was significantly correlated
to the degradation of the Rubisco protein (LSU). The water potential (Ww)
decreased of -0.38 MPa to -0.62 MPa during senescence, the osmotic potential
(Ws) increased from -1.3 MPa to -1.1 MPa, associated to a loss of cells turgor.
In contrast BAP maintained significatively higher the plastids population (74.5%),
retained 75.7% of total chlorophyll and the 50% of soluble proteins. These
cytokinin also promoted high Wy with respect to the controls, diminishing in 20%
(- 0.48 MPa) respect to the initial or green stage; increased the W from -1.0 MPa
to -1.10 MPa; the W; were significantly higher than their respective controls
between 31 to 41 DAS. The stomatal conductance (gs) stayed in 68% (864.9
mmol m? s™) respect to initial value (1272 mmol m? s™). The CO, assimilation
rate (4 pmol of CO, m? s™) did not show significantly different values from those
of the green pre-senescent stage at the 41 DAS. The protein LSU of Rubisco
delayed its degradation, retaining 50% of its initial amount to 41 DSA.

This study demonstrated that BAP delayed the degration of various
elements of the photosynthetic machinery as: chl a, Chl b, x+c, plastid
population, soluble protein and LSU of Rubisco associated to high water potential

and high rate of CO, assimilation.

Key words: Plastids population, chlorophyll, LSU of Rubisco, Ww, Ws, W4, gs,

rate of CO, assimilation.
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1. INTRODUCCION

El principal propésito de la senescencia en las plantas es la movilizaciéon
y reciclaje de nutrientes que las hojas ya no necesitan y que el fruto o semilla
requieren para su desarrollo. Se ha demostrado experimentalmente que la
senescencia es reversible (Thomas y Donnison, 2000; Zavaleta-Mancera et al.,
1999a). Las aplicaciones externas de ciertos reguladores de crecimiento
durante la senescencia, como las citocininas, promueven en los cloroplastos re-
diferenciacion, sintesis de proteinas y la reanudacién de la actividad
fotosintetica (Paramonova et al., 2002).

La senescencia puede ser inducida prematuramente por condiciones
ambientales; ciertas partes de las plantas pueden ser sacrificadas para
incrementar las oportunidades de supervivencia. Durante el ataque de un
patégeno, la planta elimina la hoja danada por medio de la senescencia,
permitiéndole mover sus nutrientes y evitar el desarrollo del patégeno. Otro tipo
de estrés es el ambiental, producido por radiacién ultravioleta e incremento en
la concentracion de ozono, que ocasionan senescencia prematura resultando
en el amarillamiento de las hojas. La senescencia como sintoma es también
causada cuando las partes verdes de las plantas son removidas y almacenadas
originando el amarillamiento poscosecha y la pérdida de nutrientes en los
vegetales dando como resultado grandes pérdidas econdmicas (Buchanan-

Wollaston et al., 2003).



2. ANTECEDENTES

2.1 Senescencia foliar

La senescencia de la hoja es considerada como un resultado de la
interacciéon de factores internos y externos. Las células sufren cambios
estructurales, metabdlicos y genéticos que causan una marcada disminucion en
la capacidad fotosintética (Smart, 1994; Chandlee, 2001; Yoshida, 2003). La
senescencia foliar constituye una secuencia de eventos estructurales,
bioquimicos vy fisiolégicos genéticamente regulados, que comprenden el ultimo
estadio de desarrollo de la hoja, desde la madurez hasta la muerte (Thomas y
Stoddart, 1980; Smart, 1994). Actualmente la senescencia es considerada un
tipo de muerte celular programada conocida como PCD por sus siglas en inglés
(programmed cell death) (Smart, 1994; Buchanan-Wollaston et al., 2003).

Durante este proceso se expresan un conjunto de genes conocidos como
SAGs (senescence associated genes), que tienen una mayor expresion y
codifican para proteinas involucradas en la degradaciéon celular, incluyendo
ribonucleasas, preoteasas, e hidrolasas entre otras (Biswal y Biswal, 1999).
Durante la senescencia, los constituyentes celulares son degradados o
desmantelados en un orden programado. Uno de los primeros eventos es la
degradacion de la clorofila, la cual es visible por el amarillamiento de las hojas;
la degradacién de proteinas y de RNA son paralelos a la pérdida de actividad
fotosintética, moléculas como el nitrogeno, fosforo, iones metalicos y minerales
son transportados fuera de la hoja senescente hacia tejidos en crecimiento
como semillas y tallos (Buchanan-Wollaston et al., 2003). Durante la
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senescencia existe una disminucién en la integridad funcional de las
membranas celulares, la cual se pierde progresivamente, causada por una
degradacion de proteinas y una oxidacion de lipidos (Thompson et al., 1998).
La fosfolipasa D, fosfatasas y lipoxigenasas estan implicadas en la degradacién
de las membranas; la expresion de los genes que codifican para estas enzimas

se incrementan en tejidos senescentes (He y Gan, 2002).

2.1.1 Regulacion génica de la senescencia foliar

Estudios bioquimicos y moleculares han demostrado que la senescencia
€S un proceso que requiere la expresion de genes y la sintesis de nuevas
proteinas (Noodén et al., 1997; Chandlee, 2001). Durante este proceso ocurre
una expresion génica diferencial, debido a que un grupo de genes conocidos
como SDGs (senescence down-regulated genes) reducen su expresion durante
la senescencia (Buchanan-Wollastone et al., 2003; Yoshida, 2003). Los SDGs
codifican para proteinas involucradas en la fotosintesis; entre ellos se
encuentran al gen CAB que codifica para la LHCP-2 y el gen SSU para la
pequeia subunidad Rubisco. Durante la senescencia se expresan un grupo
mayor de genes conocidos como SAGs (senescence associated genes), que
codifican enzimas degradadoras como RNAasas, proteinasas y lipasas; asi
como proteinas involucradas en los procesos de translocacion de nutrientes. La
expresion de genes SAGs en células de las hojas es requerida para que se
inicie el envejecimiento; sin embargo, este proceso puede ser bloqueado por

inhibidores de RNA, sintesis de proteinas y enucleacion (Gan y Amasino, 1997).



2.1.2 Degradacién de clorofila

El amarillamiento de hojas senescentes se debe a la degradacién de las
clorofilas en el cloroplasto y a una retencién parcial de carotenoides, éste es el
primer sintoma de la transicién a gerontoplastos. Este término distintivo, es
correctamente usado para esta forma especifica de plastidio ya que el
metabolismo de los gerontoplastos en contraste a todas las otras formas de
plastidios es solamente catabdlico (Matile et al., 1999).

Las rutas de degradacion de los pigmentos clorofilicos se pueden explicar de la
siguiente manera (Figura 1):

En principio la clorofilasa cataliza la conversiéon de clorofila a a clorofilide
y separa la cadena fitol de la molécula. La clorofilasa actua preferencialmente
sobre la clorofila a pero también acepta clorofila b a través de una
interconversion de b a a y feofitinas. Posteriormente ocurre una dequelacion
del magnesio en la cual, una enzima que se encuentra asociada a la membrana
cloroplastica remueve el Mg*® mediante una sustancia metal-quelante (MCS)
para formar feoforbide a (Hortensteiner, 2006).

La especificidad de feoforbide a oxigenasa (PAO) por feoforbide a genera
una serie de catabolitos clorofilicos rojos conocidos como (RCCs), los cuales
son reducidos por la RCCreductasa y los convierte en pFCC (precursores de
catabolito fluorescente de clorofila) (Hortensteiner, 2006). Los pFCCs se
modifican para dar lugar a los FCCs, los cuales se localizan en los
gerontoplastos y que posteriormente son depositados en la vacuola. Los FCCs
se conocen como catabolitos intermediarios los cuales finalmente seran
convertidos a NCCs. La localizacion vacuolar de los NCCs y la analogia
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quimica de la reaccion de las hidroporfirinas sugieren una reaccidon no
enzimatica dentro de condiciones acidas. Se sabe que a un pH acido, los
pFCC-2 rapidamente se convierten a NCC (Matile et al, 1999). Los
mecanismos involucran probablemente dos pasos, una protonacion y una
desprotonaciéon que conduce a la formacion de NCC inestables (Figura 1).

La enzima Feoforbide a oxigenasa probablemente es la causante de la
degradacion de la clorofila, se sabe que esta enzima se acumula en grandes
cantidades durante la senescencia foliar (Matile et al, 1999). La enzima se une
a los anillos tetrapirrélicos para producir RCC que mas adelante seran
convertidos a NCCs (Horteinsteiner et al., 1998). Los productos finales del
catabolismo clorofilico son depositados en la vacuola, de donde no sera
reciclado el nitrégeno contenido dentro de ellos (Hinder et al., 1996; Tommasini
et al.; 1998). Los RCCs causan rapida muerte celular ya que no existe la

enzima que degrade la clorofila fitotdxica
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Figura 1. Degradacion de la clorofila (Hortensteiner, 2006)



2.1.3 Degradacién de proteinas cloroplasticas

Cerca del 75% de la proteina que se encuentra en el cloroplasto es
degradada y removilizada (Buchanan-Wollastone et al., 2003). Muchos genes
que codifican para proteasas se expresan durante la senescencia, pero estos al
parecer codifican para enzimas que se encuentran en la vacuola y por lo tanto
no tienen contacto directo con las proteinas cloroplasticas (Buchanan-
Wollastone et al., 2003). Existen estudios que demuestran que, las primeras
proteinas estromales en degradarse son Rubisco y glutamina sintetasa. Esta
degradacion se produce por un grupo de moléculas conocidas como especies
reactivas de oxigeno (ROS), que se han encontrado en cloroplastos incubados
en condiciones de estrés foto-oxidativo (Ishida et al., 1999, 2002; Roulin y
Feller, 1998). Sin embargo, aun no es claro si el incremento de ROS podria
iniciar una degradacién temprana de Rubisco durante la senescencia.

Estudios con cloroplastos demostraron actividad de aminopeptidasas y
metaloendopeptidasas; asi como la presencia de proteinas CIpP y ClIpC
miembros de la familia de proteasas (Shanklin et al., 1995; Roulin y Feller,
1998; Majeran et al., 2000). Estas enzimas (ClpP y CIpC) tienen un papel
fundamental en la sintesis de proteinas durante el desarrollo de las hojas, pero
no hay evidencias claras de que también participen en la degradacion de
proteinas durante la senescencia (Shikanai et al., 2001).

La LHCP Il es otra proteina importante que se degrada durante la
senescencia. La degradacién requiere de la liberacion de pigmentos asociados
a la proteina con los que forma complejos (Buchanan-Wollaston et al., 2003). El
primer paso es la remocién de los catabolitos clorofilicos, los cuales
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desestabilizaran el complejo, permitiendo la intervencion de proteasas (Yamada
et al., 2001).

La via de la ubiquitina en la degradacion de proteinas es importante; debido a
que durante la senescencia se incrementa la expresion de SEN3 que codifica
para la poliubiquitina en Arabidopsis (Park et al., 1998), molécula importante
que participa en la degradacion de proteinas no cloroplasticas (Buchanan-
Wollaston et al., 2003).

El polipéptido de 32 kDa del fotosistema- 1l (Qg) se degrada mas
rapidamente durante la senescencia que la mayoria de las proteinas
cloroplasticas (Roberts et al., 1987). En contraste la proteina D1 no se degrada
y continla a través de la senescencia en hojas de frijol; mientras que los niveles
de las subunidades o y  de la ATPasa, la proteina 68 kDa del fotosistema- I,
citocromo f, citocromo bs y LHCP disminuyen en forma importante (Roberts,
1987). Estudios en trigo revelaron que la disminucion en la cantidad de
trascriptos de la subunidad pequefia de Rubisco (rbcS) estan asociados con el

inicio de la senescencia (Fischer y Féller, 1994).

2.1.4 Senescencia del cloroplasto

El cloroplasto sufre cambios drasticos a nivel estructural y fisiolégico
durante el envejecimiento foliar. Los cloroplastos senescentes no pueden
dividirse y son incapaces de llevar acabo alguna actividad biosintética
(Thomson y Platt-Aloia, 1987). Aunque un numero limitado de proteasas se han
identificado en el cloroplasto, aun no se conocen todos los mecanismos de

degradacion y envejecimiento de estos organelos. Investigaciones sobre el
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genoma de los plastidios revelaron que varias proteasas estan localizadas en
estos y podrian ser las responsables de su desmantelamiento (Sakamoto,
2006). Las proteasas mas importantes son las dependientes de ATP como la
Clp (Clorofil-proteasa), FtsH y Lon que son consideradas como las principales
enzimas involucradas en los procesos de degradacion de proteinas
cloroplasticas, proceso que inicia con la degradacion de oligopéptidos y luego
de aminoacidos (Sakamoto, 2006). La arquitectura basica de las proteasas

dependientes de ATP es muy similar a la de las enzimas bacteriolégicas como

la de Escherichia coli, pero las enzimas plastidicas aparentemente tienen un

numero extraordinario de isoformas. Estudios moleculares en Arabidopsis
proponen diferentes funciones de estos isémeros dentro de la degradacion del
cloroplasto (Sakamoto, 2006).

La ultraestructura de los cloroplastos también se ha estudiado durante el
proceso de senescencia en hojas de Festuca pratensis (Thomas, 1977),
Hordeum vulgare (Martinoia et al., 1983), Oryza sativa (Hashimoto et al., 1989),
Glycine max (Guiamét y Giannibelli, 1994), Nicotiana rustica (Zavaleta et al.,
1999b) y Triticum aestivum (VICkova et al.,, 2006). Los procesos de
envejecimiento del cloroplasto se han estudiado en relacion a factores
ambientales que aceleran la senescencia como el déficit de agua (Paramonova

et al., 2002), la luz continua y oscuridad (VI¢kova et al., 2006).

Los cambios estructurales del cloroplasto durante la senescencia inician
con una reduccion de la poblacion de polirribosomas, desorganizacion y

degradacion de los tilacoides, seguido de un aumento en tamafo y numero de



plastoglébulos y finalmente la ruptura de la envoltura cloroplastica (Biswal y

Biswal, 1988; Zavaleta-Mancera et al., 1999b; Paramonova, 2002).

La degradacién de las membranas tilacoidales esta relacionada con la
formacion de plastoglobulos, se piensa que estos cuerpos osmiofilicos estan
formados por lipidos, productos de la degradacién lamelar; en algunos estudios
se encontrdé que los carotenoides liberados de los tilacoides se esterifican y se
depositan en los plastoglébulos durante la senescencia de Fagus sylvatica
(Tevini y Steinmdller, 1985)

La mitocondria y el nucleo aparecen todavia como estructuras intactas
hasta un avanzado estadio de senescencia, aun cuando las hojas estan
completamente amarillas. Posteriormente, la membrana de la vacuola se
fragmenta y finalmente el nucleo se dilata y desintegra (Biswal y Biswal, 1988).

La retencién de la envoltura cloroplastica y membrana plasmatica sugiere
la participacion de un sistema de membranas en el transporte de productos

degradados a otras células (Woolhouse, 1984).

2.1.5 Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco)

La ribulosa-1-5-bifosfato carboxilasas/oxigenasa (Rubisco), existe en
forma de heteropolimero con ocho subunidades grandes idénticas de unos 55
kDa (LSU) cada una (codificadas por un gen del cloroplasto) y ocho
subunidades pequefas idénticas de 14 kDa (SSU) cada una (codificadas por un
gen nuclear), lo que hace un total de unos 560 kDa para toda la enzima. En

cada una de las subunidades grandes existe un sitio activo que une los

10



sustratos de Rubisco y CO,, asi como el activador Mg?*, aunque de alguna
forma las subunidades pequenas también son esenciales para la actividad
catalitica de la enzima (Parry et al, 2002). La Rubisco cataliza el primer paso en
la fijacién del CO,. Su activacién requiere de un pH 8 para el transporte de H*
del estroma hacia los canales tilacoidales, también requiere de la enzima
Rubisco activasa, ATP y Mg?* para maximizar la carbamilacién de moléculas de
CO,. La rubisco activasa funciona en luz, por que probablemente asi este
disponible el ATP proveniente de la fosforilacion, pero en oscuridad la Rubisco
se descarbamila de manera espontanea y pierde su funcion (Spreitzer y
Salvucci, 2002).

Seeman et al. (1985), encontraron que en algunas especies de plantas
existe un inhibidor de la Rubisco, un compuesto de seis carbonos 1-fosfato 2-
carboxiarabinitol, (CA1P), que se activa durante la noche y se inactiva durante
el dia por la accion de una fosfatasa. El CA1P se une con fuerza a la Rubisco e
inhibe su actividad durante la noche, pero durante el dia una enzima conocida
como Rubisco activasa se une al CA1P inhibiendo su actividad y promoviendo

la carbamilaciéon de la Rubisco.

2.2 Citocininas
2.2.1. Estructura y lugares de sintesis

Las citocininas son reguladores de crecimiento naturales y artificiales,
derivadas de la adenina que presentan un anillo de purina y pueden ser
clasificadas por la configuracién de su cadena lateral N®, de donde proviene su
nombre. Se distinguen por su habilidad de promover la divisién celular (Mok y
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Mok, 2001). A mediados del siglo pasado en 1955, se descubrieron las
citocininas entre ellas la cinetina, un compuesto aislado del ADN de arenque
que promovia la division celular (Miller et al., 1955; Amasino, 2005), mas tarde
un gran numero de compuestos con actividad parecida a las citocininas fueron
identificados, entre ellos trans-zeatina (tz) como una citocinina natural,
difenilurea como una citocinina sintética y otras citocininas naturales con
cadenas aromaticas (Inoue et al., 2001).

Las citocininas son sintetizadas principalmente en las puntas de las
raices y en los apices de nuevos retonos. Investigaciones revelaron la
presencia de citocininas en los cloroplastos (Sakakibara et al., 2005). Las
citocininas tienen funciones coordinadas como mensajeros y actuan en varios
organos de las plantas, auque la diferenciacion fisiolégica y los mecanismos
duales de sefiales aun no son conocidos completamente (Kakimoto, 2003; Mok,
2001).

Los mecanismos moleculares de su biosintesis, sefiales de transduccion
han sido poco estudiados. Varias enzimas y proteinas se han descrito como
participes en la ruta de biosintesis en las citocininas (Sakakibara, 2006).

Se han identificado genes codificadores de enzimas y proteinas que
regulan ciertos pasos en la ruta biosintética de las citocininas; entre ellos se
encuentra la IPT (isopentenil transferasa). El efecto biolégico de las citocininas,
también esta regulado por otros fitorreguladores de crecimiento y nitrégeno
inorganico (Sakakibara et al., 2005).

Las citocininas aromaticas e isoprenoides se encuentran de manera
natural en las plantas, la concentracion puede variar de acuerdo a la especie;
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las citocininas naturales mas comunes son N6-(2-isopentenil)-adenina (iP), tZ,
cis-zeatina (cZ), y dihidrozeatina (DZ) (Figura 2). Las citocininas tZ y la iP son
las principales formas en Arabidopsis; mientras que, cantidades considerables
de cZ se encuentran en maiz garbanzo y arroz (Veach et al., 2003). Las
citocininas aromaticas como ortho-topolin (oT), meta-topolin (mT), y sus
derivados-metoxy (meoT y memT) respectivamente asi como la benciladenina
(BA) son encontradas unicamente en algunas especies de plantas (Strand,

1997).

N7 N
{2
Bl
OH 6-bencilaminopurina OH
’ N N “ N
I Y
NN N"H

orto-topolin meta-topolin

O
(oT) (mT)
N
NN

Bencil-adenina
OCH (BA) OCH

3
e
.
- N - H -a - -a
Orto-metoxitopolin (MeoT) Meta-metoxitopolin (MemT)

13



Figura 2. Estructura de algunas citocininas naturales y sintéticas (Sakakibara, 2006).

2.2.2 Actividad biolégica de las citocininas

Las citocininas tienen una funcién importante, regulan la proliferacién y
diferenciacion de las células vegetales, participan en varios procesos de
crecimiento y desarrollo en las plantas, como en el control de la senescencia
(Gan y Amasino, 1995; Mok, 1994). Controlan el balance entre la raiz y tallo,
transducen sefales nutrimentales y favorecen la productividad de algunos
cultivos importantes (Samuelson y Larsson, 1993; Takei et al, 2001,
Sakakibara, 2005). Las citocininas tienen una funcion importante en el
desarrollo de la semilla en tabaco, yemas laterales, crecimiento del embrién, asi
como la ganancia de peso seco de la semilla madura (Ma et al., 2002). Las
citocininas participan y regulan diferentes procesos fisioldgicos, bioquimicos y
de desarrollo en la planta; estas moléculas pueden promover la division y
alargamiento celular, diferenciacion de plastidios, desarrollo de yemas laterales,
retraso de la senescencia, movilizacion de nutrimentos, desarrollo floral,
germinacién de semillas entre otros (Taiz y Zeiger, 1998; Schmulling et al.,

1997).

2.2.3 Biosintesis de la citocininas

Existen algunas rutas para la biosintesis de iP riboside 5-monofosfato
(iPRMP) en plantas superiores en la cuales se asume que genes de la familia
IPT participan en la biosintesis citocininas. Se han encontrado un determinado

numero de genes IPT en Arabidopsis (Takei et al., 2001), petunia (Zubko et al.,
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2002), entre otras (Sakano et al., 2004). En Arabidopsis, los genes IPT (AtIPT1
y AtIPT3, AtIPTS8) son los que estan involucrados directamente en la biosintesis
de citocininas. Las citocininas presenta un grupo de nucleobases que contienen
un nucleoétido y glicésido correspondiente que se encuentran de forma activa
(Sakakibara, 2006).

Los nucledsidos de las citocininas pueden ser convertidos a nucleétidos
tZ por CYP735A, iP, tZ. Los nucledsidos pueden ser catabolizados por CK a
adenina (Ade) 6 adenosina (Ado) o a N-glucosido por CK N-glucosiltransferasa
(CK-N-GT). Mientras que cZ y tZ pueden ser interconvertidos por la zeatin cis-
trans isomerasa. tZ u O-glucosido por la zeatina O-glucosiltransferasa (ZOGT) y
B-glucosidasa (BGlc) precursores de citocininas con mayor actividad

(Sakakibara, 2006).

2.2.4 Retraso de la senescencia foliar

Las hormonas de las plantas son importantes, por que modulan muchos
procesos fisioldgicos y bioquimicos. El etileno y el acido absicico (ABA), son
estimuladores; mientras que, las citocininas son consideradas como un potente
inhibidor de la senescencia (Noodén, 1988). Actualmente se reconoce el hecho
de que las citocininas tienen un papel preponderante en el control de la
senescencia foliar (Noodén 1988; Gan y Amasino, 1996). Se sabe que
aplicaciones externas de citocininas a hojas en varias especies retrasan la
senescencia foliar (Venkatarayappa et al., 1984; Noodén, 1988; Gan y Amasino,
1996). La senescencia foliar puede retrasarse por la actividad de citocininas o

inhibicion del etileno. Estudios en plantas de tabaco que expresaron la
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biosintesis del gen IPT permanecieron por mas tiempo verdes que las plantas
que no expresaron el gen (Gan y Amasino, 1995); en este experimento, todos
los procesos bioquimicos que ocurren durante la senescencia como la
degradacion de clorofila, proteinas y disminucién de la actividad fotosintéticas
en las plantas transformadas se retrasaron. Esto demostré que el proceso de
senescencia se retras6 en estadios tempranos.

Plantas de tabaco transgénicas, en las cuales se expresé el gen
homeobox de maiz knotted1, presentaron un fenotipo similar a las silvestres,
pero incrementaron sus niveles de citocininas en hojas senescentes; en
contraste, las no transformadas presentaron bajos niveles del fitorregulador (Ori
et al., 1999). Sin embargo, aun no se explican el hecho de que el gen knotted1,
el cual de manera normal se expresa durante el desarrollo de los meristemos se
encuentre presente en las hojas y participe como un regulador de la
senescencia.

Estudios en petunia mostraron que pueden encontrarse genes como Sho
similares al IPT de Arabidopsis, el cual codifica para la sintesis de citocininas
(Zubko et al., 2002). En Arabidopsis se sabe que una sobre-expresion de una
enzima farnesil difosfato sintasa (FPS) que participa en la ruta del mevalonato
promueve la senescencia, debido a que la sobreproducciéon de FPS conduce a
una reduccién del sustrato necesario para la biosintesis de las citocininas y
consecuentemente provoca una disminucion en los niveles, manifestando en la
hoja los sintomas de senescencia temprana y la expresion de genes SAGs

(Masferrer et al., 2002).
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El etileno es esencial para la maduracion de muchos frutos, pero también
se demostré que participa en los procesos de senescencia en algunas especies
de plantas (Buchanan-Wollastone et al., 2003). Estudios en plantas expuestas
al etileno presentaron sintomas de senescencia temprana acelerando el
amarillamiento de las hojas. Experimentos con mutantes de Arabidopsis
insensibles al etileno (Etr1) retrasaron la senescencia (Grbic y Bleecker, 1995);
resultados similares se observaron en plantas transformadas de tomate, las
cuales sintetizaban bajos niveles de etileno (Picton et al., 1993). El retraso de la
senescencia ocurre principalmente en mutantes por los bajos niveles de etileno
producidos, pero una vez iniciado el proceso continua normalmente. El etileno
es un modulador del proceso de senescencia y su presencia podria acelerarla,
pero no es esencial para que la senescencia ocurra (Buchanan- Wollastone et
al., 2003).

Existen estudios que demuestran el efecto rejuvenecedor de la citocinina
BAP en hojas senescentes de Nicotiana rustica induciendo la recuperacion de
la estructura del cloroplasto, resultado de la re-diferenciacion de los
gerontoplastos (Zavaleta-Mancera et al., 1999b). Esta regeneracion estuvo
acompanada de biosintesis de clorofila e induccién de la enzima protoclorofilide
oxidoreductasa (POR), asi como del aumento paralelo de las proteina LHCP-2,
y actividad fotosintética (Zavaleta-Mancera et al., 1999a).

Plantulas de lechuga (PSAG12-IPT) fueron transformadas y se encontro
que existia un ligero control en la plantula mediado por citocininas, rasgo que

también fue observado en tabaco (McCabe et al., 2001).
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2.3 Senescencia y relaciones hidricas
2.3.1 Potencial hidrico y sus componentes

El término de potencial hidrico (W,), fue propuesto por Slatyer y Taylor en
1960. El término de Wa es una medida del estatus de la energia libre del agua y
es aplicada a las células de las plantas.

La ecuacion completa que incluye todos los factores, los cuales podrian
influir en el W fue dada por Turner (1981). Estos factores se describen a
continuacion:

Wa=Ws+ Wi+ WP, + Wy

El potencial osmético (Ws o 1) es el componente producido por solutos
disueltos en el citoplasma, principalmente la savia vacuolar.

El potencial de turgencia (W¥), es la presion producida por la difusion del
agua dentro del protoplasto de las células delimitado por las paredes y otros
componentes celulares; éste es el responsable de la expansion celular; ademas
de que mantiene la forma de los tejidos. La pérdida de turgencia celular propicia
el marchitamiento en las plantas (Kramer, 1983; Taiz y Zeiger, 1998).

El potencial matrico (W), se refiere al agua retenida en microcapilares
sobre la superficie de las paredes celulares u otros componentes. El efecto de
la gravedad (¥g), es un término de insignificante importancia dentro de una raiz
u hoja, pero llega a ser importante en comparacion con otros potenciales en
hojas que se encuentran a grandes alturas en los arboles y su relacién con el
suelo (Kramer, 1983).

El W y W, son negativos, Ws, expresa el efecto de solutos en solucion
de la célula y Wm expresa el efecto de la unién del agua con los coloides
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superficies y la capilaridad en las paredes celulares y las células. Sin embargo,
en el xilema el W, puede ser negativo durante la transpiracion o positivo en la
gutacion de las plantas como resultado de la presion en la raices. La suma de
estos tres términos es un numero negativo, excepto cuando las células estan
completamente turgidas puede llegar a cero. Cuanto mas bajo es el W, mayor

es el estrés en la planta (Kramer, 1983).

2.3.2 Citocininas y las relaciones hidricas

La senescencia puede ser inducida por patégenos, luz, oscuridad,
translocacién de nutrientes, hormonas, asi como por déficit de agua. La
acumulacion de ABA en las hojas de plantas que estan expuestas a un continuo
déficit hidrico, afecta los movimientos estomaticos induciendo su cierre lo que
ha su vez reduce la tasa de transpiracion, el transporte de solutos hacia las
partes aéreas de la planta y la tasa de asimilacion de CO,, proceso que ocurren
de manera natural durante la senescencia (Kramer, 1989; Chandlee, 2001).

Se ha confirmado que la secuencia de eventos que ocurren durante la
senescencia foliar en plantas monocarpicas, es la misma que cuando se
somete a las plantas a un déficit moderado de agua (-70 kPa y -80 kPa). Este
déficit moderado de agua es el que comunmente se observa en condiciones de
campo, el cual afecta la arquitectura de la planta (reflejandose en la reduccion
del tamano de la hoja, incremento de la densidad de tricomas, disminuyendo el
tamano de los estomas) y el flujo de agua sin un apreciable efecto en el estatus
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hidrico de la planta (Pic et al., 2002). La senescencia promovida por estrés
hidrico es acompafada por una remobilizacion de las reservas. En arroz, la
senescencia foliar producida por déficit hidrico, promueve la distribucién de
asimilados para el llenado del grano, reduciendo el tiempo de llenado (Yang et
al., 2002).

El alargamiento celular depende particularmente de la turgencia celular;
en el tallo y hojas la elongacion se acelera o disminuye por déficit de agua. Una
disminucién el contenido de agua inhibe la tasa fotosintética y usualmente
reduce la tasa de respiracion y otros procesos enzimaticos (Kramer, 1983).

Las plantas por lo general estdn sometidas a periodos de déficit de
humedad en el suelo y/o atmdsfera durante su ciclo de vida, dependiendo de
su severidad pueden producir cambios morfolégicos y metabdlicos (Chavez,
2002), dentro de estos cambios se encuentran la disminucién del numero y
tamafo de hojas, tamafio y cierre de estomas, ajuste osmético, reduccion del
intercambio de gases, inhibicidén parcial de los reguladores de crecimiento como
ABA vy alteracion del metabolismo nitrogenado junto con reduccion de turgencia
lo que provoca la reduccion de crecimiento (Kramer, 1989; Tanaka et al., 2006).

El intercambio de CO; y vapor de agua entre la planta y el ambiente es
regulado en periodos cortos, por el ajuste de la capacidad fotosintética y
cambios en la apertura estomatica por periodos prolongados, mediante cambios
en el area foliar y el desarrollo de un aparato fotosintético en el mesdéfilo. A
medida que el déficit de agua progresa, disminuye la fotosintesis antes que la
respiracion y como consecuencia el indice tasa fotosintética / transpiracion
disminuye (Nilsen y Orcutt, 1996).
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La sequia reduce la incorporacion de aminoacidos en la Rubisco y
disminuye la actividad reductasa del nitrato en la hoja por una reduccién del
flujo del nitrato (Ortiz-Lopez et al., 1991). En plantas de Panicum sujetas a
ciclos cortos de agua y provocando un estrés en el suelo entre 25 y 55% (ya —
15 a 0.1 bar) se mostr6 un acelerado envejecimiento en hojas maduras
(Thomas y Stoddar, 1980).

Las citocininas antagonizan muchos procesos fisiolégicos inducidos por
la pérdida de agua, principalmente los que son mediados por el acido absicico.
La adicion de BAP a plantas crecidas in vitro estimula la apertura estomatica y
la transpiracion (PospiSilova et al., 1998). EI mecanismo de accion de las
citocininas sobre las células oclusivas podria involucrar un cambio eléctrico en
membrana a través de una hiperpolarizacion electrogénica (H+), asi como una
estimulacién en la actividad del adenilato ciclasa, guanilato ciclasa o
interactuando directamente con el sistema calcio-calmodulina, regulando
canales idnicos permeables a ABA (Incoll et al., 1990).

Existen pocos estudios del efecto de las citocininas sobre los parametros
fotosintéticos y potencial hidrico, estos se han relacionado con la pérdida de
agua debido al estrés hidrico o a la senescencia. Sin embargo, solo se sabe
que las citocininas promueven un rapido incremento en el potencial de agua. En
Phaseolus vulgaris cuando es sometido a déficit hidrico y posteriormente
regado con agua y asperjado con citocininas, el potencial hidrico se incrementa
rapidamente alcanzando los niveles de las plantas control (regadas con agua),
pero aun no se saben los mecanismos de accion en estos procesos (Rulcova y
Pospisilova, 2001).
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2.3.3 Factores que intervienen en la pérdida de agua foliar

Existen diferentes factores por los cuales la hoja pierde agua y por lo
tanto disminuye muchas de sus actividades fisiolégicas y bioquimicas que
dependen de agua. Uno de estos factores es la evaporacién de agua de las
paredes celulares y su difusion fuera de las hojas, principalmente a través de
los estomas, estos términos pueden ser discutidos en términos de resistencia y
conductancia estomatica y conduccién de fuerzas (Kramer, 1983; Taiz y Zeiger,
1998).

El agua proviene de la raiz difundiéndose por los espacios intercelulares
y se pierde por los estomas. Cuando estos se cierran, la unica via disponible es
a través de las células epidérmicas y la cuticula, siendo ésta una ruta en la cual
se genera una gran resistencia (Kramer, 1983).

Una presion positiva del xilema causa exudacion de savia a través de los
hidatodos, que son estructuras localizadas cerca de las traqueidas terminales
cercanas a los margenes de las hojas. Las gotas de rocio que comunmente se
ven en la mafana en el pasto son exudados de estos poros especializados. La
gutacion es mas notable cuando la transpiracién es suprimida y la humedad
relativa es alta, como ocurre en la noche (Taiz y Zeiger, 1998).

La transpiracion de la hoja depende de dos factores principalmente: (1) la
diferencia en la concentracion de vapor de agua entre la hoja y los espacios de
aire y aire externo y (2) la resistencia de difusion controlada por la resistencia

estomatica y la capa de frontera (Taiz y Zeiger, 1998)

22



El indice de transpiracién depende de la energia necesaria para convertir
al agua en vapor, el gradiente en la presién de vapor o concentracion que
constituye la fuerza conductora (driving force) y la magnitud de la resistencia de
esta via (Lawlor, 2002).

La transpiracion difiere de la evaporacion, por que el escape de vapor de
agua de las plantas es controlado por la resistencia de la hoja que no esta
involucrada en la evaporacién de una superficie libre de agua (Kramer, 1983).

Existen factores que pueden alterar la tasa de transpiracién en la planta
como la humedad relativa, temperatura, resistencia estomatica, velocidad del
viento, y potencial de agua. Las hojas también pueden influir de manera directa
por su tamafo, forma, caracteristicas de la superficie y posicion (Murchie et al.,
1999). Estas caracteristicas afectan la absorcién y reflexion de la luz, la
temperatura de la hoja. Se sabe también que el area de las hojas es importante
por que afecta de manera significativa la tasa fotosintética; ademas de que
hojas con areas muy grandes transpiran mas que las que presentan areas mas
pequefias, debido a que tienen una mayor densidad de estomas (Kramer, 1983;
Taiz y Zeiger, 1998).

El indice de transpiracién es afectado por la orientacién de las hojas,
debido a que pueden exponerse en angulos rectos exponiéndose mas a los
rayos del sol y por lo tanto incrementan la tasa de transpiracion (Murchie et al.,
1999); en contraste con las hojas que se encuentran en angulos paralelos se
exponen menos a los rayos del sol y por lo tanto transpiran menos (Kramer,

1983; Taiz y Zeiger, 1998).
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Los estomas y la anatomia de la hoja son muy importantes en la
transpiracion de las plantas; la anatomia puede ser modificada por el ambiente
y una de las evidencias puede ser el numero de estomas asi como el tamano.
La apertura y cierre de los estomas en plantas C3 y C4 esta correlacionada con
la intensidad luminosa, tasa de asimilacién de CO, vy con la conductancia

estomatica (Parry et al., 2002; Tanaka et al., 2006).

2.3.4 Senescencia y fotosintesis

Durante la senescencia foliar, uno de los eventos mas importantes es el
desensamblaje del aparato fotosintético dentro de los cloroplastos y por
consiguiente la disminucion de la actividad fotosintética (Grover y Mohanty,
1992; Gay y Thomas 1995). Esta pérdida de actividad estd asociada con la
degradacion de la enzima Rubisco (Crafts-Brandner et al., 1990; Parry et al.,
2002); lo que provoca una reduccion en la tasa de fijacion de CO..

La actividad fotoquimica del PSII también disminuye, ocasionando
fotodafo en los centros de reaccion por una mala disipacion de la energia. El
exceso de energia excitada debe ser disipada en los complejos antena del PSII
en forma de calor, a través de un proceso el cual involucra el ciclo de las
xantofilas y un bajo pH en los tilacoides, pero durante la senescencia este
proceso no ocurre (Lu et al., 2001).

Durante la senescencia, para prevenir una muerte celular prematura y
permitir una movilizacion adecuada de nutrientes de las hojas senescentes, el
aparato fotosintético tiene que desmantelarse sistematicamente lo cual requiere
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una regulacién metabdlica temporal y espacial de la funcion fotosintética
(Wingler et al., 2004). La removilizacién de nitrégeno y fosforo son un
importante recurso para el desarrollo de las plantas.

La movilizacion de nitrégeno de proteinas fotosintéticas tales como
Rubisco, LHCP-2 producen una disminucion en la tasa de asimilacion de CO..
En Arabidopsis, la tasa fotosintética disminuye antes de que la hoja este
completamente expandida, mientras que los niveles de clorofila permanecen
altos después de estadios avanzados de desarrollo (Stessman et al., 2002).
Una combinacién de altos niveles de clorofila y baja asimilacion de CO; puede
provocar un dafo foto-oxidativo por el desbalance entre la energia capturada y
disipada; por ejemplo se sabe que en los mutantes “siempre verdes” en soya,
son mas susceptibles a la fotoinhibicién (Guiamét et al., 2002).

Durante la senescencia foliar, el estrés oxidativo se incrementa con la
edad de la hoja; para prevenir el dafo foto-oxidativo que podria desencadenar
una peroxidacion de lipidos y muerte celular, el aparato fotosintético debe ser
desmantelado de manera ordenada. En cotiledones de Brassica napus la
actividad del fotosistema Il disminuye antes que la del fotosistema | (Ghosh et

al., 2001) de esta forma evita un dano foto-oxidativo prematuro.
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3. OBJETIVOS

3.1 General
Analizar el efecto de la citocinina BAP en los niveles de Rubisco, fotosintesis
y transpiracion, durante el retraso de la senescencia foliar natural de

Triticum aestivum var. Temporalera

3.2 Particulares

1) Evaluar el efecto de la citocinina BAP en los niveles de Rubisco y en la

fijacion de CO, durante el retraso de la senescencia foliar natural en

trigo.

2) Estudiar el efecto de la citocinina BAP en la poblaciéon de plastidios,

durante la senescencia y el retraso de esta.
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3) Estudiar el efecto de la citocinina BAP en las relaciones hidricas (Wa, Ws,
Y, ), intercambio de gases (gs, fijacion de CO2) durante la senescencia

foliar.

4. HIPOTESIS
B Sj la citocinina BAP retrasa la senescencia foliar, entonces mantendra los

niveles de Rubisco y la tasa de asimilacion de CO..

B Si la citocinina BAP retrasa la senescencia, entonces mantendra la

poblacion de plastidios.

B Si la citocinina BAP retrasa la senescencia, entonces el equilibrio hidrico

e intercambio de gases se mantendran constantes.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Siembra y obtencién del material biolégico

Semillas de trigo (Triticum aestivum var. Temporalera) se desinfectaron
sumergiéndolas durante 20 minutos en una solucién al 3% de una mezcla de
fungicidas y bactericidas (captan 15%, benlate 10%, tecno 10% y bactrol 10%).
Para cada experimento se sembraron un promedio de 80 semillas en charolas
de plastico de 33x28x13 cm conteniendo una mezcla de peat moss y agrolita
(95v/5v). Las charolas se colocaron en un disefio completamente aleatorio, con
tres repeticiones para cada experimento en un invernadero del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, localizado a 19° 29’ latitud norte y 98° 54’
longitud oeste y 2250 msnm, (Garcia, 1988), con temperatura promedio en el
invernadero durante el dia (12h) de 30 + 2 °C y de 8 + 4 °C durante la noche.
Las charolas se regaron con agua corriente cada tercer dia durante todo el

experimento. Las plantulas se dejaron crecer hasta la aparicion de la segunda

28



hoja expandida con ligula expuesta, en promedio 21 dias después de la

siembra (DDS)

5.2 Soluciones BAP y control

Se utilizaron soluciones de 0.1 mM, 0.01 mM y 0.001 mM de 6-
bencilaminopurina (BAP, Sigma) con 0.02 % dimetilsulfoxido (DMSO Sigma)
usado para disolver el regulador de crecimiento y 0.02% de Tween 20
(Boehringer Mannheim GmbH) para facilitar la penetracion del regulador de
crecimiento. La solucion control se prepard de la misma forma que la solucion

de citocinina pero sin el fitorregulador (Trevilla, 2004).

5.3 Cuantificacion quimica de pigmentos fotosintéticos

Fragmentos (3cm) de la parte media de la segunda hoja se maceraron en
4ml de acetona al 80% (4°C). El extracto se centrifugd a 840 g durante 10
minutos y el sobrenadante se recupero y ajusté a 4ml. Se midié la absorbancia
del sobrenadante a 470 nm, 646 nm y 663 nm en un espectrofotometro (Cary
Conc UV-Visible spectrophotometer). Las concentraciones de clorofila a (Chl a),
clorofila b (Chl b), xantofilas y carotenoides (x+c) se calcularon empleando la

férmula de Lichtenthaler y Wellburn (1983):

Ch|a =12.21 A663 —-2.81 A646
Ch|b =20.13 A646 —-5.03 A663

Cx+c =1000 A470 — 3.27 Chl, =107 Chl,

229
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Los resultados obtenidos se expresados en mg-g™' de peso fresco (PF)

5.4 Calibracion del SPADmeter

El SPADmeter determina la cantidad relativa de clorofila presente en la
hoja, la medicidon se hace por la absorbancia de la hoja en dos longitudes de
onda. La clorofila tiene dos picos de absorbancia, una en el rojo (400-500 nm) y
otra en el azul (600-700 nm), con una no transmitancia en la region cercana al
infrarrojo; por lo tanto, el SPADmeter mide la absorbancia de la hoja en el rojo y
cerca de las regiones del infrarrojo. Usando las dos transmitancias el
SPADmeter se calcula un valor numérico (unidades SPAD), el cual es

proporcional a la cantidad de clorofila presente en la hoja (Figura 3).

Figura 3. Espectro de absorbancia de la clorofila extraida con acetona al

80% de una hoja (Manual del usuario SPADmeter 502, Minolta).

Con el objeto de expresar la unidades SPADmeter en mg de
clorofila-g™'PF, se correlacionaron las unidades SPAD con los contenidos de

clorofila obtenidos quimicamente de 60 hojas maduras en diferentes estadios
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de senescencia. A partir de que la segunda hoja presento la ligula expuesta se
tomaron un promedio de 8 hojas cada tercer dia. Cada hoja se midié con el
SPADmeter y se cuantific6 quimicamente sus contenidos de Chl a, Chl by x +
c, en extractos ceténicos (acetona al 80%) de acuerdo al método descrito en el

punto 5.3.

5.5 EXPERIMENTO 1: Determinacion de la concentracion 6ptima de BAP
en el retraso de la senescencia foliar

Para identificar la concentracion o6ptima de la citocinina BAP, en el
retraso de la senescencia foliar, se asperjaron tres concentraciones de BAP (0.1
mM, 0.01 mM y 0.001 mM) a plantulas de 21 dias (DDS), las cuales mostraban
la segunda hoja con ligula expuesta. Las aspersiones se hicieron cada tercer
dia por un periodo de 15 dias. Cada cinco dias se midieron los niveles relativos
de clorofila de la segunda hoja madura de 20 plantas por tratamiento, con el

medidor portatil de clorofila SPADmeter-502 (Minolta).

5.6 EXPERIMENTO 2: Efecto de 0.1 mM de BAP en la senescencia foliar de
trigo

Determinada la concentracion 6ptima de BAP (0.1mM) para retrasar la
senescencia foliar, se estableci6 un segundo experimento. Se sembraron

semillas de T. aestivum de la misma forma como se explicd en el experimento
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uno (seccidén 5.5) bajo el mismo disefio experimental, realizandose algunos
cambios que consistieron en asperjar la citocinina BAP cada tercer dia (un total
de 7 aspersiones) durante 20 dias. Se cuantificaron los pigmentos clorofilicos,
las proteinas solubles, la poblacion de plastidios, los niveles de Rubisco, el
potencial de agua, potencial osmdtico, potencial de turgencia, tasa de
asimilacion de CO; y conductancia estomatica, de acuerdo con la metodologia

descrita a continuacion.

5.6.1 Cuantificaciéon quimica de pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos se cuantificaron segun la seccion 5.4

5.6.2. Extraccion y cuantificaciéon de proteinas solubles totales.

Un promedio de 150 mg de tejido fresco se congel6 en nitrogeno liquido
y se almacen6 a -40 °C. El tejido se maceré con 1ml de amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7.5, (1 mM de DTT, 0.1 mM de EDTA, y 12.5% de glicerol).
El extracto se centrifugd a 15000g a 4 °C durante 10 min. Se usaron 5uL del
sobrenadante para la determinacion de proteinas y 100 pyL se usaron para
determinar los niveles de la subunidad grande de Rubisco (LSU) (Makino et al.,
1986). Las proteinas solubles se cuantificaron por el método de Bradford
(1976). Se hizo una curva patrén con BSA (albumina de suero bovino, Sigma),
se pesaron 12.5 mg de BSA y se disolvi6 en 50 mL de agua destilada;
posteriormente, en tubos ependorff se colocaron 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 uL

de la solucién de BSA, los cuales se aforaron a 800 puL con agua destilada,
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luego se agregaron 200 uL del reactivo de Bradford (Bio-Rad) para obtener un
volumen de 1 mL y se agitaron con un vortex para homogenizar la mezcla.

La absorbancia de las diluciones se midieron a una longitud de onda de
595 nm en un lector de micro-placas (Multiskan Ascent, Labsystem), con la cual
se obtuvo una curva de regresién, que posteriormente se utilizé para determinar
el contenido de proteina en las muestras de trigo. Para la cuantificacién de
proteinas en las muestras, se tomaron 5 pL del extracto los cuales se aforaron
a 800 uL con agua destilada, luego se agregé 200 uL del reactivo de Bradford
para medir la absorbancia de cada muestra a 595 nm.

5.6.3 Niveles de Rubisco

Los niveles de la subunidad grande (LSU) de Rubisco (55kDa) se
determinaron de acuerdo al método no radiactivo de Makino et al. (1986). De la
extracciéon de proteinas, se tomo una alicuota de 100 uL del sobrenadante, a la
cual se le agregé 100 pl de Tris HCI 50 mM a pH 6.8 (SDS 1%, 2-
mercaptoetanol 2% y 12.5% de glicerol), la mezcla se hirvié a 100 °C por 5
minutos para desnaturalizar las proteinas y se centrifugd por 2 minutos a 11000
gy4-°C.

Las proteinas se separaron mediante una electroforesis (SDS-PAGE) de
acuerdo con Laemmli (1970). Las proteinas se separaron en un gel de
apilamiento al 4% (6.1 mL de agua desionizada,1.3 mL de bis arcrilamida al
30%, 2.5 mL de Tris HCI 0.5M a pH 6.8, 0.1 de SDS al 10%, 50 pyL de APS al
10%, y 10 yL de TEMED) y un gel separador al 12% (3.4 mL de agua
desionizada, 4 mL Bis arcrilamida al 30%, 2.5 mL Tris HCI 1.5M a pH 8.8, 0.1
mL de SDS al 10%, 50 pL de APS al 10%, y 5 yL de TEMED ). Cada carril del
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gel se cargd con 10 ug de proteina, junto con un marcador de peso molecular
de amplio rango (200, 116, 97, 66, 45, 31, 21, 14 y 6 KDa, Bio-Rad). El gel se
mont6 en una camara vertical de electroforesis (Mini-Potean Il Cell, Bio Rad) y
se corrid a 20mA por 1.2 h usando una fuente de poder (Power Pac 3000, Bio
Rad).

Las bandas se visualizaron con azul de Comassie (CBB-R 250 Sigma).
El gel se fij6 en una solucion de acido acético 7% y metanol 40% durante 30
min. Posteriormente, el gel se tiAid con azul de Comassie (acido acético glacial
40 %, metanol 60% y azul de Comassie brillante 0.5%) durante 30 min, con
agitacion suave. Finalmente, el gel se destiid con una solucién de acido acético
7.5% y metanol 10%, realizando 3 lavados de 30 minutos cada uno.

Las bandas de proteina de 55 kDa identificadas como la subunidad
grande de Rubisco (LSU), fueron evaluadas en unidades de densidad 6ptica por
mm? (UDO), con un programa de analisis (Quantity One 42.1, Bio Rad), con el

objeto de comparar las intensidades relativas de las bandas entre tratamientos.

5.6.4 Poblacién de plastidios

Fragmentos de 2 mm? de la parte media de la lamina se fijaron en una
solucién de 4% paraformaldehido, 2.5% glutaraldehido en amortiguador de
fosfatos Soérensen, pH 7.2 (Ruzin, 1999). Luego de dos lavados en
amortiguador de fosfatos, los fragmentos se deshidrataron en etanoles
graduales (30%, 40%, 50%, 70%, 80%, 96% y 100%, 100%) 30 min en cada
cambio; posteriormente los fragmentos se infiltraron en una mezcla de etanol :
resina Spurr 3:1 y 1:1 por 30 min. Los tejidos se incluyeron en resina Spurr
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(Polyscience Inc.) grado mediano de pureza (5g de dioxido de vinilciclohexano,
3g de resina epoxica Dow 736 y 13g de nonenilsuccinico anhidro). Las
muestras incluidas se vaciaron en moldes para resina (Pelco 10505) y se
polimerizaron a 60 °C durante 24 h. Se hicieron cortes transversales de 1 ym
con una cuchilla de vidrio en un ultramicrétomo (Reichert OmU3), los cuales se
tineron con una mezcla acuosa de azul de metileno (1% en borax 1%
NayB4O7+10H,0): azure al 1% 1:1. Los cortes se observaron en un microscopio
de luz compuesto a 40X. Se cuantifico el numero de cloroplastos de 10 células
del mesdfilo en dos fragmentos de cuatro hojas por tratamiento, para hacer un

total de 80 células por tratamiento.

5.6.5 Relaciones hidricas (Wa, Ws W)

Potencial de agua total (Wa)

Las mediciones se hicieron con una bomba de presién (Scholander et al.,
1965; Pearcy et al., 1991). La hoja se introdujo dentro de la camara, dejando el
peciolo expuesto, la presion en el interior de la camara se incrementd hasta
obtener un balance en la columna de agua del xilema en la hoja, el cual se
alcanzé cuando una pequena gota de savia aparecié en la zona expuesta del
peciolo (Turner, 1988), los resultados fueron expresados en MPa donde 1 Bar =

0.1 MPa.

Potencial osmoético (Ws)
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El potencial osmaético se determind en un fragmento de la misma hoja
que se uso para el Wa, el fragmento de hoja se envolvié en papel aluminio, se
introdujo en nitrégeno liquido y se macer6 en un tubo ependorff para extraer el
contenido celular. De la extraccién se tomaron 10 uL que se adicionaron a
discos de papel filtro donde se midio el potencial osmdtico con un osmdémetro
de presion de vapor (VAPRO/WESCOR 5520), los resultados fueron
expresados en MPa. La ecuacion utilizada fue la siguiente (Bidwell, 1993):

Ws = CRT
Donde:

C = Concentraciéon de la solucion (expresada en moles de soluto por Kg de
agua).
R = Constante de los gases 0.00831 Kg MPa mol™” K’

K = Temperatura en grados Kelvin.

Potencial de turgencia (W)
El potencial de turgencia fue calculado mediante la ecuacién general del
potencial de agua:
Wa=Ws + Y,
Por lo tanto la ecuacién utilizada fue (Bidwell, 1993):

Wi =W, - Wy y expresada en MPa.

5.6.6 Intercambio de gases (gs, fijacion de CO,)
Se determind la conductancia estomatica y la tasa de asimilacién de CO;

con un analizador portatil de gases en el espectro infrarrojo (IRGA) modelo
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(CIRAS-1, PPSYSTEMS). Las mediciones se hicieron en la segunda hoja con
ligula expuesta, en 10 individuos por tratamiento cada cinco dias por un periodo
de 20 dias. La tasa de asimilacion de CO, se expresé como umol de CO, m?s™

y la transpiracién como mmol H,O m?s™.

5.6.7 Analisis estadistico
Se realizaron correlaciones simples, analisis de varianza, comparacion
de medias (Tukey) y t-student con un nivel de confianza del 95%. El paquete

estadistico utilizado fue STATGRHAPHICS Plus 4.

37



6. RESULTADOS

6.1 Calibracion del SPADmeter

Los valores SPAD medidos en los fragmentos de las hojas de trigo,
variaron en un intervalo de 4.9 a 41.2; este intervalo de unidades SPAD permitié
abarcar todas las tonalidades de verde durante la senescencia foliar. En cada
fecha de muestreo seleccionado, el analisis estadistico mostré6 un valor
promedio minimo y un maximo (Cuadro 1).

La concentracién de clorofila extractable mostré valores mayores
conforme aumentaron las unidades SPAD; de tal forma que el valor mas alto
fue de 4mg-g"'PF con un valor SPAD de 41.2 en las hojas verdes y el mas bajo
fue de 0.40 mg-g'PF con un valor SPAD de 4.9 en hojas amarillas.

Se encontré una correlacion significativa (a = 0.01, r = 0.90) entre la
concentracion de clorofila (mg-g'PF) y las unidades SPAD (Figura 4). La
ecuacion obtenida con la regresion, permite sustituir una lectura SPAD por su
equivalente contenido de clorofila, sin destruir la hoja.

Cuadro 1. Unidades SPAD determinadas en la segunda hoja madura de trigo,
con diferentes niveles de amarillamiento.
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Dias después de  Valor minimo de  Valor maximo de Promedio

la siembra unidades SPAD unidades SPAD Unidades SPAD
+ES.
21 36.3 41.2 38.2+0.4
23 23.0 354 30.2+2.2
25 22.6 294 25.8+0.9
27 19.7 29.3 23.6+1.3
29 11.1 26.6 201122
31 11.5 22.0 19.3+1.8
33 6.4 18.1 145+19
35 4.9 15.8 116+£1.2

La ecuacion que se propone para el calculo de clorofila a partir de los

valores SPAD es (Cuadro 2):

Chlrora. = 0.192843 + (0.0667733)(SPAD)

Cuadro 2. Valores correspondientes a la pendiente, ordenada y r?

Variable Ordenada al Pendiente re
origen B0 B1
Clorofila 0.193 0.066 0.826

Otros autores han utilizado el SPADmeter para correlacionar el color
verde de las hojas con la cantidad de nitrégeno en hojas de tomate (Rodriguez

et al., 1998) y hojas de maiz (Krugh et al., 1994).
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6.2 Experimento 1: Determinacion de la concentracion 6ptima de BAP en

el retraso de la senescencia foliar

De las tres concentraciones probadas de BAP (0.1 mM, 0.01 mM y 0.001
mM), la solucién con 0.1 mM fue la que mantuvo significativamente mas altos
(P<0.05) los niveles de clorofila medidos en unidades SPAD, en comparacion
con las soluciones 0.01 mMy 0.001 mM (Figura 5).

A los 31 DDS, el tratamiento con 0.1 mM de BAP retuvo el 78.6% de su
contenido inicial de clorofila; mientras que las hojas asperjadas con las
soluciones control, 0.01 mM y 0.001 mM presentaron el 25.5%, 35.3% y 26.2%
de clorofila respectivamente, no encontrandose diferencias significativas entre
los tres tratamientos (P>0.05).

Finalmente a los 36 DDS, la concentracion de BAP 0.1 mM también fue
la que retuvo el mayor porcentaje de clorofila (66.2%), mientras que las hojas
tratadas con las soluciones control, 0.01 y 0.001 mM mostraron una disminucion

de un 100% en el contenido de clorofila (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de tres concentraciones de BAP en la retencién relativa de
clorofila (unidades SPAD), durante la senescencia (21-36 DDS). Los datos son
promedio + E. S. (n=20).

* Denota diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05).
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6.3 Experimento 2: Efecto de 0.1 mM de BAP en la senescencia foliar de
trigo

6.3.1 Pigmentos fotosintéticos totales

Los niveles de pigmentos fotosintéticos en hojas asperjadas con BAP 0.1
mM fueron significativamente mayores (P<0.05) que las hojas asperjadas con
agua (control) durante la senescencia (Cuadro 3).

Los niveles de Chl total a los 26 DDS en hojas control mantuvieron un
77.5%, en contraste, las hojas tratadas con BAP conservaron el 91.1% de la Chl
inicial. Los cambios significativos se observaron a los dias 31, 36 y 41 DDS, en
donde las hojas control conservaron el 67.0%, 42.5% y 12.0% respectivamente;
mientras que las hojas tratadas con BAP conservaron el 73.0%, 73.0% y 57.4%
de su Chl total inicial respectivamente.

La clorofila total y la cantidad de proteina soluble total (seccion 6.3.2) de
la segunda hoja se correlacionaron positivamente; con una r* del 92% para
plantas tratadas con BAP y control respectivamente.

En plantas control, la razén Chl a : Chl b se redujo de 3.7 a 1.1, mientras
que las tratadas con BAP fue de 3.7 a 3.2 en 21 dias, indicando una
degradacion preferencial de Chl a y pérdida de color verde resultado del
envejecimiento en las hojas control (Cuadro 3). La razén Chl total : x+c se
redujo en plantas control de 9.5 a 2.43, mientras que en plantas tratadas fue de
3.7 a 4.21 indicando un mayor grado de envejecimiento en las hojas control

(Cuadro 3).
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El BAP contribuyé significativamente a la retencion de clorofila a y b
durante la senescencia de la segunda hoja. Las hojas tratadas con citocinina
retuvieron el 90.8% de clorofila a y el 92.4% de clorofila b para el dia 26 DDS.
En contraste, las hojas control retuvieron el 76.5% de clorofila a y el 81.1% de
clorofila b encontrandose diferencias significativas (P<0.05).

El dia 31 y 36 DDS los niveles de retencion de clorofila a en hojas
asperjadas con citocinina fueron significativamente mas altos (87.2% y 71.9%)
que las hojas control (65.8% y 39.7%) (P<0.05). Los niveles de retencion de Chl
b fue del 90.5% y 77.3% para el dia 31 y 36 DDS, mientras que en hojas control
hubo una disminucion significativa del 71.6 % y 52.8% respectivamente.
Finalmente a los 41 dias DDS, los niveles de retencion de Chl a fue de 57.4%
(1.43 mg-g'PF); mientras que las hojas control en el mismo tiempo solo
retuvieron el 8.1% (0.16 mg-g'PF). Con respecto a la Chl b, las hojas tratadas
con BAP retuvieron el 64.1% (0.34 mg-g'PF), mientras que en las hojas control
solo se retuvo el 26.4% (0.14 mg-g'PF) de este pigmento con respecto al valor
inicial. Se observo que la Chl b se retuvo en mayor proporcién (64.1%) que la
Chl a (55.6%) al final del experimento (Cuadro 3).

Para el dia 31 DDS las x + ¢ en la hojas tratadas con BAP incrementaron
en un 23%, sin embargo el incremento no fue significativo.

En el dia 41 DDS, las x+c de las hojas tratadas con BAP se
incrementaron un 26.6%; en contraste con las hojas control que diminuyeron

significativamente sus niveles con respecto al valor inicial (P<0.05).
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La razén Chl total : x+c en las hojas tratadas con la citocinina BAP, se
mantuvieron con valores relativamente mas altos (4.21) que las hojas control

(2.43) a los 41 dias DDS (Cuadro 3).

6.3.2 Proteina soluble total

El contenido de proteina soluble disminuyé con el tiempo, tanto en el
control como en el tratamiento con BAP, pero en forma mas pronunciada en el
control. Para el dia 26 DDS se registré una ligera disminucion en el contenido
de proteina tanto en las hojas control (26%) como en el tratamiento con BAP
(22%), sin encontrarse diferencias significativas entre tratamientos (P>0.05).

Del dia 26 DDS al dia 31 DDS los niveles de proteina en las hojas
tratadas con BAP no cambiaron; mientras que en hojas control la proteina se
degradd en un 39%. Para el dia 36 DDS, el 76% de la proteina se degradd en
las hojas control; mientras que en las tratadas con BAP sélo fue del 29%. El
efecto mas significativo se observé a los 41 DDS, cuando las hojas tratadas con
BAP conservaron un 50% de su proteina soluble total mientras que las hojas

control retuvieron menos del 4% (Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de proteina soluble total de la segunda hoja de
T. aestivum por efecto de BAP (0.1 mM) y solucién control (CT). Los datos son
promedios + E.S. (n = 3)

* Denota diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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6.3.3 La subunidad grande (LSU) de Rubisco

Con los extractos utilizados para la cuantificacion de proteinas, se realizé
la separacion de proteinas totales (SDS-PAGE), en la cual se observd la
subunidad grande de Rubisco (LSU) con un peso molecular de 55kDa. Las
muestras tratadas con BAP presentaron las bandas de LSU mas intensas que
las muestras control (Figura 7A).

Posteriormente se hizo la densitometria de las bandas de LSU de
Rubisco, para obtener valores cuantitativos los cuales fueron expresados en
unidades de densidad 6ptica por mm? (UDO-mm™) obteniendo los siguientes
resultados:

La citocinina BAP retras6 de manera significativa la pérdida de la LSU en
comparaciéon con las hojas control. La concentracion de LSU se mantuvo sin
cambios significativos del dia 21 al 31 (DDS) en las hojas con BAP conservando
un 84.7% de los niveles iniciales, mientras que en las hojas control los niveles
de LSU disminuyeron significativamente partir del dia 26 DDS, perdiendo un
11% de la proteina (P<0-05). EI mayor efecto del BAP se observé en el dia 41
DDS; las hojas asperjadas con la citocinina retuvieron el 51% de sus niveles
iniciales de la LSU de Rubisco, mientras que las hojas control contenian el

28.3% con respecto al verde pre-senescente (Figura 7B).
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Figura 7. Contenido relativo de LSU de Rubisco expresada en unidades de
densidad dptica-mm?. (A) SDS-PAGE de hojas de trigo tratadas con BAP (0.1
mM) y solucién control (CT), los subindices indican el dia de muestreo. (B)
Contenido relativo de LSU expresado en unidades de densidad optica
(UDO-mm?) durante la senescencia foliar de la segunda hoja en T aestivum.
Los datos son promedio + E. S. (n = 3) de tres experimentos.

*Denota diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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6.3.4 Poblacion de plastidios

Se encontré que la citocinina BAP mantuvo la poblacion de plastidios
(medida como el numero de plastidios por célula en corte transversal) del
mesofilo significativamente mas alta (74.5%), que en hojas no tratadas (47.5%)
de su poblacién inicial (P<0.05).

La poblacién de plastidios se mantuvo sin cambios significativos del dia
21 hasta el dia 36 DDS en las hojas tratadas con BAP. Sin embargo, el numero
de plastidios por célula se redujo gradualmente en las hojas control para el dia
31 DDS en un 84% con respecto al valor inicial (Figura 8 y 9). A partir de los 36
dias DDS, el numero de plastidios por célula en corte transversal se redujo en
ambos tratamientos, pero el BAP mantuvo Ila poblacion de plastidios
significativamente mas alta (80%) que el control (74.5%) en los dias 36 y 41
DDS. En contraste las hojas control disminuyeron significativamente a un 64% vy
47.5% respectivamente (P<0.05). Se encontré una baja correlacién (r* = 35.5
P<0.05) entre la cantidad de Chl total y la poblacién de plastidios de las hojas
control, en contraste las hojas tratadas con BAP presentaron una alta
correlacion (r* = 83.8 P<0.05).

Algunas células del mesodfilo de las hojas control a los 41 DDS no
presentaron plastidios. El plasmalema de las células del mesodfilo en este
estadio de senescencia avanzada, se observé parcialmente colapsado con los
cloroplastos senescentes (gerontoplasto) en posicidn interna, evidencia de la
separacion de la membrana plasmatica de la pared celular. Mientras que en las
hojas tratadas con BAP los cloroplastos se presentaron intactos y cercanos a la

pared celular (Figura 9).
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Figura 8. Poblacién de plastidios medida como el numero de plastidios por
célula en corte transversal expresado en porcentaje (%) y Chl total, durante la
senescencia de la segunda hoja madura de T. aestivum, por efecto de BAP (0.1
mM) y solucién control (CT) £ E. S. (n = 60).

*Denota diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 9. Corte transversal semifino (1um) de hojas de trigo asperjadas con 0.1
mM de BAP (F — J) y solucion control (A — E) durante la senescencia foliar. A y
F verde 21 DDS,By G 26 DDS,CyH 31 DDS,Dy 136 DDSy Ey J 41 DDS.
Barra = 20 uym.
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6.3.5 Relaciones hidricas (Wa, W W;

El WA de las plantas tratadas con BAP se mantuvo con niveles similares
(P>0.05) a los del verde pre-senescente (-0.48 MPa) durante el periodo de
senescencia (21-41 DDS); en contraste, el control a los 41 DDS redujo su Wa
(-0.62 MPa) en un 61.8% con respecto a su estado inicial (Figura 10A).

Con respecto al W, las plantas tratadas con BAP mantuvieron potenciales
relativamente mas bajos con respecto al control de los 21 a los 41 dias DDS
(Figura 10B). Las hojas control presentaron un incremento gradual durante este
periodo, encontrandose diferencias significativas el dia 26 DDS, en donde las
hojas tratadas con BAP incrementaron su Ws en un 7% (-1.33 MPa) en relacion
a su valor inicial; mientras que en las hojas control fué del 8.5% (-1.26 MPa). El
dia 31 DDS el Ws en las hojas con BAP se mantuvo relativamente mas bajo (-
1.10 MPa) que en las hojas control (-1.19 MPa). Finalmente a los 41 dias DDS,
aunque no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) el W en las hojas
tratadas con BAP se increment6é hasta -1.10 MPa mientras que en las hojas

control fue del -1.0 MPa.
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Figura 10. Relaciones hidricas en la senescencia de la segunda hoja madura de T.
aestivum por efecto de BAP (0.1 mM) y solucion control (CT). Wa (A), Ws(B) v W
(C).+E.S.(n=28)

* Denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05).
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El potencial de turgencia (W: disminuyé gradualmente en ambos
tratamientos, pero fue significativamente menor en las hojas control a partir de
los 31 dias DDS (Figura 10C). En el dia 31 DDS, las plantas tratadas con BAP
redujeron su Wp a 0.81 MPa, mientras que en las hojas control fue de 0.65
MPa. En el dia 36 DDS las hojas tratadas con BAP mantuvieron su W; (0.82
MPa) evidencia de un ajuste osmético eficiente, en contraste, las hojas control
redujeron su Wt significativamente a 0.52 MPa. Finalmente en el dia 41 DDS el
W se redujo a 0.38 MPa en las hojas control, mientras que las hojas con BAP la
reduccion fue significativamente menor (0.61 MPa) con respecto al valor inicial
(hoja verde) (Figura 10C). EI BAP mantuvo los Wt significativamente mas altos
que las en las hojas control durante todo el periodo evaluado (21-41 DDS) en T.

aestivum. (Figura 10C).

6.3.6 Intercambio de gases (gs, fijacion de CO,)

La tasa de asimilacion de CO, permanecié constante en las hojas
tratadas con BAP, mientras que en las hojas control, la asimilacion de CO; se
redujo, encontrandose diferencias significativas a los 31, 36 y 41 dias DDS
entre tratamientos (P<0.05). Estos resultados indican que el BAP mantuvo
funcionando la maquinaria fotosintética, con niveles cercanos (4 umol de CO;
m? s™") a los de las hojas verdes pre-senescentes (6.2 pmol de CO, m?s™) a
los 41 DDS. Las plantas control redujeron su tasa de asimilacion de CO; en
61.3%, 56.2% y 94% los dias 31, 36 y 41 DDS respectivamente; mientras que a

los 41 DDS las hojas tratadas con BAP presentaron promedios
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estadisticamente similares al estadio inicial (P>0.05), pero significativamente
mayores (P<0.05) a las hojas tratadas con solucion control (Figura 11A).

Con respecto a la conductancia estomatica, los resultados se
comportaron similares a los obtenidos de la tasa de asimilacion de CO.. Estas
dos variables estdan estrechamente relacionadas, entre mayor sea la
conductancia mayor sera la asimilacion de CO,. La conductancia estomatica se
mantuvo en 68% (864.9 mmol m? s™) en las hojas tratadas con BAP a los 41
DDS, mientras que en hojas control se redujo significativamente a 41% (534

mmol m? s™) con respecto al valor inicial (1272 mmol m? s™) (Figura 11B).
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Figura 11. Tasa de asimilacion de CO, (A) y conductancia estomatica
(B) en la senescencia de la segunda hoja madura de T. aestivum por
efecto de BAP (0.1mM) y solucion control (CT). + E. S. (n = 8)

* Denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05).
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7. DISCUSION

Es ampliamente conocido que la aplicacion externa de citocininas retarda
los procesos de senescencia (Gan y Amasino, 1996, VICkova et al., 2006). Los
resultados del presente trabajo, asumen que las citocininas participan
activamente en el retraso de la senescencia y degradacion de proteinas y
clorofilas, conservan la poblacion de plastidios, mantienen la actividad
fotosintética y el intercambio de CO; en las hojas de trigo.

El efecto del BAP en el retraso de la senescencia foliar en Triticum
aestivum var. Temporalera se estudié en plantas sembradas en macetas y en
condiciones de invernadero; en donde las hojas senescieron de manera natural.

De las tres concentraciones de BAP probadas (0.1 mM, 0.01 mM y 0.001
mM) se observo que las hojas tratadas con BAP al 0.1mM en comparacién con
0.01 y 0.001 mM presentaron el promedio mas alto de unidades SPAD,
reteniendo hasta el 66.6% de la clorofila para el dia 36 DDS. La concentracion
mas eficiente para retrasar la senescencia foliar en esta variedad fue la solucién
de 0.1 mM. Resultados similares fueron obtenidos por Li et al. (2000) al estudiar
el efecto de BAP al 0.1mM en hojas de Lolium multiflorum, observando que la
citocinina promovié una retencién de hasta el 67.5% de los pigmentos iniciales.

Durante este experimento, se correlacionaron los niveles de pigmentos
clorofilicos y las unidades de un SPADmeter para inferir las concentraciones de
clorofila en mg-g”'PF, mediante un método no destructivo. Las determinaciones
quimicas de clorofila en tejidos vegetales (extractos de cetdnicos al 80% o con

N-dimetilformamida), son métodos utilizados para estimar el estado nutrimental
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del cultivo en lo que se refiere al nitrégeno, magnesio y fierro (Sachdchina y
Dimitrieva, 1995).

Se ha reportado que la cantidad de clorofila y de nitrégeno total
determinados por los métodos quimicos tradicionales en leguminosas,
gramineas, frutales y hortalizas presentan una alta correlaciéon con las unidades
SPAD medidas con el detector de clorofila Minolta SPAD-501 (Reeves et al.,
1993; Rodriguez et al., 1998).

Estd demostrado que la “unidad SPAD” es un valor proporcional al
contenido de clorofila y nitrégeno en varias especies. Esta correlacion se
demostré en maiz (Krugh et al., 1994), trigo (Follet et al., 1992; Fox et al.,
1994), pasto (Festuca) (Kantety et al., 1996), algodon (Wood et al., 1992) y
arroz (Turner y Jund, 1991) con el fin de detectar posibles deficiencias de
nitrégeno. En el presente trabajo se obtuvo una buena correlacion (r? = 0.81)
entre las unidades SPAD y la concentracién (mg-g'PF) de clorofila total
(Cuadro 2). EI SPADmeter es un instrumento util para el seguimiento de la
pérdida de clorofilas durante la senescencia de una misma hoja sin destruirla. El
presente estudio confirma que las unidades SPAD son confiables para la
medicion de los niveles relativos de clorofila, evaluaciones que se utilizaron
para monitorear los estadios de senescencia en trigo.

En el presente trabajo, se encontré que el BAP mantuvo los niveles de
clorofila hasta en un 57% en contraste con las hojas control que sélo retuvieron
un 12% en el dia 41 DDS. La pérdida de clorofila podria explicar parcialmente la
disminucién de la actividad fotosintética, que fue observada en la ultima etapa

de la senescencia. La reduccién en la capacidad de trasporte de electrones
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podria contribuir a la disminucion de la tasa fotosintética en hojas senescentes
(Gay y Thomas, 1994). Se ha reportado una disminucién paralela en los
componentes del complejo cosechador de luz (LHCP), y trasporte de electrones
en hojas senescentes de Lolium temulentum bajo luz constante (Mae et al.,
1993).

En el presente estudio se encontré que el BAP retuvo la Chl b en mayor
porcentaje (64%) que la Chl a (55%) en el dia 41 DDS. Los pigmentos
clorofilicos (Chl a y Chl b) en la hoja de Lolium temulentum se incrementan en
los primeros 10 dias, después de la emergencia y posteriormente declinan
durante los proceso de senescencia; a excepcidon de las clorofilas a y b, los
carotenoides permanecen constantes (Gay y Thomas, 1995); resultados
similares encontramos en el presente estudio, en donde los carotenoides se
incrementaron conforme avanzaba la senescencia; sin embargo para el dia 41
DDS en hojas control, las x+c disminuyeron significativamente, asi mismo la
razon Chl a : Chl b disminuy6é en mayor proporcion en hojas control que en las
tratadas con BAP. En la mayoria de las herbaceas la razéon Chl a : Chl b
disminuye durante la senescencia lo cual sugiere una degradacion preferencial
de la clorofila a o un cambio en los indices relativos de sintesis durante el
remplazamiento de la clorofila existente (Gay y Thomas, 1995). En
investigaciones previas, mostraron que la Chl a se degrada mas rapido que la
Chl b, se sugiere que la Chl a es convertida a Chl b previé a su degradacion
(Horstensteiner et al., 1995). La caida lenta en la proporcion clorofila a:b

observada en T. aestivum var. Temporalera podria reflejar una baja conversion
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de clorofila b a clorofila a. El proceso de conversion se lleva acabo en el
tilacoide mediado por la clorofila b reductasa (Matile et al., 1999).

Durante la senescencia foliar de T. aestivum var. Temporalera, la clorofila
que se degradd en mayor proporcion fue la a y posteriormente la b. Previos
estudios revelan que la citocinina BAP retrasa la pérdida de clorofila a
inhibiendo la actividad de clorofilasas durante la senescencia foliar en Lolium
temulentum vy trigo (Li et al., 2000; Benbella y Paulsen, 1998).

El hecho de que la Chl b se conservara en mayor proporcion que la
clorofila a, probablemente se debié a una perturbacién en la conversiéon de Chl
b a Chl a. Esta conversion ocurre mediante una reduccién de la feoforbide b a
7'-hidroxiclorofiide a, posteriormente se convierte en clorofilide a vy
eventualmente a clorofila a. Este evento se demostré mediante el marcaje del
Zn de clorofilide b y de piroclorofilide b en hojas etioladas (Matile et al., 1999).
Durante la senescencia inducida con oscuridad en hojas de cebada, se observé
un incremento en la actividad reductasa de la clorofilide b; esta enzima es muy
importante, debido a que participa en la degradacion de la clorofila b. Se sabe
que muchas de las clorofilasas que aparecen durante la senescencia tienen
mas afinidad por pigmentos que contengan el grupo pirrolico “a” que el “b”
(Matile et al., 1999). La tendencia a una retencion preferencial de clorofila b por
citocininas requiere del estudio detallado de las enzimas antes mencionadas.

Las citocininas tienen la capacidad de retrasar y promover la sintesis de
clorofilas en tejido joven de especies como Hordeum vulgare (Purohit y
Chandra, 1980), Zea mays (Todorov et al, 1992) y Triticum aestivum (VICkova et

al., 2006). En el caso de tejido senescente, el BAP principalmente retrasa la
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pérdida de clorofila (VICkova et al., 2006). En algunas especies como Nicotiana
rustica, bajo condiciones particulares, el BAP puede promover la sintesis de
nuevas clorofilas en tejido senescente (Zavaleta-Mancera et al., 1999a). Esto se
debe a que las citocininas podrian estar modulando la expresiéon de genes que
codifican para proteinas del complejo cosechador de luz (LHCP) y de enzimas
como la POR (protoclorofilide oxido reductasa) que participa activamente en la
ruta biosintética de la clorofila a y b (Zavaleta-Mancera et al., 1999a). Sin
embargo, en el caso de trigo no se observd un incremento en los niveles de
clorofilas por lo que para poder determinar si hubo reemplazo de clorofilas por
sintesis, se tienen que estudiar las enzimas de la ruta biosintética como la POR.
Por lo tanto para conocer la accién del BAP en las enzimas importantes en las
rutas biosintéticas, es necesario hacer un estudio detallado de la expresion
génica de cada una de las enzimas participantes en la fotosintesis.

En el presente estudio la concentracion de x+c tuvo un incremento
significativo del 26.6% en las hojas tratadas con BAP a los 41 DDS con
respecto al valor inicial (21 DDS), en contraste, las hojas control presentaron
una reduccion en 65%. Esta respuesta puede estar relacionada con la
participacion conocida del BAP para incrementar la sintesis de carotenoides
durante el proceso de senescencia foliar (Chernyad’ev, 2000). Esta sintesis de
pigmentos accesorios (carotenoides), tiene como funcion proteger los centros
de reaccién de efectos daninos de la luz y de compuestos reactivos de oxigeno;
se conoce que la benciladenina y meta-topolin [mT; N6-(meta-hydroxibencil)
adenina promueven la sintesis de carotenoides, compuestos de gran

importancia, que protegen a las plantas de una sobre-excitacion del aparato
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fotosintéticos y dafo foto-oxidativo (Demming-Adams, 1990; Young, 1991;
VI€kova et al., 2006)

En éste estudio se encontré que la cantidad de proteina en la hoja se
redujo significativamente en hojas control a los dias 31, 36 y 41 DDS. La
degradacion de proteina es un evento importante durante el proceso de
senescencia natural (Gan y Amasino, 1997). La degradacién de proteinas
puede ser explicado debido a que durante la senescencia el cambio estructural
mas evidente, es el envejecimiento y degradacion del cloroplasto, el érgano que
contiene cerca del 70% de la proteina de las hojas (Buchanan-Wollaston et al.,
2003). Metabdlicamente la asimilacion de carbdn (fotosintesis) es remplazada
por el catabolismo de clorofila y macromoléculas tales como proteinas, lipidos
de membrana que de alguna manera se relacionan con el reciclaje de nutrientes
(Gan y Amasino, 1997). Los cloroplastos contienen altos niveles de proteinas
en el estroma como Rubisco y otras proteinas asociadas a las membranas
tilacoidales (LHCP, Cyt; y otras). Hay evidencia de que la degradacién se inicie
dentro de los plastidios. Los cloroplastos contienen proteasas como la CIpP y
ClpC que han sido identificadas en Arabidopsis y operan a lo largo de la
senescencia. La degradacion de proteinas no solo se da por la via proteasas en
los cloroplastos, también se puede llevar acabo por la via ubiquitina y vacuolar
(Buchanan-Wollastone et al., 2003). La degradacién por la via de la ubiquitina
consiste principalmente en degradar proteinas anormales con mal
funcionamiento en el citosol; pero no se sabe bien si la ubiquitina también
participa en la degradacion de una gran cantidad de proteinas cloroplasticas. La

ubiquitina degrada RNA y participa en la movilizacién de fésforo inorganico (Pi)
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en hojas senescentes (Buchanan-Wollastone et al., 2003). Otro proceso de
degradacion de proteinas es la que se da por la via vacuolar; pero este evento
ocurre en la ultima etapa de la senescencia. Existe evidencia de que algunas
proteasas se acumulan en la vacuola como agregados inactivos, los cuales
maduran lentamente para ser liberados como enzimas proteoliticas durante
estadios tardios de senescencia foliar (Yamada et al., 2001). Este proceso se
lleva acabo cuando la vacuola se degenera liberando proteasas que degradan
las proteinas celulares (Hanaoka et al., 2002). En la célula existen diferentes
tipos de vacuolas con diferentes contenidos y composicién en el tonoplasto
(Jauh et al., 1999). La presencia de por lo menos dos tipos de vacuolas en
tabaco y soya, proveen diferentes compartimientos liticos para el
desmantelamiento de los componentes celulares principalmente de proteinas y
lipidos; sin embargo, aun se desconocen los mecanismos por los cuales se
forman estas vacuolas (Otegui et al., 2005).

La degradacion de las proteinas tilacoidales como LHCPII parecen seguir
una ruta diferente, estas proteinas existen como complejos proteina-pigmento
con las clorofilas y su estabilidad depende de la unién con el pigmento. La
cantidad de clorofila se relaciona directamente con la cantidad de esta proteina,
esto se demostré en un mutante de Festuca, cuyo catabolismo de la clorofila
fue bloqueado, la proteina LHCP se estabilizd y no se degradé (Thomas y
Donnison, 2000). El primer paso en la degradacion de la proteina LHCP es la
remocién de catabolitos clorofilicos los cuales desestabilizan los complejos
proteicos permitiendo la degradacion de ésta por proteasas cloroplasticas

(Buchanan-Wollastone et al., 2003).
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La habilidad de las citocininas para evitar la degradaciéon de proteinas
solubles se ha demostrado bajo diferentes condiciones experimentales, tanto en
plantas transformadas como en plantas asperjadas con citocininas (Spano et
al., 2003). En el presente estudio, los cambios en los contenidos de proteinas
mas importantes se observaron a partir de los 31 DDS, la citocinina BAP
mantuvo altos los niveles de proteina soluble total, en contraste con su
respectivo control; mientras que para el dia 41 DDS las hojas tratadas con BAP
retuvieron 50% de la proteina, en contraste con las hojas control que solo
mantuvieron 4% de su proteina inicial. Este efecto podria deberse a que las
citocininas regulan la expresion de algunas proteasas cloroplastica, en
particular las degradadoras de Rubisco, la proteinas soluble mas abundante
(50%) del cloroplasto (Buchanan-Wollastone et al., 2003). Se ha encontrado
que células in vitro de clavel (Dianthus caryophyllus L.cv William Sim) creciendo
sin citocinina desarrollaron callos descoloridos, sin embargo con la adiciéon de
5uM de benciladenina, los callos desarrollaron cloroplastos verdes (Genkov et
al., 1997). En estos se encontré una correlacion entre la concentracion de
clorofila ay b y los niveles del complejo LHCP (Genkov et al., 1997). Con base
a lo anterior, se propone que el BAP regul6 los niveles de clorofila y proteinas
evitando la degradacién del aparato fotosintético durante el retraso de la
senescencia de trigo.

En la presente investigacion, las hojas tratadas con BAP presentaron una
retencién de la subunidad grande de Rubisco (LSU); para el dia 41 DDS del
51%; en contraste con las hojas control que solo retuvieron el 28.3%. Estudios

en Glycine max (Jiang et al.,, 1993) y Oriza sativa (Ookawa et al., 2004)
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sugieren que la disminucién de los niveles de Rubisco durante la senescencia
va acompafada de una disminucion de los niveles de trascriptos de ARNm
(rbcL y rbcS). Sin embargo, otros estudios demuestran que las citocininas
pueden promover la expresion de genes fotosintéticos y promover la sintesis
de las proteinas respectivas como Rubisco y la fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC) en plantas C4 como el maiz (Suzuki et al, 1994). Otro estudio demostrd
que al aplicar la citocinina benciladenina (BA) se producia una fuerte correlacion
entre los niveles de Rubisco y los niveles de transcriptos de rbclL y rbcS
(Ookawa et al., 2004). Recientemente se demostré que la citocinina meta-
topolin [mT; N6-(meta-hydroxibenzil) adenina tienen un efecto directo sobre la
actividad enzimatica de Rubisco (VI¢kova et al., 2006). Hojas de trigo maduras
fueron tratadas con m- Topolin e incubadas con luz continua y oscuridad para
acelerar el proceso de senescencia, encontrando que en luz continua, la
cantidad de almidéon se incrementd en las hojas tratadas, debido a una alta
actividad de la Rubisco y a una actividad de invertasas (VICkova et al., 2006).
Esta demostrado que las citocininas retardan la degradacion de Rubisco y de
otras proteinas que participan en la fotosintesis en Nicotiana tabacum (Wingler
et al., 1998). Las citocininas actuan a nivel molecular inhibiendo ciertos genes
que codifican proteasas cloroplasticas y vacuolares, evitando la degradacién de
proteinas solubles y cloroplasticas. Sin embargo no se conoce a detalle los
mecanismos de regulacidén génica.

La poblacién de plastidios no presenté cambios significativos en las hojas
tratadas con BAP. La poblacién de plastidios para el dia 36 y 41 DDS se redujo

en 21.3% y 25.5% en las hojas tratadas con BAP; en contraste, las hojas control
66



perdieron 53.5% de su poblacién inicial en el dia 41 DDS. Las tendencias
obtenidas en este experimento son similares a las observados por Camp et al.
(1982); Peoples et al. (1980) y Kotodziejek et al. (2003), quienes propusieron
que durante la ultima etapa de la senescencia existe una reduccién en el
numero de cloroplastos en hoja de trigo, maiz y sorgo debido a su degradacién.
El patron de pérdida de cloroplastos durante la senescencia foliar al parecer
varia entre las especies; por ejemplo en arroz, se reporta una pérdida
significante en la poblacién de plastidios desde el inicio de la senescencia
(Kura-Hotta et al., 1990). Se argumenta que la pérdida de clorofila en la hoja de
arroz, esta determinada por la pérdida de cloroplastos (Hashimoto et al., 1989).
Contrariamente, los resultados de este trabajo, indican que durante la
senescencia los niveles de clorofila disminuyeron primero y que los cloroplastos
se degradaron después. En trigo, cuando la clorofila de la hojas control se habia
degradado en un 91.8% a los 41 dias DDS, la poblacion de plastidios disminuyo
52.5%; lo que indica que los cloroplastos primero pierden pigmentos y
envejecen, sin perder su integridad estructural, de manera que las hojas
senescentes de trigo poseen gerontoplastos amarillos. Nuestros datos
coinciden con lo reportado en trigo y cebada por Martinoia et al. (1983) y
Wardley et al. (1984). La teoria mas aceptada sobre la degradacion de
cloroplastos propone una degradacion auténoma in situ de los constituyentes
cloroplasticos (Matile, 1992; Sakamoto, 2006). Existen varias evidencias que
soportan esta hipotesis. Andlisis estructurales de gerontoplastos sugieren el
desensamblaje y degradacion de las estructuras internas, proponiendo que

éstas ocurren antes de que la doble membrana cloroplastica se degrade
67



(Martinoia et al., 1983, Paramonova, 2002). Otro estudio demostrd el efecto
rejuvenecedor de la citocinina BAP en hojas senescentes de Nicotiana rustica,
esta citocinina promovié el re-ensamblaje de cloroplastos envejecidos que
habian perdido su organizacién interna, induciendo la formacién de nuevas
membranas (Zavaleta et al., 1999b). También se sabe, que los cloroplastos
tienen una concentracion de citocininas que les permiten el correcto
funcionamiento, cuya concentracion disminuye conforme el cloroplasto envejece
(Benkova et al., 1999).

Estos antecedentes sugieren que la adicion de BAP a las hojas
senescentes de trigo, ayudd a mantener altos los niveles de citocininas en los
cloroplastos y mantuvo la integridad la maquinaria fotosintética del cloroplasto.

El WA regula muchas de las actividades fisiolégicas y bioquimicas en las
plantas (Wingler et al., 2000). Es bien conocido que la disminucion el contenido
relativo de agua en hojas de plantas C3 y C4 genera W4 bajos, reduciendo la
tasa fotosintética asi como la conductancia estomatica (Lawlor, 2002). En el
presente estudio se encontré que las citocininas mantuvieron altos los niveles
del Wa hasta en un 80% en contraste con las hojas control que solo
mantuvieron el 21.2% del valor inicial. Se conoce que, durante la senescencia la
tasa de asimilacion de CO; disminuye, asi como el transporte de electrones en
la fotosintesis (Gay y Thomas, 1995). Esto se debe principalmente al cierre de
los estomas provocado por la acumulacién de ABA que de manera natural se
acumula en hojas senescentes (Kramer, 1983; Wingler et al, 2000; Dodd, 2003).
Los estomas son sensibles a la aplicacién de citocininas dependiendo de la

especie y edad de la hoja. En estudios previos, la citocinina BAP promovio la
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apertura estomatica favoreciendo que las hojas pudieran continuar con la
actividad fotosintética (Incoll y Jewer, 1987; Stoll et al, 2000; Rulcova et al,
2001). El bajo Wa encontrado durante la senescencia foliar de las hojas control
de la variedad Temporalera, podria estar relacionada con la pérdida de
proteinas, asi como la disminucion en la asimilacion de CO; y con la
conductancia estomatica como lo sugieren Tezara et al. (1999) y Parry et al.
(2002). Contenidos relativos de agua bajos inhiben la actividad de Rubisco y
disminuyen sus componentes, asi como la sintesis de nuevas proteinas debido
a que muchos polisomas no se forman o las proteinas sintetizadas no
adquieren su estructura cuaternaria (Lawlor, 2002).

El W, se incrementd significativamente en las hojas control del dia 25 al
30 DDS, mientras que las hojas tratadas con BAP, en este mismo periodo, se
mantuvieron con niveles mas bajos que los controles. Los puntos mas bajos del
W, corresponden a los mas altos en los del Ws debido a que al existir menos
agua disponible en el sistema por un efecto de la tasa de transpiracion en la
hoja (pérdida de agua en forma de vapor) los solutos se concentran
aumentando el Wy (O’'Neill, 1983; Cadena, 2000). EI BAP puede mejorar
parcialmente el efecto negativo del déficit de agua, estimulando a las células a
inducir un ajuste osmoético (Yadav et al., 1997)

Con respecto al W;, las hojas tratadas con BAP mantuvieron altos
potenciales; mientras que el W; de las plantas control fue significativamente
menor que las tratadas con BAP a los 41 DDS; para esta fecha, las hojas
control habian reducido su W en un 68%. Cuando las plantas son sometidas a

estrés hidrico se acelera la senescencia y el potencial hidrico disminuye hasta
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en un 60% con respecto a las plantas bien hidratadas; sin embargo cuando
esas mismas plantas son rehidratadas y tratadas con citocininas, el WA se
incrementa de manera significativa con respecto a las plantas control,
manteniendo la integridad y funciéon de las células (Rulcova y Pdspisilova,
2001). Poco se conoce de la regulacién del W, mediante BAP, pero los
resultados obtenidos en el presente trabajo y los de Rulcova y Pdspisilova
(2001), sugieren que el BAP es una citocinina que inhibe o retrasa la pérdida de
agua o bien acelera la rehidratacion. EI BAP pudiera estar modificando la
permeabilidad de las membranas para evitar la pérdida de agua.

En el presente trabajo se encontré que la citocinina BAP mantuvo la tasa
de asimilacion de CO; en un 71.4%, mientras que para las control fue del 6%.
De igual forma ocurre con la conductancia estomatica; las hojas tratadas
mantuvieron el 68% del valor inicial, mientras que en las hojas control fue del
41%.

Se sabe que la senescencia foliar es una fase de desarrollo de la hoja,
caracterizada por una disminucién en la actividad fotosintética (Gay y Thomas,
1997; Wingler et al., 2004). La senescencia tiene como finalidad la movilizacion
de nitrégeno de la hoja envejecida hacia puntos en crecimiento. Este nitrégeno
puede provenir de las proteinas fotosintéticas, tales como Rubisco, provocando
una reduccion en la tasa de asimilacion de CO, (Wingler et al., 2004). En este
trabajo se determind que la caida en la tasa de asimilacion de CO., se relacion6
con la pérdida de la LSU de Rubisco. Se encontré una alta correlacion (r? = 81,
P<0.05) entre la tasa de asimilacion de CO; y los niveles de LSU de Rubisco en

las hojas control senescentes, mientras que, en hojas tratadas con BAP la
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correlacién fue menor (r? = 0.31, P>0.05). El hecho de que existiera una mayor
correlacion entre la tasa de asimilacién de CO; y los niveles de LSU durante la
senescencia es debido a que ocurre una degradacién lineal de proteinas
solubles y estromales; en contraste con las plantas asperjadas con BAP que
presentaron una menor correlacién debido a que de alguna manera, el BAP
retrasa la degradacion de proteinas, modulando la actividad de enzimas
proteasas y lipasas que mantienen la integridad de las membranas y mantienen
la actividad bioquimica de las células. Se podria atribuir también, a que las
citocininas son mas eficientes para retrasar la pérdida de clorofilas que la LSU
de Rubisco (Buchanan-Wollastone et al., 2003).

La disminucion de la tasa de asimilacion de CO,, también se asocié con
la degradacion de pigmentos clorofilicos y plastidios durante la senescencia en
las plantas control; mientras que, en las plantas asperjadas con BAP, la tasa de
asimilacion de CO, se mantuvo relativamente mas alta. Durante la senescencia
en hojas de trigo, la tasa de asimilacion de CO;, disminuyé paulatinamente,
debido a la traslocacion de nitrégeno derivado de la degradacion de proteinas
cloroplasticas, hacia érganos en desarrollo. Otro factor importante fueron los
bajos potenciales de agua en las plantas control, que podrian estar
ocasionando una limitacion de H* y sintesis de ATP, disminuyendo el transporte
de electrones. también se podrian estar promoviendo un incremento en los
iones M92+ dentro del cloroplasto lo que provoca una limitacidén en la sintesis de
Rubisco y su factor de acoplamiento (Rubisco-carboxilasa) inhibiendo la
asimilacion de CO; (Lawlor, 2002). Sin embargo, las hojas asperjadas con BAP,

mantuvieron la tasa de asimilacion similar a las de las hojas verdes pre-
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senescentes sin que hubiera cambios abruptos en las variables antes
mencionadas.

Con respecto a la conductancia estomatica, se encontraron diferencias
significativas entre los dos tratamientos a los 26, 31 y 41 DDS. Las plantas
control redujeron significativamente la conductancia estomatica, mientras que
las tratadas con BAP mantuvieron la conductancia mas elevada que el control a
los 41 DDS.

La disminucién de la tasa de asimilacién de CO; no se debe unicamente
al aumento en la resistencia estomatica, también podria estar asociada a un
incremento en la foto-respiraciéon; de hecho, se sugiere que los estomas
participan activamente y son uno de los factores que controlan la senescencia
(Friedrich y Huffaker, 1983). La conductancia estomatica esta asociada a la
enzima anhidro carboxilasa (CA), que facilita la transferencia del CO, dentro del
cloroplasto (Tsusuki et al., 1985). Es posible que el BAP este promoviendo un
efecto protector en la degradacion de la CA y esto promueva la conductancia
estomatica. Numerosas investigaciones demostraron que la CA esta presente y
activa en el mesdfilo (Sasaki et al., 1996). Algunos estudios han correlacionado
el contenido de Rubisco con la actividad de la CA y la conductancia estomatica,
sugiriendo que la CA y Rubisco estdn mutuamente reguladas (Suzuki et al.,
1994). La conductancia estomatica también se incrementa o disminuye de
acuerdo a la temperatura de la hoja, si la temperatura aumenta la conductancia
también se incrementa. La posible explicacion es que las acuaporinas
incrementan la permeabilidad al CO, de las membranas con la temperatura

(Terashima y Ono, 2002). EI hecho de que la conductancia estomatica
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permaneciera con niveles similares a los de las hojas pre-senescentes en
Temporalera, se atribuye al efecto del BAP sobre los estomas. Los resultados
de éste trabajo en trigo, concuerdan con los de Avena sativa Badenoch et al.
(1996) y frijol encontrados por Rulcova y Pdspisilova (2001); estos autores
proponen que las citocininas promueven la apertura de los estomas con un
incremento en la conductancia estomatica. En plantas trasformadas con el gen
itp con altas concentraciones de citocininas, se observé un aumento en la tasa
de transpiracion y en la conductancia estomatica (Wang et al., 1997,
Pospisilova et al., 1998). EIl BAP es un antagonista del ABA, por lo que la
adicién de citocininas de manera exdgena de 0.1 mM pueden modificar el
efecto del ABA, promoviendo el retraso de la senescencia y el
desmantelamiento del aparato fotosintético a los 41 DDS en trigo (Blackman y
Davies 1983; Synkova et al, 1999; Tanaka et al., 2006). La reduccion de
citocininas en la savia del xilema y el déficit hidrico en el suelo promueven la
acumulacion de ABA en las hojas y el inicio de la senescencia (Davies y Zhang,
1991). La adicion a los medios de cultivo de BAP en plantas de Digitalis granata
estimula la apertura estomatica y la transpiracién (Diettrich et al., 1992). El
mecanismo de accidén de las citocininas sobre las células oclusivas podria
involucrar un cambio eléctrico en membrana a través de una hiperpolarizacién
electrogenica (H"), asi como una estimulacién en la actividad del adenilato
ciclasa, guanilato ciclasa o interactuando directamente con el sistema calcio-
calmodulina, regulando canales i6nicos permeables a ABA (Incoll et al., 1990;

Morsucci et al., 1991; Pharmawati et al., 1998).
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Este estudio demostré que el BAP mantiene las hojas turgentes con altos
potenciales hidricos, favoreciendo la apertura estomatica evidenciada por una
conductancia estomatica mas alta que en las hojas control durante el retraso de
la senescencia. Estos efectos se reflejan en el mantenimiento de la tasa de
asimilacion neta de CO; en niveles relativamente mas altos que las hojas
control; también se atribuye en este estudio el efecto protector de BAP durante
la senescencia contra el dafio foto-oxidativo como lo sugieren VICkova et al
(2006), manteniendo la integridad del aparato fotosintético, evitando la
degradacion de Chl, incrementando los niveles de carotenoides y manteniendo
de igual forma los niveles de proteinas asociadas con el intercambio de gases y

fijacion del CO, como la Rubisco.
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8. CONCLUSIONES
El BAP mantiene la integridad del aparato fotosintético, evitando la
degradacion de Chl, incrementa los niveles de carotenoides; el BAP evita la
pérdida de agua por evapo-transpiracion, promueve altos Wa W W: y alta
conductancia estomatica. Estos efectos se vieron reflejados en la actividad

fotosintética indicada por una tasa elevada de fijacion de COa.

El BAP mantuvo los niveles de la LSU de Rubisco en un 51%, mientras
que en las hojas control senescentes solo se retuvo en un 28.3% a los 41 dias

DDS.

La citocinina BAP promovio la apertura de los estomas, incrementando el
intercambio de gases, gsy la asimilacion de CO, hasta en un 50%, en contraste

con las hojas no tratadas con este fitorregulador a los 41 dias DDS.

En las hojas tratadas con BAP, los cloroplastos se mantuvieron en un
74.5% en contraste con las hojas control que solo mantuvieron el 47.5% de

estos a los 41 dias DDS.

La citocinina BAP mantuvo el potencial hidrico, osmético y de turgencia

con valores estadisticamente similares al verde (21 DDS), manteniendo el

equilibrio hidrico y fotosintético.

75



De las tres concentraciones (0.1 mM, 0.01 mM y 0.001 mM) usadas de
citocinina BAP para retrasar la senescencia en T. aestivum, la mas eficiente fue

0.1 mM.

La citocinina BAP retrasa la senescencia en T. aestivum var. Temporalera,
retardando la degradacién de componentes como pigmentos clorofilicos
(clorofila a, b y xantofilas+carotenoides), proteinas y cloroplastos, que

participan en la actividad fotosintética.

La clorofila b es el pigmento que mas se retiene (64%) durante el retraso de la
senescencia por BAP en contraste con la clorofila a (55.6%). Las xantofilas y
carotenoides se incrementaron significativamente (27%) en las hojas tratadas

con BAP con respecto a las hojas control a los 41 dias DDS.
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