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LA CITOCININA BAP EN EL METABOLISMO PRIMARIO DE HOJAS
SENESCENTES DE TRIGO
Rosalinda Gonzalez Santos, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2008

La senescencia foliar es la ultima fase de desarrollo de las hojas, se caracteriza por una serie
de cambios fisioldgicos y bioquimicos. El principal proposito de éste proceso es la
traslocacion de nutrientes especialmente el nitrogeno. Las principales biomoléculas del
metabolismo primario se degradan como: los pigmentos fotosintéticos, proteinas y enzimas
fotosintéticas. Sin embargo, la aspersion externa de la citocinina BAP y la sobre-expresion de
isopentenil fosfotransferasa en las hojas retrasa el catabolismo de estos compuestos y
mantiene la actividad fotosintética. El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la
aplicacion externa de la citocinina 6-bencilaminopurina (BAP) en el metabolismo primario,
durante la senescencia natural de la segunda hoja laminar de Triticum aestivum L cv.
Temporalera, mediante la determinacion del contenido de pigmentos fotosintéticos, proteinas
solubles, aminodcidos, Rubisco, carbohidratos, actividad enzimdatica de fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (PEPCK) y de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), y la integridad de la
membrana. Las hojas asperjadas con BAP conservaron 40% de su clorofila total, mientras que
el testigo presentd 8% en el dia 41 después de la siembra. En relacion con las proteinas
solubles, las hojas tratadas con el regulador de crecimiento mantuvieron 30%, mientras que el
testigo solo 1.90% en esta fecha. BAP indujo una mayor acumulacion de hexosas y actividad
enzimatica de PEPC y PEPCK. Ademas, la integridad de la membrana no se alterd, en
comparacion con el testigo. En conclusion, los datos muestran que la aplicacion externa de
BAP tuvo importantes efectos en el metabolismo primario: retrasdé la degradacion de
pigmentos fotosintéticos y proteinas solubles. Se conservd una mayor abundancia de Rubisco
y origind una mayor acumulacion de carbohidratos respecto al testigo. La actividad enzimatica
de PEPCK y PEPC fue mayor en el testigo que en el tratamiento con la citocinina,
particularmente la méxima actividad de PEPC coincidi6 con los contenidos mayores de
aminoacidos, lo que sugiere que la enzima puede estar relacionada con la regulacion del pH.
Todos estos cambios permitieron conservar significativamente la integridad celular.

Palabras clave: aztcares solubles, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fosfoenolpiruvato
carboxilasa, Triticum aestivum L.
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THE CYTOKININ BAP IN THE PRIMARY METABOLISM OF SENESCENT
WHEAT LEAVES
Rosalinda Gonzalez Santos, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2008

The leaf senescence is the final phase of leaf development, is characterized by a series of
physiological and biochemical changes. The main purpose of this process is the translocation
of nutrients mainly nitrogen. The main biomolecules of metabolism primary are degraded
such as photosynthetic pigments, proteins and photosynthetic enzymes. However, the spray
application of the 6-bencilaminopurina (BAP) cytokinin and the overexpression of isopentenyl
phosphotransferase in the leaves delay catabolism of these compounds and maintain the
photosynthetic activity. The objective of the present work was to study the effect of the spray
application of BAP in the primary metabolism during natural senescence of the second leave
of Triticum aestivum L cv. Temporalera by assaying the content of photosynthetic pigments,
soluble proteins, amino acids, Rubisco, carbohydrates, enzymatic activity of
phosphoenolpyruvate carboxikinasesa (PEPCK) and phosphoenolpyruvate carboxylase
(PEPC), and the integrity of the membrane. The leaves sprayed with BAP retained 40% of its
total chlorophyll, while the control only showed 8% at 41 days after planting. Regarding to the
soluble proteins, leaves treated with the growth regulator kept 30%, whereas the control only
1.90% at this date. BAP induced significantly a greater accumulation of hexoses and
enzymatic activity of PEPC and PEPCK. In addition, the integrity of the membrane did not
change respect to the control. In conclusion, the data show that the spray application of BAP
had important effects in the primary metabolism: delayed the photosynthetic pigment
degradation and soluble proteins. It was retained a greater abundance of Rubisco and was
made a greater accumulation of carbohydrates than the control. The enzymatic activity of
PEPCK and PEPC was higher than the control, particularly the maximum PEPC activity
coincided with the higher contents of amino acids, which suggest that the enzyme could be
related with the pH regulation. All these changes allowed keeping significantly the cell
integrity.

Keywords: soluble sugars, phosphoenolpyruvate carboxykinase, phosphoeno/pyruvate
carboxylase, Triticum aestivum L

v



Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS

Expreso mi agradecimiento al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT)
por la beca otorgada para la realizacion de mis estudios de postgrado.

Al proyecto SEP-CONACYT No. 43866-Z por el apoyo econdmico para realizar la
investigacion del presente trabajo.

También en la elaboracion de este trabajo me han ayudado muchas personas con las que
me siento en deuda, en mayor o menor medida, con todos ellos sin excepcion.

En primer lugar quisiera agradecer a mi directora de tesis, la Dra. Adriana Delgado
Alvarado, su labor constante en la direccion de este trabajo, el haber confiado en mi desde un
principio, su paciencia, su critica y su enorme calidad cientifica; todo ello ha hecho posible mi
iniciacion en este mundo de busqueda de la razon.

A la Dra. Hilda Araceli Zavaleta Mancera, la persona con mayor capacidad de trabajo y
esfuerzo que conoceré jamas, gracias por su asesoria, acertados comentarios y paciencia en la
elaboracion y escritura de la tesis.

Al Dr. Edgar Herrera Cabrera por su valiosa colaboracion y disponibilidad durante el
desarrollo de la investigacion y sus importantes aportaciones para enriquecer el trabajo.

Al Dr. Héctor E. Villasefior Mir del Programa de Trigo de Temporal, Campo
Experimental Valle de México, INIFAP por su amabilidad en donarnos la semilla de trigo
variedad Temporalera utilizada para los diferentes experimentos de este trabajo.

A Ricardo Martinez, Coyol Figueroa y Vicente Zamora por la ayuda desinteresada

brindada que hicieron posible que esta tesis se concluyera.



Dedicatoria

DEDICATORIA
A Dios por permitirme realizar mis metas y darme la sabiduria para lograr cada objetivo

planteado a realizar, gracias por permitirme seguir adelante.

Con carifo, respeto y admiracion a mi mama, Eva Santos, que es la persona que mas amo

en el mundo, mi inspiracidon y motivo para seguir adelante.

A mis hermanos Pera, Abel, Flor y Jaime, por su carifio, apoyo y sus palabras de aliento,
los quiero mucho. En especial a mi sobrinita Florecita estoy segura que vienes alegrarnos la

vida.

A mi papa, Abel Gonzalez, gracias por haberme dado la vida y por mostrarme las cosas

que no se deben de hacer en esta vida.

A Rafael Nieto por su compaiiia, carifio y los momentos padres que hemos pasado juntos.

A mis amigos con los cuales he compartido alegrias y tristezas durante mi estancia en el
Colegio de Postgraduados. De los cuales he aprendido y me han hecho crecer como persona:
Isabel Garcia, Janet Vidal de la Paz, Rosalba Argumedo, Coyol Figueroa, Ameyali,
Rafael Nieto, Antonio Trevilla, Miguel Mata, Ricardo Martinez, Luis Zarate, Victor,

Juan Zaragoza, Agustin Hernandez y Remedios Zamora.

Vi



Indice

Indice Pagina
1. INTRODUCCION 1
2. ANTECEDENTES 3
2.1. Senescencia foliar 3
2.1.1 Catabolismo de pigmentos fotosintéticos 5
2.1.1.1 Clorofilas 5
2.1.1.2 Carotenoides y xantofilas 6
2.1.2 Degradacion de proteinas 7
2.1.2.1 Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa 8
2.1.3 Azucares 9
2.1.3.1 Funcidn de los azicares durante la senescencia foliar 10
2.1.4 Almidon 12
2.1.5 Degradacion de lipidos 13
2.1.6 Translocacion de nutrientes 14
2.1.7 Fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) 15
2.1.7.1 Propiedades de PEPCK 16
2.1.7.2. Funciones de PEPCK 18
2.1.8 Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) 19
2.1.8.1 Propiedades de PEPC 21
2.1.8.2 Funciones de PEPC 23
2.1.9 PEPCK y PEPC durante la senescencia 23
2.2 Citocininas 24
2.2.1 Estructura y biosintesis 24
2.2.2 Funcion de las citocinina 26
2.2.3 Transduccion de sefiales de las citocininas 27
2.2.4 Las citocininas y el retraso de la senescencia 28
3. OBJETIVOS 32
3.1 Objetivo general 32
3.2 Objetivos especificos 32
4. HIPOTESIS 33
5. MATERIALES Y METODOS 34

vil



Indice

5.1 Material bioldgico 34
5.2 Tratamiento y muestreo foliar 34
5.3 Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos 35
5.3.1 Unidades SPAD 35
5.3.2 Cuantificacidon quimica de pigmentos 35

5.4 Determinacion de proteinas solubles totales 36
5.5 Contenido de la subunidad grande de Rubisco (LSU) 37
5.6 Aminoacidos totales 38
5.7 Azucares solubles y almidon 39
5.8 Actividad enzimatica de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) 42
5.9 Actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) 43
5.10 Medicion de la pérdida de electrolitos 44
5.11 Disefio experimental 45
5.12 Analisis estadistico 46
6. RESULTADOS 47
6.1 Unidades SPAD 47

6.2 Degradacion de clorofila total, proteinas solubles totales y hexosas durante

la senescencia natural 49
6.3 Pigmentos fotosintéticos 51
6.4 Aminoacidos totales 54
6.5. Subunidad grande (LSU) de Rubisco 55
6.6 Azucares solubles 57
6.7 Almidon 59
6.8 Actividad de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) 60
6.9 Actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) 61
6.10 Médicion de la pérdida de electrolitos 62
7. DISCUSION 64
8. CONCLUSIONES 81
9. LITERATURA CITADA 83

10. ANEXOS 98

viii



Indice

Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 1A.

Cuadro 2A.

Cuadro 3A.

Cuadro 4A.

Cuadro 5A.

INDICE DE CUADROS
Contenido de clorofila a, clorofila b y xantofilas+carotenoides
durante la senescencia natural de la segunda hoja de trigo,
asperjada con BAP (0.1 mM) y solucion testigo (agua)
Razoén clorofila a:clorofila b y clorofila total: xantofilas +
carotenoides en la segunda hoja de trigo durante la senescencia
natural, asperjada con BAP (0.1 mM) y solucidn testigo (agua)
Prueba Bondad v ajuste (x°) y Bartlett de diferentes variables de
la segunda hoja de trigo durante la senescencia natural, asperjada
con BAP (0.1 mM) y solucion testigo (agua)
Prucba Bondad y ajuste (x) y Bartlett de diferentes variables de
la segunda hoja de trigo durante la senescencia natural, asperjada
con BAP (0.1 mM) y solucion testigo (agua)
Cuadrados medios del analisis de varianza (ANOVA) de las
variables con distribucion normal y varianzas homogeneas
(clorofila total, proteinas, clorofila a, clorofila b, aminoacidos,
rubisco, glucosa, fructosa, sacarosa y membranas) de la segunda
hoja de trigo durante la senescencia natural, asperjada con BAP
(0.1 mM) y solucidn testigo (agua)
Cuadrados medios del analisis de varianza (ANOVA) de las
variables con distribucion normal y varianzas homogéneas
(clorofila total, proteinas, clorofila a, clorofila b, aminoacidos,
rubisco, glucosa, fructosa, sacarosa y membranas) de la segunda
hoja de trigo durante la senescencia natural, asperjada con BAP
(0.1 mM) y solucidn testigo (agua)
Pruecba Bondad y ajuste (x%), prueba de Bartlett y Kruskal-Wallis
de las variables que no presentaron una distribucién normal y
varianzas homogéneas: unidades SPAD, xantofilas +
carotenoides, almidon, PEPC y PEPCK de la segunda hoja de
trigo durante la senescencia natural, asperjada con BAP (0.1

mM) y solucion testigo (agua)

X

Pagina

52

54

98

98

99

99

100



Indice

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

INDICE DE FIGURAS
Tres fases de la senescencia foliar y su caracteristicas fisiologicas.
Las hojas de la parte inferior del esquema son senescentes, y las
flechas dentro del esquema indican la direccion del transporte de
nutrientes
Principales vias del metabolismo de nitrégeno y carbono en las
células del mesofilo de hojas jovenes (A) y senescentes (B) de
tabaco
Reacciones catalizadas por PEPCK y PEPC y su regulacion
Funciones anapléroticas y catapléroticas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos
Mecanismo de carboxilacion de fosfoenolpiruvato (PEP) por la
fosfoenolpiruvato carboxilasa en una reaccion de tres pasos
Modelo hipotético de la funcién del ORE12/AHK3 en el control de
la senescencia foliar mediado por las citocininas
Interaccion de las citocininas, represion de los azucares y luz en la
regulacion de la senescencia con la produccion autorregulada del
regulador de crecimiento (Ps4g:2- IPT)
Cambios fenotipicos de la segunda hoja de trigo de los 21 a los 41
dias después de la siembra (DDS). El testigo asperjado con agua y
el tratamiento con BAP (0.1 mM)
Unidades SPAD de la segunda hoja foliar de trigo asperjada con
BAP (0.1 mM) y solucion testigo (agua), durante la senescencia
foliar natural
Contenido de clorofila total (A), proteinas solubles (B) y Hexosas
(C) durante la senescencia natural de la segunda hoja de trigo,
asperjada con BAP (0.1 mM) y solucion testigo (agua)
Contenido de aminodcidos totales en la segunda hoja de trigo,

asperjadas con BAP (0.1 mM) y solucion testigo (agua)

Pagina

14
17

20

21

29

31

48

49

50



Indice

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16

Figura 17.

Figura 18.

Contenido de la subunidad grande (LSU) de Rubisco. A) Perfil
electroforético en gel de poliacrilamida de la segunda hoja de trigo
tratada con BAP (B) y solucion testigo (T). B) Cuantificacion del
contenido de LSU por anélisis densitométrico (ODU mm™)
Contenido de hexosas: A) glucosa y B) fructosa durante la
senescencia natural de la segunda hoja foliar de trigo asperjada con
la citocinina BAP (0.1 mM) y la solucion testigo (agua)

Contenido de sacarosa durante la senescencia natural de la segunda
hoja foliar de trigo asperjada con la citocinina BAP (0.1 mM) y la
solucion testigo (agua)

Contenido de almidon durante la senescencia natural de la segunda
hoja foliar de trigo asperjada con la citocinina BAP (0.1 mM) y la
solucion testigo (agua)

Actividad de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), durante la
senescencia foliar natural de la segunda hoja de trigo, asperjada con
la citocinina BAP (0.1 mM) y la solucion testigo (agua)

Actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) durante la
senescencia foliar natural de la segunda hoja de trigo, asperjada con
la citocinina BAP (0.1 mM) y la solucion testigo (agua)

Porcentaje de la liberacion de electrolitos en la segunda hoja foliar
de trigo, durante 41 dias después de la siembra. En plantas tratas

con BAP (0.1 mM) y solucion testigo (agua)

X1

56

58

59

60

61

62

63



Abreviaturas

ABREVIATURAS
3-PGA 3 fosfogliceraldehido
ABA Acido abscisico
ADP Adenosina difosfato
AHK3 Proteinas receptoras histidina cinasa 3
AMP Adenina 5 -monofosfato
AMP Adenina 5-monofosfato
ARR2 Regulador respuesta 2
ATP Adenosina trifosfato
BA Benciladenina
BAP 6-bencilaminopurina
BSA Albumina de suero bovino
C+x Carotenoidest+xantofilas
C3 Plantas cuyo primer producto estable de la fijacion del CO2 es el acido 3-
fosfoglicérico, de tres carbonos
Cq Plantas que fijan el CO; en 4acido malico o aspartico, de cuatro carbonos
CAM Metabolismo acido de las crasulaceas
Chl a Clorofila a
Chl b Clorofila b
CKs Citocininas
cnd41 Aspartil peptidasa 41
cZ cis-Zeatina
DDS Dias después de la siembra
DMAPP Dimetilalil difosfato
DMSO Dimetilsulfoxido
DTT Ditiotreitol
Dz Dihidrozeatina
EDTA Acido tetra-acético diamino etileno
F1-6 BP Fructosa 16-bifosfato
F6P Fructosa 6-fosfato
FCCs Catabolitos flourecentes de clorofila
G6P Glucosa 6-fosfato
GDH Glutamato dehidrogenasa
GSAAT Glutamico semialdehido aminotrasferasa
GDH Glutamato deshidrogenasa
gin2 Glucosa-insensible 2
GS1 Glutamina sintetasa 1
GS1 Glutamina sintetasa citosolica
GS2 Glutamina sintetasa 2
GTP Guanina trifosfato
HCOs; Acido carbénico
HDI Agua desionizada
HK Receptores histidina cinasas

HMBDP Hydroximetilbutenil difosfato
HP Proteinas fosfotransferasas

Xil



Abreviaturas

HXK
INIFAP
1P

IPT

Km
LHCP IIs
LHCP
LSU
MDH
meto

mT
NADH
NAD-ME

NADPH
NCCs
OAA

oT

PaO
PEP
PEPC
PEPCK
PF

Pi
Psag12-IPT

PSII
RCC
ROS
RR
Rubisco
SAG 12
SAGs
SDS
SGR
SSU
TCA
TEMED
tZ

UDO

Hexocinasa

Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
N°®-(4°-isopentenil)-adenina

Isopentenil fosfotransferasa

Constante de Michaelis-Menten
Proteinas-clorofilicas cosechadoras de luz del PSII
Proteinas clorofilicas cosechadoras de luz
Subunidad grande de Rubisco

Enzima malico dehidrogenasa

Derivados metoxi

meta-Topolina

Nicotinamina adenina dinucledtido reducido
Subtipo fisiologico de plantas C4, cuya enzima decarboxiladora es la NAD-
enzima malico

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducida
Catabolitos no-fluorescentes de clorofila
Oxalacetato

ortho-Topolina

Feoforbide a oxigenasa

Fosfoenolpiruvato

Fosfoenolpiruvato carboxilasa

Fosfoenolpiruvato carboxicinasa

Peso fresco

Foésforo inorgénico

Plantas que expresan el gen bacterial isopentinilfosfotrasferasa bajo control del
promotor especifico de la senescencia SAG 12
Fotosistema II

Catabolitos rojos de clorofila

Especies reactivas de oxigeno

Reguladores respuesta

Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa

Gen que codifica para proteasas cisteinas

Genes asociados a la senescencia.

Dodecil sulfato de sodio

Gen siempre verde

Subunidades pequefia de Rubisco

Ciclo de los acidos tricarboxilicos
N;N;N;N"-Tetrametilenediamina

trans-Zeatina

Unidades de densidad optica

Xiii



1. Introduccion

1. INTRODUCCION

Durante la senescencia foliar, la asimilacion de carbono se reemplaza por el
catabolismo de clorofila y macromoléculas como proteinas, lipidos de membranas y ARN. El
material acumulado durante la fase de crecimiento se trasforma en nutrientes exportables para
los 6rganos en desarrollo (Lim ef al., 2007). Parte de la energia requerida para la
remobilizacion de éstos, se obtiene por el incremento de la respiracion (Hopkins et al., 2007).

Algunas enzimas que intervienen en este proceso se han estudiado ampliamente, por
ejemplo, glutamina sintetasa 1 (GS1) y glutamato deshidrogenasa (GDH) (Buchanan-
Wollaston et al., 2003). Otras, por el contrario, enzimas como fosfoenolpiruvato carboxicinasa
(PEPCK) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) se han estudiado poco durante esta fase del
desarrollo. Estas ultimas enzimas se encuentran en diferentes tejidos de las plantas,
especialmente en aquéllos con un metabolismo de nitrégeno activo; por ejemplo, semillas en
desarrollo, raiz, frutos y hojas senescentes (Walker et al., 2001; Delgado-Alvarado et al.,
2007).

Los carbohidratos y algunos reguladores de crecimiento son elementos internos que
inducen la senescencia (Jordi et al., 2000; Pourtau et al., 2006). Durante esta fase los hidratos
de carbono tienen diferentes funciones: intervienen en el control de la fotosintesis (Wingler et
al., 1998), son elementos centrales en las relaciones fuente-demanda (Yoshida, 2003; Roitsch
y Ehnep, 2000) e inducen y regulan enzimas involucradas en la movilizacion de nitrogeno
(Masclaux-Daubresse et al., 2000). La senalizacion de los aztcares se regula mediante la
hexocinasa como azucar sensor (Pourtau et al., 2006).

La aplicacion externa de citocininas o las modificaciones genéticas mediante la sobre

expresion del gen isopentenil fosfotransferasa (/PT), tienen efectos directos en la senescencia



1. Introduccion

foliar. Por ejemplo: retrasa la degradacion de clorofila (Palavan-Unsal et al, 2002), la
formacion de plastoglobulos, el incremento en la permeabilidad de la membrana, disminuye la
peroxidacion de lipidos e inducen la actividad de enzimas antioxidantes (Vickova et al.,
2006). También se conserva la actividad fotosintética por mas tiempo, fijacion de CO, y se
incrementa la eficiencia fotoquimica del fotosistema II; PSII (Wingler et al., 2004).

En el presente estudio se determiné el efecto de la citocinina 6-bencilaminopurina
(BAP) en el metabolismo primario de la segunda hoja de Triticum aestivum L cv.
Temporalera, durante la senescencia. Mediante la cuantificacion de los pigmentos
fotosintéticos, proteinas solubles totales, aminoacidos totales y carbohidratos. También se
determin6d el efecto de éste regulador de crecimiento en Rubisco, principal enzima
fotosintética, y la actividad de PEPCK y PEPC.

La aspersion externa de BAP tuvo importantes efectos en el metabolismo primario de
la segunda hoja senescente de trigo. Las hojas tratadas con la citocinina conservaron 40% de
su clorofila total, mientras que el testigo presentd 8% a los 41 dias después de la siembra
(DDS). En relacion con las proteinas solubles, las hojas tratadas con el regulador de
crecimiento mantuvieron 30%, en cambio el testigo s6lo 2% en ésta fecha. BAP indujo una
mayor acumulacion de hexosas y actividad enzimatica de PEPCK y PEPC. Ademas, la
integridad de la membrana no se alterd, en comparacion con el testigo. En conclusion, BAP
modificd los procesos de degradacion natural de las macromoléculas del metabolismo

primario, que en conjunto promovieron el retraso de la senescencia foliar.



2. Antecedentes

2. ANTECEDENTES
2.1. Senescencia foliar

La senescencia foliar es considerada como la destruccion de los componentes celulares
durante un intervalo de tiempo especifico, antes de la muerte celular (Parrot et al., 2007). Es
controlada por el nucleo y requiere de la expresion de los genes asociados a la senescencia
(SAGs), agrupados en mas de 20 familias. Estos codifican enzimas para la degradacion como:
proteasas, lipasas, nucleasas y enzimas trasportadores de nutrientes (Hopkins et al., 2007).
Zimmermann y Zentgraf (2005) los clasifican en dos grupos: genes especificos de la
senescencia (clase I) y genes que incrementan su expresion gradualmente (clase II). Un
ejemplo de la clase I es el SAG 12, que codifica para proteasas cisteinas y se expresa
especificamente durante este proceso, por lo cual se usa frecuentemente como marcador
molecular.

El inicio de este proceso depende de la edad del 6rgano; sin embargo, la iniciacion y
progresion es modulada por factores internos y externos (Woo et al., 2001). Entre los factores
internos se encuentran: azucares, diferenciacion celular, reproduccion, senales del desarrollo y
reguladores de crecimiento; y entre los externos: ataque de patdgenos, sequia, disponibilidad
de nutrientes, luz y temperatura (Woo et al., 2001; Gregersen y Holm, 2007).

Los diferentes procesos bioquimicos y fisioldgicos de la senescencia foliar, Yoshida
(2003) los clasifico en tres fases: iniciacion, degeneracion y terminal (Figura 1). Los factores
que inducen la primera fase son la edad y las sefiales ambientales, donde se llevan a cabo
cambios metabolicos acompafiados por la transicion de convertirse de un 6rgano demanda a
ser fuente de nutrientes (N, C, P, S, K y varios metales) (Himelblau y Amasino, 2001). La

segunda fase se caracteriza por la desintegracion de los componentes celulares y la
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degradacion de las macromoléculas como: proteinas, lipidos y acidos nucleicos, donde los
productos son translocados a los 6rganos demanda (hojas jovenes, semillas en desarrollo y
frutos). Finalmente, durante la fase terminal ocurre la muerte celular. En una clasificacion
semejante, Zimmermann y Zentgraf (2005) sefialan que en la Gltima fase, la célula pierde la
integridad y viabilidad. Se desintegra el ntcleo, mitocondria, vacuolas y aumentan los

radicales libres.

Sefiales de desarrollo Sefiales ambientales

~. L

1. Fase de iniciacion .
2. Fase degenerativa

& Transicion de demanda

a fuente i  Desensamblaje de

los componentes
€ Empieza a decrecer la celulares

actividad fotosintética .,
s Degradacion de
€ Empieza la cascada de macromoléculas

sefializaciones

e

3. Fase terminal Nutrientes
#  Acumulacion de los
factores que inducen

la muerte celular

i Perdida de la
integridad celular

%  Muerte celular

Figura 1. Tres fases de la senescencia foliar y su caracteristicas fisiologicas. Las hojas de la
parte inferior del esquema son senescentes, y las flechas dentro del esquema

indican la direccion del transporte de nutrientes (Yoshida, 2003).

El conocimiento de los procesos que se llevan a cabo durante la senescencia tiene
importantes aplicaciones biotecnologicas como: el incremento de la productividad de las

plantas, almacenamiento de postcosecha y tolerancia al estrés (Lim et al., 2007). En cereales
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es importante aplicarlo en la manipulacion de la movilizacién de nutrientes para mejorar el
rendimiento (Gregersen y Holm, 2007).

En la siguiente seccion, se explica el catabolismo de los principales componentes
celulares implicados en el metabolismo primario durante la senescencia foliar, con énfasis en
la clorofila, proteinas y azlcares. Se describen también las siguientes enzimas: Rubisco,

fosfoenolpiruvato carboxilasa y fosfoeno/piruvato carboxicinasa.

2.1.1 Catabolismo de pigmentos fotosintéticos
2.1.1.1 Clorofilas

El proceso mas notable de la senescencia foliar es la transicion de cloroplastos a
gerontoplastos. En éste organelo se llevan a cabo una serie de procesos catabolicos como la
degradacion de: clorofilas, apoproteinas, membranas tilacoidales y enzimas estromales
(Keskitalo et al., 2005).

Las clorofilas, pigmentos que absorben luz en las membranas de los tilacoides y la
canalizan a los centros de reaccion, pierden su estructura por lo cual disminuye la fotosintesis,
el estado verde de la planta y ademas se modifica la comunicacion nucleo-cloroplasto
(Eckhardt et al., 2004; Tanaka y Tanaka 2006). En esta transformacion se generan radicales
libres toxicos para la célula que son trasferidos a la vacuola por un sistema de trasportadores
del tonoplasto dependientes de ATP (adenosina trifosfato) (Eckhardt et al., 2004;
Hortensteiner, 2006). Los cuatro moles de nitrogeno asociados a cada molécula de clorofila no
son reciclados, pero son aprovechados por los microorganismos del suelo cuando la hoja se

cae (Matile et al., 1999; Hortensteiner y Feller, 2002).
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En la degradacion de estos pigmentos fotosintéticos estan involucradas varias enzimas,
el gerontoplasto y las vacuolas. El primer paso de la via metabdlica consiste en remover las
clorofilas de los tilacoides a la membrana interna del cloroplasto para ponerlas en contacto
con las enzimas catabolicas. Primero la clorofila b se convierte en a para ser degradadas por
una misma via. La clorofila a se transforma en feoforbide a por la clorofilasa y la Mg-
dequelasa, dos enzimas que subsecuentemente remueven el fitol y el atomo de Mg,
respectivamente (Hortensteiner, 2006). Después la feoforbide a oxigenasa (PaO), responsable
de la perdida del color verde, cataliza la degradacion de los anillos tetrapirrolicos a catabolitos
rojos de clorofila (RCC) (Hortensteiner y Feller, 2002; Pruzinska et al., 2007). Estos productos
son inmediatamente metabolizados por la enzima del estroma RCC reductasa (RCCR) para
convertirlos en catabolitos flourecentes de clorofila (FCCs). Estas dos ultimas enzimas son
primordiales para la desintoxicacion de los metabolitos de clorofila (Pruzinska et al., 2007).
Los FCCs sufren varias modificaciones de tautomerizacion no-enzimatica dentro de la vacuola
y se almacenan en forma de NCCs (catabolitos no-fluorescentes de clorofila). Quimicamente
ellos representan derivados tetrapirrolicos de la clorofila por la abertura oxigenolitica de la

estructura policiclica de porfirina (Hortensteiner y Feller, 2002).

2.1.1.2 Carotenoides y xantofilas

Las membranas tilacoidales contienen pigmentos secundarios que absorben la luz,
llamados conjuntamente pigmentos accesorios (Lehninger et al., 1995). Esta clase de
pigmentos incluyen los carotenoides y sus derivados oxigenados, las xantofilas (violaxantinas,
anteroxantinas, zeaxantinas, neoxantinas y luteinas). El color amarillo y naranja de las hojas

senescentes se debe a la lenta degradacion de los carotenoides, respecto a las clorofilas
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(Ougham et al., 2005). En el estudio realizado por Keskitalo et al. (2005) demostraron que
durante la senescencia foliar de alama temblon (Populus tremula), luteina y [-caroteno se
degradan paralelamente con la clorofila, mientras que la neoxantina y las xantofilas fueron
retenidas por mas tiempo.

La disminucion en la capacidad fotosintética expone a las hojas senescentes al exceso
de energia de excitacion, la cual si no se disipa causa dafios al fotosistema II (PSII), por la
sobre-reduccion de los centros de reaccion. Las xantofilas (zeaxantinas y anteroxantinas)

disipan esta energia como calor (Lu et al., 2001; Wingler et al., 2004).

2.1.2 Degradacion de proteinas

Debido a que las proteinas presentan un alto porcentaje de nitrégeno, asi como de
carbono, azufre, hierro y fosforo, constituyen una importante fuente de nutrientes y minerales
para los 6rganos demanda. La mayoria de proteinas translocables estan dentro del cloroplasto,
de hecho almacena mas del 75% de nitrégeno (Hopkins et al., 2007), donde Rubisco
(ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa) y las proteinas-clorofilicas cosechadoras de luz
del PSII (LHCP IIs) estan presentes en mayor cantidad. Rubisco es directamente degradada,
mientras que las LHCP II son méas estables y requieren primero ser modificadas, con la
finalidad de remover las moléculas de clorofila (Hortensteiner y Feller, 2002).

El catabolismo de las proteinas como Rubisco y glutamina sintetasa 2 (glutamina
sintetasa 2, (GS2), se inicia por especies reactivas de oxigeno (ROS), aminopeptidasas,
metaloendopeptidasas, proteasas dependientes de ATP (Clp, FtsH y Lon) y proteasas de la
vacuola. Por ejemplo, la FtsH6 esta involucrada en la desintegracion del LHCII (Buchanan-

Wollaston et al., 2003; Sakamoto, 2006). La actividad de estas enzimas y ROS originan
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cambios en las caracteristicas fisioldgicas de las células; asi el pH celular al inicio de la
senescencia se encuentra entre 5-6, el cual es caracteristico de las proteasas vacuolares,

mientras que durante las ultimas fases alcanza valores de 8 (Masclaux ef al., 2001).

2.1.2.1 Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco; EC 4. 1. 1. 39)

Rubisco es una enzima bifuncional que cataliza la asimilacion de CO, durante la
fotosintesis e interviene en la fotorespiracion en el estroma de los cloroplasto (Chiba et al.,
2003). La enzima estd conformada por ocho subunidades grandes (LSU) idénticas de 55 kDa
cada una (codificadas por el cloroplasto, particularmente por el gen rbcL) y ocho subunidades
pequetias (SSU) idénticas de 14 kDa cada una (codificadas por el nticleo, por el gen rbcS), lo
que hace un total de 560 kDa para toda la enzima (Parry et al., 2002). Esta es la proteina mas
abundante de las hojas, la cual representa del 40-50% de las proteinas solubles y del 20-30%
del nitrogeno total en las hojas maduras de las plantas C; (Masclaux et al., 2001).

La degradacion se realiza dentro de los cloroplastos y en el citoplasma. El
rompimiento no enzimatico de la LSU en 37 kDa y 16 kDa es inducida por ROS (especies
reactivas de oxigeno) (Hortensteiner y Feller, 2002; Nakano et al., 2006). La fragmentacion ha
sido identificada en la glicina 329, cercana al sitio activo por la reaccion de Fenton (Luo et al.,
2002). En el citoplasma Chiba et al. (2003) encontraron que durante la senescencia natural de
las hojas de trigo se forman cuerpos esféricos que contienen Rubisco y productos de
degradacion, excepto proteinas tilacoidales, por lo que se considera que estas proteinas

utilizan vias diferentes de degradacion.
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2.1.3 Azucares

Los azlcares como parte central del metabolismo primario presentan diferentes
funciones en la planta: constituyen los esqueletos carbonados para la biosintesis de ATP,
energia redox, y estan involucrados en la transduccion de senales (Lalonde et al., 2004;
Yoshida, 2003). Intervienen en la biosintesis de antocianinas, B-oxidacion y el metabolismo
de N. Ademas de regular diferentes procesos como: el desarrollo de las semillas, formacion de
estructuras celulares, tiempo de floracion y la senescencia (Lalonde ef al., 2004; Yoshida,
2003).

Sin embargo, la relacion exacta de los azucares con algunos procesos, ain no esta
clara. Particularmente la relacion que tienen los azucares con la senescencia (Buchanan-
Wollaston et al., 2003; Wingler et al., 2006). Al respecto, Pourtau et al. (2006) sefialan que la
respuesta es diferente entre la senescencia inducida y la natural. Cuando fragmentos de hojas
se colocan en oscuridad, los azticares disminuyen. Paul y Pellny (2003) sefialan que bajo este
tratamiento los azucares pueden tener una funcion tanto de induccion como de represion de
genes SAGs. En tabaco, Masclaux-Daubresse et al. (2005) demostraron que fragmentos de
hojas en oscuridad y con la adicion de sacarosa induce la expresion de glutamina sintetasa
citosolica (GS1), pero no de glutamato dehidrogenasa (GDH).

Por el contrario, durante la senescencia natural, se demostrd6 que el contenido de
azlcares incrementa en varias especies de plantas; por ejemplo en: Nicotina tabacum,
Arabidopsis thaliana, Ricinus communis y Zea mays (Noodén et al, 1997, Wingler et al,
1998; Jongebloed et al., 2004). Se sabe que el proceso es regulado por varios factores; entre
ellos el estatus C:N, luz, reguladores de crecimiento, las relaciones fuente-demanda y la etapa

de desarrollo de la planta (Wingler et al., 1998; Yoshida, 2003; Wingler et al., 2006).



2. Antecedentes

Ademas, existe variacion en la cantidad y tipo de azucar que acumulan. Algunas especies
almacenan sacarosa y almidén, y otras almacenan polioles (e.g. sorbitol). Ciertas
monocotiledéneas acumulan fructanos, sin embargo, las hojas de trigo acumulan azucares
solubles (Sharma-Natu y Ghildiyal, 2005).

Se desconoce de donde se originan los azucares que son almacenados, a pesar de la
disminucién de la fotosintesis. Sin embargo, Wingler et al. (1998) proponen que se originan
de la degradacion del almidon y de la exportacion preferencial de nitrégeno. Por su parte,
Jongebloed et al. (2004) demostraron que se debe al bloqueo del floema por la deposicion de
calosa. Sin embargo, no se ha podido explicar como se lleva cabo el trasporte de nutrientes
bajo estas condiciones (Wingler et al., 2006) y en cuales células se almacenan (Pourtau et al.,
2006). No obstante, se demostr6 recientemente que los azlicares regulan importantes aspectos
de la senescencia tanto inducida como natural (Wingler et al., 2006).
2.1.3.1 Funcion de los azucares durante la senescencia foliar

Las principales funciones de estos compuestos durante la senescencia son:

A) Regulacion de la fotosintesis.

Se ha demostrado que la inhibicion de la acumulacidon de azucares en las hojas, retrasa
la senescencia de este 6rgano. Yoshida (2003) sefiala que las hojas jovenes que se mantienen
en la sombra, no maduran su aparato fotosintético y permanecen como organo demanda, lo
cual retrasa la senescencia en las hojas fuente.

El incremento de los hidratos de carbono, disminuye la fotosintesis, por medio de la
inmovilizacidn del fosforo inorgédnico (Pi). En hojas de trigo, éste proceso limita la capacidad
de regeneracion de Rubisco, por la disminucion de ATP, esencial para el funcionamiento de

rubisco activasa que activa esta enzima fijadora de CO,. Ademas, en el citosol de las células
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del mesofilo, la hexocinasa genera una cascada de sefales, que reprimen la expresion de genes
fotosintéticos (Sharma-Natu y Ghildiyal, 2005). Este mecanismo se evidencidé en plantas
transgénicas mediante la sobre-expresion de una hexocinasa especifica (hexocinasa-1), que es
el azacar sefalizador, al mostrar las plantas una senescencia prematura, debido a que se
incrementa la sensibilidad a los azucares (Dai et al., 1999). Por el contrario, en plantas
mutantes de Arabidopsis con el gen glucosa-insensible? (gin2-1), la senescencia se retrasa,
debido a que afecta la senalizacion de glucosa y la fosforilacion (Moore et al., 2003).

Por otra parte, Wingler et al. (1998) encontraron que fragmentos de hojas de tabaco
sumergidos en una solucidén de glucosa disminuye la actividad de hidroxipiruvato reductasa.
Esta enzima cataliza la reduccion de hidroxipiruvato a glicerato, en el ciclo fotorespiratorio,
esencial para el metabolismo fotosintético.

B) Inducen enzimas implicadas en la movilizacion de nutrientes.

Estudios fisiologicos demostraron que los maximos niveles en el contenido de
azucares coincide con el inicio de la senescencia en hojas de tabaco y arabidopsis (Masclaux
et al., 2000; Diaz et al., 2005). Las enzimas involucradas en la movilizacion de nutrientes son
inducidas por los azucares. Por ejemplo, Masclaux et al. (2000) sefialan que en tabaco GSI1,
GDH vy la actividad proteolitica se inducen en el momento que los azucares alcanzan sus
maximos valores. Resultados semejantes fueron reportados por Pourtau et al. (2006) quienes
encontraron que la aplicacion externa de glucosa provoco la expresion de algunos genes SAGs
(SAG 12, SAG 13 y SRG 2) y enzimas involucradas en el metabolismo de nitrégeno y de
carbohidratos. Por su parte, Parrott et al. (2007) demostraron que el bloqued del floema en
cebada (Hordeum vulgare) ocasiono el almacenamiento de azucares en las hojas y estimulo la

expresion de genes SAGs y de diferentes enzimas involucradas en el catabolismo de
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macromoléculas, como aminopeptidasas, proteasas y aspartil peptidasa (cnd41). Esta ultima

implicada en la degradacion de Rubisco.

2.1.4 Almidén

Es un polisacarido de reserva que se encuentra en el interior de la célula y forma
granulos. Contiene dos tipos de polimeros de glucosa: amilasa y amilopectina (Lehninger et
al., 1995). Estos carbohidratos se acumulan durante el dia y se degradan durante la noche o
cuando la fotosintesis es baja, proporciona los sustratos para la respiracion, sintesis de
sacarosa y otros metabolitos translocables (Zeeman et al., 2004). Ademas, puede originar
hexosas libres, producto de la actividad de fosforilasas o por la hidrolisis de las amilasas que
forman moléculas de glucosa. Las cuales pueden reincorporarse al metabolismo, después de
su fosforilacion por medio de las hexocinasas y fructocinasas (Koch, 2004).

En hojas de Arabidopsis se han identificado diferentes enzimas como amilasas o y J3,
glucosidasas, enzimas desramificadoras (mezcla de hidrolasas y transferasas) y fosforilasas de
almidén. La presencia de hidrolasas y fosforilasas en las células, sugiere la generacion de
glucosas libres e intermediarios fosforilados al mismo tiempo (Zeeman et al., 2002).

Durante la senescencia foliar natural de pepino (Cucumis sativus), Shaffer et al. (1991)
encontraron una acumulacion de este polisacarido. Jongebloed et al. (2004) observaron un
incremento gradual en las hojas senescentes de higuerilla (Ricinus communis). En plantas de
tabaco los maximos niveles se alcanzaron al mismo tiempo que los azicares solubles (glucosa,

fructosa y sacarosa), en las hojas de transicion fuente-demanda (Masclaux et al., 2000).
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2.1.5 Degradacion de lipidos

La degradacion de lipidos es activada durante la senescencia foliar (Yoshida, 2003).
En este proceso, hay una perdida gradual de la integridad de las membranas, las cuales
proporcionan moléculas de lipidos requeridos para la generacion de energia, ya que los
cloroplastos dejan de producir nicotinamida adenina dinucleo6tido fosfato reducida (NADPH)
y ATP, y se requieren para los diferentes procesos catabolicos. Las membranas tilacoidales
constituyen la fuente principal de carbono para la biosintesis de ATP (Buchanan-Wollaston et
al., 2003; Hopkin et al., 2007).

En Arabidopsis se conocen aproximadamente 11 lipasas/acil hidrolasas, seis
fosfolipasas y dos lipoxigenasas, involucradas en la degradacion de los lipidos (Hopkin et al.,
2007). Los acidos grasos producto del catabolismo son metabolizados a acetil coenzima A
(CoA) por medio de la B-oxidacion, dentro de los glioxisomas. El acetil-CoA se utiliza para
respiracion o en algunas plantas es convertido a oxalacetato para la generacion de sacarosa por
la gluconeogénesis (Buchanan-Wollaston et al., 2003; Hopkin et al., 2007).

En Arabidopsis, los genes que codifican para enzimas del ciclo del glioxilato
(isocitrato liasa y malato sintetasa), requeridas para la conversion de acidos grasos en
azucares, no se inducen durante la senescencia. Por lo tanto, la gluconeogénesis no tiene una
funcion importante en esta especie durante este proceso. En hojas senescentes de trigo,
Gregersen y Holm (2007) tampoco encontraron estas enzimas. Sin embargo, en calabaza,

cebada y pepino si estan presentes (Charlton et al., 2005).
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2.1.6 Translocacion de nutrientes

Algunos nutrientes son traslocados a los érganos demanda sin ninguna modificacion.
Sin embargo, otros requieren ser transformados, y utilizan ciertos intermediarios del ciclo de
los 4cidos tricarboxilicos (TCA) o ciclo de Krebs. Este ciclo es anfibdlico (es decir, se usa
tanto en procesos anabodlicos como catabolicos). Funciona en el catabolismo oxidativo de
glicidos, acidos grasos y aminoacidos. Ademas, genera precursores de muchas vias
biosintéticas. Mediante la accidon de varias enzimas auxiliares ciertos compuestos del TCA, y
en particular el a-cetoglutarato y el oxalacetato pueden salir y actuar como precursores de
aminoacidos (Figura 2). El aspartato y el glutamato poseen los mismo esqueletos carbonados
del oxalacetato y el a-cetoglutarato, respectivamente, y se sintetizan a partir de ellos mediante

una trasaminacion (Masclaux et al., 2000, 2001).
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Figura 2. Principales vias del metabolismo de nitrogeno y carbono en las células del mesofilo
de hojas jovenes (A) y senescentes (B) de tabaco. Las vias desconocidas son

indicadas por el signo de interrogacion (Masclaux et al., 2001).
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La formacion de glutamina es catalizada por la glutamina sintetasa citoplasmatica
(GS1) y la enzima mitocondrial glutamato dehidrogenasa dependiente de NADH (GDH-
NADH), a partir de amonio y glutamato (Masclaux et al., 2000, 2001) (Figura 2). Los
aminoacidos, azucares y amonio regulan la expresion y actividad de GS1 y GDH en las hojas
senescentes, lo que indica que el estatus nutricional (C:N) de las plantas esta relacionado con
la remobilizacion de nutrientes y la senescencia (Masclaux-Daubresse et al., 2005). La
asparagina es sintetizada del aspartato por la enzima asparagina sintetasa. El aspartato puede
formarse de glutamina por la aspartato aminotrasferasa. La glutamina es el principal
aminoacido transportable durante la senescencia natural, mientras que en tratamientos en
oscuridad es la asparagina (Buchanan-Wollaston ez al., 2005).

Ademas de las enzimas antes mencionadas, existen otras que proporcionan los
precursores para sintesis de glutamina, por ejemplo; la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC)
y fosfoenolpiruvato carbocixinasa (PEPCK) (Buchanan-Wollaston et al, 2005). En hojas
senescentes de trigo, Gregersen y Holm (2007) sefialan que PEPC forma parte del sistema

citosol /peroxisomas, que se lleva a cabo para el reciclamiento del nitrégeno.

2.1.7 Fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK)

Es una enzima citosolica, codificada por el genoma nuclear. Existen dos tipos de
PEPCKs la que depende del nucledtido de adenina (PEPCK-ATP: EC 4. 1. 1. 49) y la que
utiliza guanina (PEPCK-GTP: EC 4. 1. 1. 32). La primera esta presente en plantas,
ascomicetos, basidiomicetos, algas cafés, algas rojas, diatomeas, dinoflagelados y algunas

bacterias. Mientras que la enzima dependiente- de guanina trifosfato (GTP) se encuentra en
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mamiferos, aves, peces, insectos, moluscos, nematodos y otras bacterias (Leegood y Walker
2003).

En plantas la enzima se localiza en varios tejidos: estructuras involucradas en la
defensa, tricomas, conductos de resina, flores, frutos, raices, semillas en desarrollo, tejido
vascular, estomas, hojas de plantas Cs (plantas cuyo primer producto estable de la fijacion del
CO; es el acido 3-fosfoglicérico, de tres carbonos), C4 (plantas que fijan el CO, en acido
malico o aspartico, de cuatro carbonos) y CAM (metabolismo acido de las crasuldceas)
(Walker et al., 2001, 2002).

En el citésol de las células, PEPCK cataliza la descarboxilacion de oxalacetato (OAA)
a fosfoenolpiruvato (PEP) en una reaccion dependiente de Mg”" en la que el ATP es el
donador de fosfatos (Leegood y Walker, 2003; Rylott et al., 2003).

OAA +Mg*'- ATP » PEP+Mg’"- ADP + CO;

2.1.7.1 Propiedades de PEPCK

Es una enzima multimérica de subunidades idénticas (Walker et al., 2002). En hojas de
plantas C4 como: pasto guinea (Panicum maximum), avena (Urochloa panicoides) y pasto
rhodes (Chloris gayana), es un hexamero, pero en pepino (Cucumis sativus) es tetramérica
(Walker et al., 1995).

La masa molecular varia entre las diferentes especies; por ejemplo, en los tejidos Cs, la
enzima tiene una masa molecular de 74 kDa, en las plantas CAM de 78 kDa, mientras que en
las plantas C4 es mas pequefia y varia entre las diferentes especies (67-71 kDa) (Walker y

Leegood, 1996).
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Algunos intermediarios fotosintéticos inhiben la actividad de PEPCK como: glucosa 6-
fosfato (G6P), fructosa 1-6-bifosfato (F1-6 BP), 3 fosfogliceraldehido (3-PGA) y PEP.
Ademas, la relacion ATP/ADP modula la afinidad de PEPCK por el OAA (Leegood y
Walker, 2003). También la enzima es regulada por un mecanismo selecto que involucra una
fosforilacion reversible de la proteina dependiendo de las condiciones oscuridad e iluminacion
(Walker y Leegood, 1995, 1996). La fosforilacion inactiva a la PEPCK; mientras que a la
PEPC Ila activa. Ambas enzimas son reguladas por proteinas cinasas dependientes de
adenosina monofosfato (cAMP) (Figura 3). La interaccidon estrecha entre estas enzimas fue
demostrada en Corynebacterium glutamicum, en donde de dos a tres OAA sintetizados por
PEPC son reciclados por PEPCK. Este ciclo de sustratos puede servir para regular el flujo
entre PEP y OAA, para mantener las concentraciones adecuadas (Leegood y Walker, 2003).

PEPC cinasa
ATP

® — @

PEP carboxilasa

inactiva activa
HCO, P
CO,
- PEP ca@nasa =-_P
activa ATP ADP inactiva
PEPC cinasa

Figura 3. Reacciones catalizadas por PEPCK y PEPC y su regulacion (Leegood y Walker,
2003).
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2.1.7.2 Funciones de PEPCK

Las funciones catalizadas por PEPCK ocupan una posicion central en el metabolismo
carbono y nitrégeno y es una interfase entre el metabolismo de aminodacidos, acidos organicos,
azucares, lipidos y algunos metabolitos secundarios (Walker et al., 2001).

Una de las funciones mas estudiadas de esta enzima es la descarboxilacion del OAA en
el subgrupo de las PEPCKs de las plantas C4; y en varias plantas CAM. Sin embargo,
recientemente, también se observo que se encuentra presente en diferentes tejidos de las
plantas, como en las hojas de pastos y maiz que pertenecen a las de tipo de la enzima malico
dependiente de nicotinamina adenina dinucleotido (NAD-ME) (Walker et al., 2001).

En las plantas C;, también se ha detectado actividad de esta enzima, por ejemplo; en la
coliflor (Brassica oleracea), uvas (Vitis vinifera), manzanas (Malus domestica), kiwi
(Actinidia deliciosa) y berenjena (Solanum melongena). De acuerdo a estudios de
inmunolocalizacion se ha evidenciado que interviene en el metabolismo de nitrogeno y en la
regulacion del pH (Walker ef al., 2001). Ademas, Hausler et al. (2002) senalan que en este
grupo de plantas la enzima interviene en la gluconeogénesis y en el metabolismo secundario.
PEPCK incrementa su actividad en tejidos con metabolismo activo de nitrogeno; por ejemplo,
recientemente Delgado-Alvarado ef al. (2007) observaron que la maxima actividad de PEPCK
se alcanzo durante el trasporte y metabolismo de asimilados. En plantas de maiz, la enzima se
localizo en el pedicelo donde los aminoacidos son degradados. También, durante la
maduracion de algunos frutos como las uvas y durazno, la enzima se encontrd en los tejidos
vasculares donde se trasforman los compuestos nitrogenados antes de ser redistribuidos
(Walker et al., 2001).

Las plantas regulan su pH principalmente por dos vias: por el acoplamiento de
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protones a la membrana plasmatica y por una regulacién bioquimica. Por medio de esta ultima
via, PEPCK interviene en la regulacion del pH, a través de la descarboxilacion del oxalacetato
derivado del malato, proceso que consume protones (Walker et al., 2001).

Ademas, Owen et al. (2002) y Leegood y Walker (2003) mencionan que tiene una
funcion cataplerotica en el ciclo de TCA, en la descarboxilacion del oxalacetato, dado que
solo se liberan dos moléculas de CO,, y la concentracioén de intermediarios podria incrementar
y se requiere que durante el catabolismo de aminoacidos, el equilibrio de entrada y salida de

intermediarios del TCA se mantenga (Figura 4).

2.1.8 Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC)

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC; EC 4.1.1.31) es una enzima citosolica
distribuida tanto en organismos fotosintéticos (plantas y algas verdes), como en no
fotosintéticos (bacterias y protozoos). Sin embargo, no se encuentra en animales, hongos y
levaduras (Izui et al., 2004). Cataliza la B-carboxilacion irreversible del fosfoenolpiruvato
(PEP) en presencia de HCOs” y Mg”", para producir OAA y Pi (Izui et al., 2004) (Figura 3). El
complejo Mg-PEP es el verdadero sustrato de PEPC, al actuar el PEP libre como un activador
alostérico y el Mg”" como un inhibidor alostérico débil no competitivo (Tovar-Méndez et al.,

2000) (Figura 5).
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Figura 4. Funciones anapléroticas y catapléroticas del ciclo de los acidos tricarboxilicos.
Reacciones de alimentacion de carbono al ciclo, a partir de acetil CoA, incluye
la entrada de los productos de degradacion de aminoacidos y la generacion de
OAA de PEP por PEPC. Reacciones catapléroticas que conducen a la
eliminacion de los intermediarios del ciclo de Krebs, por medio de PEPCK (1),
el cual genera PEP para la gluconeogénesis o para la formacion de piruvato,
nicotinamida adenina dinucledtido NAD-(P) enzima malico (2) genera piruvato
a partir de malato en el citésol o cloroplasto para la sintesis de lipidos,
aminotrasferasas aspartato (3), citrato liasa (4), aconitasa y isocitrato
dehydrogenasa (5) para generar 2-oxoglutarato en el citdsol, reacciones para

originar glutamato (6) (Leegood y Walker, 2003).
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Figura 5. Mecanismo de carboxilacion de fosfoenolpiruvato (PEP) por la fosfoenolpiruvato
carboxilasa en una reaccion de tres pasos. Paso 1. Formacion del anién enolato
de piruvato y carboxifosfato a partir de fosfoenolpiruvato y bicarbonato por una
reaccion parcial reversible; Paso 2. El anion enolato se isomeriza y el
carboxifosfato se divide en didéxido de carbono y fosfato; Paso 3. El dioxido de
carbono ataca electroliticamente al anion enolato para formar oxalacetato y
liberar fosfato; Paso 3° Una parte de la reaccion de hidrdlisis de
fosfoenolpiruvato dependiente de bicarbonato genera piruvato y fosfato (Izui et

al., 2004).

2.1.8.1 Propiedades de PEPC

Es una enzima homotetramérica compuesta de subunidades que se organizan en
dimeros. Codificada por una pequefia familia de multigenes. El nimero aproximado de
residuos de aminoacidos es de 870 (100 kDa), 970 (110 kDa), 1010 (116 kDa) y 1150 (134
kDa) para bacterias, plantas vasculares, cianobacterias y protozoarios, respectivamente
(Golombek et al., 1999; 1zui et al., 2004). El sitio activo de esta enzima se conforma por

residuos de histidina, localizados en el sitio 268 (Izui et al., 2004).
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La trascripciéon de PEPC se ve afectada por factores nutricionales y ambientales en
procesos que estan mediados o no por hormonas. Por ejemplo, en cebada (Hordeum vulgare),
planta Cs, el estrés salino y el acido abscisico (ABA) disminuyen la velocidad de asimilacion
de CO,, el contenido en clorofila, proteinas y la actividad de Rubisco, sin embargo, se
incrementa la actividad de PEPC (Popova et al., 1995). En plantulas de trigo se ha descrito
que el tratamiento con NaCl y LiCl, ademas de otros estreses como hipoxia o frid, provocan
un aument6 de la expresion de PEPC (Gonzalez et al., 2003). Las citocininas modifican la
expresion de esta enzima; en la hierba del rocid (Mesembryanthemum crystallimun L), Schmitt
y Piepenbrock (1992) encontraron que la aplicacion externa de BAP, disminuye la expresion
de esta enzima. Por el contrario, Sugiharto et al. (1992) demostraron que en fragmentos de
hojas de maiz, este regulador de crecimiento estimula la sintesis de PEPC.

La PEPC esta sometida al control metabdlico por una gran variedad de efectores
alostéricos positivos (G-6-P, F1-6-BP y triosas-fosfato) y negativos (L-Malato, OAA y
aspartato) (Raghavendra et al., 1993). In vivo, la actividad PEPC depende del balance entre
estos efectores, moduldndose la magnitud de sus efectos por el pH citosdlico y que provoca
una transicion alostérica de una conformacion estable de alta afinidad a otra forma relajada
transitoria de baja afinidad (Frank et al., 2001).

La fosforilacion reversible de PEPC, se lleva acabo en hojas C4 y CAM, nodulos de
raices, hojas de plantas C;, estomas, frutos, incluso en plantas acudticas, como en elodea
(Egeria densa) (Casati et al., 2000). La adicion de la carga negativa del fosfato es crucial en el
mecanismo de regulacion, responsable de los cambios en las propiedades cinéticas y

caracteristicas de cada isoenzima (Duff ef al., 1995).
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2.1.8.2 Funciones de PEPC

Ademas de su participacion en la fotosintesis C4 y CAM, las funciones asignadas a
PEPC son numerosas. El producto final estable estable (L-malato) puede ser transportado y
usado como fuente de carbono y poder reductor en numerosas vias metabodlicas. Debido a la
baja constante de Michaelis-Menten (Km) por el sustrato bicarbonato (en el rango de pmolar)
esta enzima interviene, con una funcién general, en la economia del carbono de la célula
recapturando el CO; respiratorio. En las plantas C; se le asigna las siguientes funciones: a)
anaplerotica (suministrando precursores biosintéticos al TCA) (Figura 4), b) regulacion del pH
celular (opera con la malato deshidrogenasa para originar malato, este proceso consume
protones, para prevenir la alcalinizacién durante la asimilacion de nitratos), ¢) interviene en la
fijacion del nitrogeno en leguminosas, d) participa en la absorcion y trasporte de cationes por
raices, en el movimiento estomatico, germinacion de semilla y en la maduracién de frutos

(Osuna et al., 1999; Turner y Plaxton, 2000; Echevarria y Vidal, 2003; Izui et al., 2004).

2.1.9 PEPCK y PEPC durante la senescencia
Existen escasas referencias en relacion con la funcion de PEPC y PEPCK durante la
senescencia. Sin embargo, en los estudios que se han realizado con estas enzimas afirman que
intervienen en el metabolismo de lipidos y nitrogeno. Kim y Smith (1994) sefialan que
PEPCK se induce durante la senescencia natural de pepino; pero no en fragmentos de hojas
sometidos a oscuridad. En otro trabajo, Buchanan-Wollaston (1997) menciona que la enzima
esta involucrada en la degradacion de lipidos a azucares, particularmente en la conversion de

oxalacetato a piruvato, paso esencial para la gluconeogénesis.
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Por otra parte, Chen et al. (2000) demostraron que durante la senescencia foliar de
cebada, PEPCK no se encuentra presente; mientras que en hojas de pepino se localizé en los
haces vasculares. De acuerdo con la distribucion donde se detecté PEPCK se le atribuye una
funcion en la regulacion del pH y en el trasporte de aminoacidos, debido a que no se requiere
de la gluconeogénesis, ya que hay un almacenamiento de azlicares durante este proceso. En
este mismo estudio encontraron que PEPC se encuentra en las dos especies, y esta restringida
al tejido vascular, se le atribuyen funciones semejantes a PEPCK.

En un estudio comparativo entre la senescencia inducida y natural, Buchanan-
Wollaston et al. (2005) senalan que ambas enzimas, PEPC y PEPCK, proporcionan los
precursores para la sintesis de glutamina e intermediarios del ciclo TCA. Por su parte,
Gregersen y Holm (2007) afirman que durante la senescencia foliar de la hoja bandera de
trigo, PEPC genera el oxalacetato necesario para la biosintesis de aminoacidos y para

completar la oxidacion de lipidos.

2.2 Citocininas
2.2.1 Estructura y biosintesis
Las citocininas (CKs) son derivadas de la adenina y pueden ser clasificadas como
isopropenoides o aromaticas, dependiendo de la cadena lateral unida al N6 (Mok y Mok,
2001). En ambos grupos hay pequenas diferencias en la estructura como: la presencia o
ausencia del grupo hidroxilo y la posicioén estereoisomérica. Las citocininas isopropenoides
naturales son: N°-(A’-isopentenil)-adenina (iP), frans-zeatina (tZ), cis-zeatina (cZ), y
dihidrozeatina (DZ). Las citocininas aromaticas son: ortho-topolina (oT), meta-topolina (mT),

derivados metoxi (meoT y memT) y benciladenina (BA). El contenido de estas en la planta

24



2. Antecedentes

depende de la especie y de la etapa de desarrollo (Sakakibara, 2006). También se ha logrado
sintetizar algunas, por ejemplo, la cinetina y la bencilaminopurina, ambas presentan alta
actividad biologica (Borkowska y Jankiewicz, 2003).

Las CKs comparten los mismos sistemas de transporte que las purinas y nucleosidos.
Se mueven por difusion y por un sistema selectivo de transportadores. Anteriormente se sabia
que solo se trasportaba por el xilema, sin embargo, Sakakibara (2006), sefiala que pueden
utilizar tanto el xilema como el floema. Por ejemplo, la tZR es sintetizada en la raiz y
trasportada por el xilema a otros 6rganos de la planta, mientras que la iPR se moviliza por
medio del floema (Sakakibara, 2006).

La biosintesis y homeostasis de las citocininas es controlada por factores externos e
internos, por ejemplo, por ABA, etileno y fuentes de nitrégeno inorganico. Se considera que
son sintetizadas principalmente en los 4pices de las raices. Sin embargo, no se puede excluir
su sintesis en otros tejidos meristematicos como el cambium, las yemas en desarrollo, los
frutos jovenes o semillas en germinacion. Ademas, también se considera que los brotes y las
hojas pueden ser lugar de sintesis (Borkowska y Jankiewicz, 2003; Sakakibara, 2006).

El primer paso para la biosintesis de los isopropenoides es la N-prenilacion de la
adenosina 5-fosfatos (AMP, ADP o ATP) en el N°-terminal con el dimetilalil difosfato
(DMAPP) o hydroximetilbutenil difosfato (HMBDP); esta reaccion es catalizada por la
adenosina fosfato-isopenteniltrasferasa (IPT; EC 2.5.1.27). Sin embargo, los sustratos para la
biosintesis de las CKs varian por depender del origen y de la especie (Sakakibara, 2006). En
contraste, las vias biosintéticas de las citocininas aromaticas, como el BAP, son
completamente desconocidas. Se ha propuesto que utilizan distintas vias de los isopropenoides

y que esta relacionada con el metabolismo de fenoles (Mok y Mok, 2001).
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2.2.2 Funcion de las citocininas

Las citocininas son reguladores de crecimiento que tienen efectos positivos y negativos
en varios aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas. Estimula la formacion y
actividad de los meristemos, retardan la senescencia, controlan el crecimiento y la
ramificacion de las raices (Borkowska y Jankiewicz. 2003; Riefler ef al., 2006). Intervienen en
la germinacion de las semillas y en la respuesta al estrés. Participan en procesos regulados por
la luz, como de-etiolacion y diferenciacion de los cloroplastos. También regulan la actividad
del ciclo celular (Brenner et al., 2005). Las citocininas estdn involucradas en la respuesta al
estatus de nutrientes como los azlcares, nitrégeno, fosforo y sulfato (Franco-Zorrilla et al.,
2005). Brenner et al. (2005) mencionan que las citocininas estdn implicadas en el
metabolismo y transporte del nitrogeno y carbohidratos, mediante la induccion de ciertas
enzimas (nitratro reductasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa e invertasa). Sin embargo, regula
pocos genes involucrados en la glicolisis, ciclo de TCA, ciclo de Calvin y fotorespiracion.

Se han desarrollado diferentes técnicas para conocer las funciones biologicas de las
citocininas, desde las clasicas (aspersion externa) hasta modificaciones genéticas. Con estas
ultimas técnicas se ha podido conservar la sintesis de CKs, durante la senescencia foliar, a
pesar de su disminucién natural durante este proceso. Gan y Amasino (1995) fueron los
primeros en generar plantas de tabaco transgénicas, que expresan el gene bacterial
isopentiniltrasferasa (/PT), una enzima clave en la biosintesis de citocininas, bajo control del
promotor especifico de la senescencia SAG 12 (Psagi2-IPT). Al momento que la senescencia
empieza este gen promueve la activacion de la produccion de citocininas. Se retrasa la
senescencia y conduce a la inactivacion del SAGI12. Las hojas permanecen activas

fotosintéticamente por un largo periodo. Se observa también un incremento en el nimero de
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flores y biomasa. Esta documentado que esta modificacion se ha podido realizar en diversas
especies de plantas como: arroz (Oryza sativa), col (Brassia oleracea), lechuga (Lactuca

sativa) (McCabe et al., 2001).

2.2.3 Transduccion de sefiales de las citocininas

Las citocininas son percibidas por las histidinas cinasas y la sefial se traduce por medio
de una cascada de fosforilaciones. La variacion estructural de las CKs y las modificaciones de
las adeninas le confiere especificidad a la interaccion CK-receptor (Sakakibara et al., 2006).

La cascada de sefializaciones esta compuesta por tres modulos: los receptores histidina
cinasas (HK), las proteinas fosfotransferasas (HP) y los reguladores respuesta (RR). En
Arabidopsis, la transduccion de la sefial involucra diferentes receptores (AHK2, AHK3 y
CRE1/AHK4), los cuales después de la union de la CKs se autofosforilan en los residuos de
histidina y el grupo fosforil se envia intramolecularmente a la asparagina, este aminoacido
posteriormente es trasferido a la histidina de las proteinas AHP (cinco identificadas en esta
especie, AHP1-AHPS). Una vez fosforilada la proteina AHP es transportada al nucleo y cede
el fosfato a los residuos de asparagina de los RR (se han identificado mas de 22, ARRI-
ARR22, divididos en tipo A y tipo B) (Figura 6). Los cuales activan inmediatamente a
diferentes genes, por ejemplo, algunos que codifican para los reguladores de crecimiento,
expansion de la pared celular, adquisicion de nutrientes, metabolismo de nitrégeno y carbono
(Brenner et al., 2005; Sakakibara et al., 2006).

Recientemente se ha demostrado que en Arabidopsis, 1a histidina cinasa 3 (AHK3) y el

regulador respuesta 2 (ARR2), son esenciales para el control de la senescencia foliar (Figura
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6). Sin embargo, el mecanismo exacto mediante el cual se inducen o reprimen los genes, aun

es desconocido (Riefler et al., 2006).

2.2.4 Las citocininas y el retraso de la senescencia

Actualmente existen tres pruebas utilizadas en el estudio del efecto de las citocininas
en la senescencia de las plantas: a) la medicién de las citocininas enddgenas durante la
senescencia, b) la aplicacion exodgena de soluciones de citocininas y ¢) la biosintesis regulada
de las citocininas en plantas transgenicas (Psagi2-/PT). Las citocininas declinan durante la
senescencia, sin embargo, la aplicacion externa del regulador y la biosintesis regulada en las
plantas Psag12-IPT retardan la senescencia (McCabe et al., 2001).

La aplicacion externa de citocininas: retrasa la degradacion de clorofila, la formacion
de plastoglobulos y la pérdida de la permeabilidad de la membrana. Ademas, mantiene los
parametros fotosintéticos, tales como la tasa de asimilacion del CO, y la eficiencia
fotosintética del PS II. Disminuye el incremento de la peroxidacion de lipidos, mediante la
induccién de enzimas antioxidantes e incrementa la sintesis de carotenoides, los cuales
protegen a los centros de reaccion del oxigeno y la luz (VIckova et al, 2006; Martinez-
Gutierrez et al., 2008).

El efecto de la citocininas en el almidon varia dependiendo de las condiciones en las
que se encuentren las plantas. Por ejemplo, fragmentos de hojas de trigo con adicion de la
citocinina, en oscuridad no acumulan granulos de este polisacarido; pero si lo hacen con luz.
Por el contrario, los fragmentos testigo (sin el regulador de crecimiento), en condiciones de
luz no presentaron granulos (VIckova et al., 2006). La estimulacion del almacenamiento de

almidén también se observé en plantas de tabaco (Zavaleta-Mancera et al., 1999 b).
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Figura 6. Modelo hipotético de la funcion del ORE12/AHK3 en el control de la senescencia
foliar mediado por las citocininas. Aunque la sefializacion de las citocininas puede
percibirse por otros receptores en Arabidopsis, ARR2 fosforilado es
especificamente mediado por ORE12/AHK3. La fosforilacion del ARR2 regulado
por las citocininas afecta directamente o indirectamente la induccion de genes
responsables del retraso de la senescencia (Lim et al., 2007).

Por otra parte, plantas de tabaco y lechuga transformadas (Psagi2-/P7) almacenaron

una mayor concentracion de glucosa y fructosa que las silvestres (Wingler et al, 1998;

McCabe et al., 2001). Jordi et al. (2000) afirman que el regulador de crecimiento induce una

mayor acumulacion de azlcares para superar el retraso de la senescencia. Se demostrd que la

citocininas poseen la capacidad de regular la reparticion de nutrientes y el desarrollo de la

planta (Roitsch y Ehnef3, 2000).
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La relacion entre este regulador de crecimiento y el metabolismo primario durante la
senescencia se demostro en el estudio realizado por Balbriera-Gonzalez et al. (2004) quienes
encontraron que el retraso de la senescencia en plantas de tabaco (Psagi2-IPT) esta
correlacionado con una mayor actividad de la invertasa extracelular y transportadores de
hexosas. Las enzimas se expresan cuando se requieren altas concentracion de carbohidratos
para los tejidos demanda. Ademas de proporcionar nutrientes (glucosa y fructosa) que pueden
fosforilarse y ser moléculas de sefializacion (Roitsch et al., 1999).

La senescencia foliar esta regulada por la interaccion de diferentes factores como:
azucares, citocininas, nitrogeno y luz (Wingler et al., 1998; Jordi et al., 2000). Los dos
primeros presentan un efecto antagonico, es decir, los azucares inducen la senescencia y las
citocininas la retrasan, la acumulacion de los azacares durante este proceso bloquean el efecto
de las citocininas (Franco-Zorrilla et al., 2005; Wingler et al., 1998). Por el contrario, este
regulador de crecimiento, puede inducir y reprimir la expresion de algunos genes relacionados
con el metabolismo y trasporte de los carbohidratos. Por ejemplo, la sacarosa sintetasa y
algunos trasportadores de monosacaridos son inducidos, en contraste, transportadores de
sacarosa y la molécula sefializadora hexocinasa (HXK) son reprimidos (Moore et al., 2003;
Brenner et al., 2005). La luz también bloquea parcialmente el efecto de los aztcares (Wingler
et al., 1998). Por el contrario, existe un efecto positivo entre el nitrogeno y las citocininas

(Figura 7) (Sakakibara et al., 2006).
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Figura 7. Interaccion de las citocininas, represion de los azicares y luz en la regulacion de la
senescencia con la produccion autorregulada del regulador de crecimiento (Psyci2-

IPT). ‘9, inhibicion de la senescencia; @’, aceleracion de la senescencia; _l |—,

bloqueo de los efectos las citocininas, E g—’ bloque parcial de los efectos de los

azucares (Jordi et al., 2000).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la aspersion externa de la citocinina BAP en las principales
macromoléculas (pigmentos fotosintéticos, proteinas solubles y carbohidratos) del
metabolismo primario de la segunda hoja de Triticum aestivum L, durante la senescencia

foliar natural.

3.2 Objetivos especificos

. Determinar el contenido de los pigmentos fotosintéticos: clorofila a, clorofila b,
carotenos+xantofilas para conocer el efecto de la aspersion externa de BAP en las
principales moléculas que intervienen en la fotosintesis.

. Evaluar la concentracion de los compuestos nitrogenados: proteinas solubles totales,
aminoacidos totales y Rubisco durante la senescencia natural de las hojas de trigo
tratadas con BAP y el testigo (sin BAP).

. Estudiar el efecto de BAP en los carbohidratos: glucosa, fructosa, sacarosa y almidon
para conocer los posibles ajustes que al regulador de crecimiento le permiten retrasar
la senescencia.

. Analizar la actividad de PEPCK y PEPC durante la senescencia de hojas tratadas y no

tratadas con BAP.
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4. HIPOTESIS

Las citocininas retrasan la senescencia foliar, entonces las macromoléculas y enzimas
del metabolismo primario (pigmentos fotosintéticos, proteinas solubles, carbohidratos y
Rubisco) permaneceran sin cambios, es decir se conservan en un estado semejante al que
presentan las hojas presenescentes (hojas verdes completamente expandidas y con ligula
expuesta).

La citocinina BAP conserva un alto porcentaje de compuestos nitrogenados, proteinas
solubles y Rubisco, entonces disminuye la formacion de compuestos traslocables y por lo

tanto se mantendra baja actividad de PEPCK y PEPC, asociadas al metabolismo de nitrogeno.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Material biologico
Semillas de trigo (Triticum aestivum L) cv. Temporalera, proporcionadas por el Dr.
Héctor E. Villasefior Mir del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP), fueron sembradas en lotes de 50 semillas en charolas de plastico
(33x28x13), a un espacio uniforme entre ellas y a una profundidad de 5 cm, en una mezcla

3:1 de suelo (Peat-moss comercial Cosmocel) y agrolita estéril (Dicalete de México).

Las plantas crecieron en camaras de cultivo del Colegio de Postgraduados Campus
Montecillos, bajo condiciones ambientales controladas: temperatura 23/19 °C (dia/noche),
fotoperiodo de 13.5 h e intensidad luminosa de 210 pmol m™s™. La fertilizacion consistio de
una solucion completa de Steiner (1984), la cual contenia KNO3; como fuente de nitrogeno,
con la que se realizaron tres aplicaciones con 200, 100 y 50 mL por charola en los dias 10, 15
y 22 después de la siembra, respectivamente. Todas las plantas se regaron con agua corriente,

cada tercer dia.

5.2 Tratamiento y muestreo foliar

Para el tratamiento con citocinina se utilizd6 una solucion de 0.1 mM de 6-
bencilaminopurina (BAP, Sigma), con 0.02% de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma) usado para
disolver el regulador de crecimiento y 0.02% de Tween 20 (Boehringer Mannheim GmbH)
para romper la tension superficial de la hoja y facilitar la penetracion de la solucion. La
solucion testigo consistio de: agua destilada, 0.02% de DMSO y 0.02% de Tween 20

(Martinez-Gutiérrez, 2008).
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A los 21 dias después de la siembra (DDS), la mayoria de las plantas presentaron la
segunda hoja foliar completamente expandida con su ligula expuesta, las plantas que no
estuvieron en esta condicion se eliminaron para uniformizar el estado de desarrollo en cada
charola. De las charolas establecidas, a seis tomadas al azar se les asperjé de forma uniforme a
cada charola 350 mL con la solucion BAP, y a cada una de otras seis charolas; se les asperjo
con 350 mL de la solucioén testigo, con lo que se cubrio completamente el dosel de las plantas.

Las aspersiones se realizaron a las 11:00 h cada tercer dia durante 21 dias.

Para la toma de muestras, se colectaron 3 cm de la parte media de la segunda hoja
foliar, entre las 11:00 y 12:00 am, a los 21, 26, 31, 36 y 46 DDS. Los pigmentos
fotosintéticos, proteinas solubles, ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco; EC
4. 1. 1. 39), azucares, almidon y aminodcidos totales se determinaron en tejidos previamente
congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -40° C. Para determinar la actividad
enzimatica de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK-ATP: EC 4.1.1.49) y fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC: EC 4. 1. 1. 31), y la pérdida de iones, se utilizo tejido fresco. Para cada
variable analizada se utilizaron cuatro repeticiones (muestra compuesta de 3 hojas) por

tratamiento y se realizé por lo menos dos veces cada experimento.

5.3 Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos
5.3.1 Unidades SPAD
El contenido de clorofila total durante la senescencia es un marcador que permite
conocer aspectos generales de este estado fenologico. Por ello que se determinaron las
unidades SPAD en un SPADmeter-502 (Minolta), método no destructivo que determina

indirectamente la cantidad de clorofila total. Este instrumento, cuantifica la cantidad relativa
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de clorofila total presente en la hoja, mediante la absorbancia en el rojo (400-500nm) y
cercano a las regiones del infrarrojo. Para ello se tomo la lectura de 10 hojas por tratamiento
de la parte media de la segunda hoja foliar cada cinco dias a partir de los 21 DDS hasta el dia

41.

5.3.2 Cuantificacion quimica de pigmentos
Fragmentos de 150 mg de tejido se maceraron en 4 mL de acetona al 80% (4 °C). El

extracto se centrifugd a 840 g durante 10 min. El sobrenadante se recupero y ajustd a 4 mL,
para posteriormente medirle la absorbancia a 470 nm, 646 nm y 663 nm en un
espectrofotometro (Evolution 300 UV-Visible). Las concentraciones de clorofila a (Chl a),
clorofila 4 (Chl b), carotenoides y xantofilas (C+x) se calcularon empleando la formula de
Lichtenthaler y Wellburn (1983):

Chl, = 12.21 Ages — 2.81 Agae

Chl, =20.13 Agss — 5.03 Ase3

C+x=1000 A470 —3.27 C,-107 G,
229

La concentraciéon de pigmentos obtenida en pg mL™ se relaciond con el peso fresco (PF)

de la muestra, para expresarlo en mg g PF.

5.4 Determinacion de proteinas solubles totales

Muestras de 150 mg de tejido fresco se congelaron en nitrogeno liquido y se
almacenaron a -40 °C. Posteriormente, el tejido se macero con 1 mL 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 15 000 g a 4° C durante 10 min. Se usaron 5 pL del sobrenadante para la
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determinacion de proteinas y 100 pL para determinar los niveles de la subunidad grande de

rubisco (LSU) (Makino et al., 1986).

Las proteinas solubles se cuantificaron en los extractos por el método de Bradford
(1976) utilizando albumina de suero bovino (BSA) como estandar. El ensayo de proteina
consistié en mezclar 5 pul de los extractos, 295 pulL de agua destilada y 50 uL del reactivo de
Bradford (Bio-Rad). Trascurridos 5 min se registro la absorbancia a una longitud de onda de
595 nm en un lector de microplacas (Multiskan Ascent, Labsystem, marca Thermo), frente a
una curva patrén de albimina (solucion stock de: 0.25 pg.uL™), la cual se preparo a partir de
la solucién stock donde se tomaron 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 uL, y se aforaron a 300 uL con
agua destilada. A continuacion se agregaron 50 uL de reactivo de Bradford para obtener un
volumen final de 350 pL. Los pg pL™ se relacionaron con el peso fresco del tejido para

expresarlo en mg g “'PF.

5.5 Contenido de la subunidad grande de Rubisco (Rubisco; EC4. 1. 1. 39)

De la extraccion de proteinas solubles se tomo una alicuota de 100 pL a la cual se le
agregd 100 pL de Tris-HCI 50 mM (pH 6.8) que incluye: 1% de SDS, 2% de 2-
mercaptoetanol y 12.4% de glicerol, la mezcla se puso a hervir a 100°C por 5 min y se
centrifugo por 2 min a 11 000 g a 4°C.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis (SDS-PAGE) de acuerdo con la
metodologia propuesta por Makino ef al. (1986). El gel de apilamiento se preparo al 4% (6.1
mL de agua desionizada, 1.3 mL de bis-acrilamida al 30%, 2.5 mL de Tris-HCI 0.5 M a pH

6.8, 0.1 mL de SDS al 10%, 50 uL de APS al 10% y 10 uL de TEMED) y el gel separador al
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12% (3.4 mL de agua desionizada, 4 mL de Bis-acrilamida al 30%, 2.5 mL de Tris-HC1 1.5 M
apH 8.8, 0.1 mL de SDS al 10%, 50 uL. de APS al 10%, y 10 uL. de TEMED). Cada carril del
gel se cargo con 10 pg de proteina, junto con un marcador de pesos moleculares de bajo rango
(113, 93, 50, 35, 28 y 21 kDa, Bio-Rad). Este se montd en una camara vertical de
electroforesis (Mini-Potean II Cell, Bio Rad) y se corrié a 20 mA por 1.2 h usando una fuente
de poder (Power PAC 3000, Bio Rad).

El gel se fij6 en una solucion de 4cido acético al 7% y metanol al 40% durante 30 min.
Posteriormente, para visualizar las bandas, el gel se tifio con azul de Comassie (CBB-R-250,
Sigma) al 0.5% (p/v) que se disolvio en acido acético glacial al 40% (v/v) y metanol al 60%
(v/v), con agitacion suave durante 30 min. Finalmente, el gel se destifio con una soluciéon de
acido acético al 7.5% y 10% de metanol, realizando 3 lavados de 30 min cada uno.

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

las bandas entre tratamientos.

5.6 Aminoacidos totales

Los aminoacidos totales se cuantificaron con los métodos propuestos por Rosen (1957)
y Diaz et al. (2005). Muestras de 150 mg de tejido fresco se maceraron en 1 mL de acido
sulfosalicilico al 2% (p/v). El producto de la trituracion se centrifugé a 10 000 g durante 5 min

y el sobrenadante se utilizo para cuantificar estos compuestos nitrogenados.

Al extracto se le adicion6 0.5 mL de solucion amortiguadora de acetato de cianidina

(360 g L' de acetato de sodio, Baker, y 66 mL de 4cido acético glacial aforado a 1 L con agua
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destilada) y 0.5 mL de ninidrina al 3% (p/v) (Pierce) disueltos en etilenglicol. Esta mezcla se
introdujo en bano de agua a 100 °C durante 20 min. Una vez frios a los tubos se les afiadieron
5 mL de isopropanol al 50%; después de 10 min se procedi6 a la lectura de las muestras a una
longitud de onda de 570 nm en un espectrofotometro (Evolution 300 UV-Visible, marca

Thermo), frente a una curva patron de glutamina.

Para preparar la curva patréon de glutamina, se pesaron 114.1 mg y se disolvieron en 50
mL de 4cido sulfosalicilico al 3%, equivalente a 20 pmoles mL™. De la solucién anterior se
tomo 1 mL y se llevo a 50 mL con &cido sulfosalicilico al 2%, esta dilucion equivale a 400
nmoles mL™". De esta Gltima se tomaron 0, 125, 250, 375, 500, 625, 750, 875 y 1000 uL los
cuales se aforaron a 1000 pL con acido sulfosalicilico al 2% para obtener las siguientes
concentraciones: 0, 50, 100,150, 200, 250, 300, 350, 400 nmoles. Como blanco se utilizdé un
volumen equivalente de la solucion amortiguadora de 5-4cido sulfosalicilico al 2%. La

concentracién de aminoacidos se expreso en mg g PF.

5.7 Azicares solubles y almidon

El proceso de cuantificacion de azucares solubles y almidon se baso en una serie de
reacciones enzimaticas secuenciales de la ruta de la glicdlisis, donde todos los azucares
solubles se convierten a glucosa 6-fosfato, y el sustrato para la reaccion final resulta en la
produccion de NADH (Scholes et al., 1994). El NADH tiene una absorbancia méxima a una

longitud de onda (1) de 340 nm que fue la A a la que se realizaron las lecturas.
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Azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa)

Muestras de 200 mg de peso fresco de la parte media de la segunda hoja, se colocaron
en frascos con 3 mL de etanol a 80% (v/v) en bafio Maria (70°C) durante 10 min y se
recolecto el sobrenadante. En seguida, se agregaron nuevamente a los frascos 3 mL de etanol
80% para repetir el proceso (bafio maria a 70 °C por 10 min) y extraer por segunda vez el
sobrenadante. Este procedimiento se repitio de 3 a 5 veces en cada muestra, hasta que el tejido
se decolor6 por completo (blanco). Los sobrenadantes se mezclaron en un solo recipiente para
llevarlos a evaporacion en una estufa de aire forzado a 50 °C. Los extractos secos se
resuspendieron en 1 mL de agua destilada y se mantuvieron a -40 °C hasta la determinacion de
los azucares solubles.

Para cada estdndar de glucosa, fructosa y sacarosa se hizo una solucién stock con 15
mg de cada azicar que se disolvieron en 6 mL de agua destilada para tener una concentracion
de 2.5 mg mL™". De esta solucién se colocaron 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90 y 100 uL en
tubos ependorff, los cuales se aforaron a 1000 pL con agua destilada. Para obtener las

concentraciones de 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225 y 250 pg.

Para medir los azucares solubles de cada ensayo se colocaron 200 pL. de amortiguador
HEPES 100 mM (pH 7.5), 10 uL de NAD 40 mM (Sigma), 10 pL de ATP 100 mM pH 7
(Sigma), 10 pL de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (0.05 U por 1 uL de amortiguador
HEPES) (Roche), y 10 puL de la muestra del extracto de cada muestra o 10 pL de la solucion

de estandares.

Para la determinacion de glucosa a cada ensayo se adiciond 10 uL de hexocinasa (0.05
U por 1 puL de amortiguador HEPES) (Roche) y se dejé actuar durante 20 min antes de hacer

la lectura a 340 nm. El contenido de fructosa se determin6 después de agregarle 10 uL de
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fosfoglucosa isomerasa (0.06 U por 1 pL. de amortiguador HEPES) (Roche) y 20 min después
se tomo la lectura. Finalmente para la determinacion de sacarosa se adicionaron 10 pL de
invertasa (0.8 U por 1 uL de amortiguador HEPES) (Sigma) y se dej6é 20 min a temperatura
ambiente antes de registrar la lectura. Todas las lecturas se registraron en un lector de

microplacas (Multiskan Ascent, Labaystem, marca Thermo).

Almidon
El contenido de almidén se cuantificd a través de la medicion de la glucosa como
sustrato en un lector de microplacas (Multiskcan Ascent, Labsystem), a una absorbancia de

340 nm, utilizando glucosa como estandar.

Una vez extraidos los azucares solubles de las hojas, cada uno de los residuos solidos
se maceraron con nitrégeno liquido y se colectaron en tubos eppendorff, adicionandole 1 mL
de agua destilada. Posteriormente, los tubos se colocaron en una autoclave durante 30 min a
121 °C. Para la digestion del almidon se tomo una alicuota de 100 puL de la muestra, y se le
adicion6 100 pL de amortiguador MES 500 mM pH 4.5 (Sigma), 50 uL de a-amilasa (0.5 U
de a-amilasa Sigma por 1 pL. de amortiguador MES) y 50 uLL de amiloglucosidasa (0.28 U de
amiloglucosidasa por 1 pL. de amortiguador MES); esta mezcla se incub6 durante 4.5 h a 37

°C y después se mantuvo a -40 °C hasta la lectura del almidon.

Para la determinacion de almidon se mezclaron 200 pL. de amortiguador HEPES 100
mM (pH 7.5), 10 uL de NAD 40 mM (Sigma), 10 uLL. de ATP 100 mM (pH 7) (Sigma), 10 uL
de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (0.05 U por 1 pL. de amortiguador HEPES) (Roche), 10

pL del extracto y finalmente se agregd6 10 pL de hexocinasa (0.05 U por 1 uL de
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amortiguador HEPES), la mezcla se dejo a temperatura ambiente durante 20 min antes de

registrar la lectura.

5.8 Actividad enzimatica de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK-ATP: EC 4. 1. 1. 49)

Se homogeneizaron 200 mg de material vegetal fresco en 0.5 mL de buffer de
extraccion (Bicina-KOH 200 mM, DTT 50 mM, pH 9.0) a 4 °C. El producto de la trituracion
se recibid en tubos sumergidos en hielo e inmediatamente se centrifugd a 10 000 g por 10 min,

el sobrenadante se utilizo para la determinacion de la actividad enzimatica.

La mezcla de reaccion contenia: solucion amortiguadora Hepes-KOH 100 mM (pH
6.8), 100 mM de KCI (Merck), 0.1 mM de NADH (Sigma), 6 mM de MnCl, (Merck), 6 mM
de PEP (Sigma), ] mM de ADP (Sigma), 90 mM de KHCO; (Sigma) y 6 U mL"' de MDH
(Sigma) y 30 uLL de extracto enzimdtico. Los cambios en absorbancia se registraron durante
un periodo de 3 min en un espectrofotometro (Evolution 300 UV-Visible, marca Thermo). El
volumen total de la reaccion fue de 150 uL. (Walker et al., 1995; Delgado-Alvarado et al.,
2007).

Una unidad de actividad de PEPCK corresponde a la produccion de 1 pmol min™ de

oxalacetato a 25°C. La actividad se calcul6 con la siguiente formula:

(AA) (VE) (VTE)

umoles de OAA min™' g'PF =
6.22 (t) (v) (8)

Donde:
AA: Incremento de absorbancia con la enzima menos el incremento con ADP

VE: Volumen de extraccion (mL)
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VTE: Volumen total del ensayo (mL)

t: Intervalo de tiempo (min)

v: Alicuota del extracto en el ensayo (mL)
g: Gramos de tejido fresco

6.22: Coeficiente de extincion del NADH

5.9 Actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC: EC 4. 1. 1. 31)

La actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) se midié con una adaptacion de
los métodos descritos por Uedan y Sugiyama (1976) y Aguilar-Becerril y Pefia Valdivia
(2006). En este estudio se midio la actividad de la enzima in vitro, en presencia de
fosfoenolpiruvato (PEP) y acido carbonico (HCO3) como sustratos.

La enzima se extrajo a partir de 200 mg de tejido que se homogenizo con 1 mL de 100
mM de Tris-HCI (pH 7.8) y 12 mM de B-mercaptoetanol a 4°C. El producto de la trituracion
se recibio en tubos sumergidos en hielo e inmediatamente se centrifugé a 10 000 g durante 10
min, utilizando el sobrenadante para la determinacion de la actividad enzimatica.

La actividad de PEPC se cuantifico espectrofotométricamente en una reaccion
acoplada a la enzima malico dehidrogenasa (MDH), mediante la desaparicion de la
nicotinamina adenina dinucle6tido reducido (NADH) a una longitud de onda de 340 nm. El
medio de reaccion y el orden en que se agregaron los reactivos fue: 975 mL de la solucion
amortiguadora (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0), 20 mM de MgCl, (Merck), 5 mM de NaHCOs3
(Baker), 5 U mL™' de MDH (Sigma), 0.5 mM de NADH (Sigma), 3 mM de PEP (Sigma) y 30
uL de extracto crudo. Adicionalmente, se prepard un blanco que consistié en la omision del

extracto enzimatico en el ensayo, y el volumen correspondiente fue sustituido por la solucion
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amortiguadora de Tris-HCI (100 mM) pH 7.8. El volumen total de cada ensayo fue de 1.5 mL
y la lectura se tomd cada 20 segundos durante 3 min.

La actividad se calculd en forma indirecta, con la cuantificacion del consumo de
NADH, mediante la siguiente ecuacion:

(AA) (VE) (VTE)

umoles de NADH oxidados min™' g'PF =
6.22 (1) (v) (2)

Donde:

AA: Incremento de absorbancia

VE: Volumen de extraccion (mL)

VTE: Volumen total del ensayo (mL)

t: Intervalo de tiempo (min)

v: Alicuota del extracto en el ensayo (mL)

g: Gramos de tejido fresco

6.22: Coeficiente de extincion del NADH

5.10 Medicion de la pérdida de electrolitos

La integridad relativa de la membrana plasmatica se determin6 como el porcentaje de
la pérdida de electrolitos, descrito por Présil y Zamecnik (1998) y Sanchez-Urdaneta et al.
(2004). Se pesaron 100 mg de hojas en peso fresco que fueron cortados en segmentos de 0.5
cm de largo y lavados en agua desionizada (HDI). Estos segmentos se colocaron en tubos de
vidrios que contenian 5 mL de HDI. Posteriormente los tubos se incubaron en bafio de agua a
30 °C por 2 h. La primera lectura (C1) de conductividad eléctrica (uS/cm) del medio de

resuspension se determind a las 2 h, en un conductimetro (Horiba b-173, Kyoto, Japdn).
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Posteriormente, las muestras se almacenaron en un ultracongelador a -40°C por 12 h para
liberar todos los electrolitos de los cuales se tomd la segunda lectura (C2), en la misma

solucion. La perdida de electrolitos se calculo en porcentaje de la siguiente manera:

% de la pérdida de electrolitos= (C1/C2) (100)

5.11 Disefio experimental

Se utilizo6 el disefio completamente al azar (las charolas de las plantas asperjadas con
BAP vy el testigo se distribuyeron en forma totalmente aleatoria). Se aplico este disefio debido
a que las unidades experimentales eran completamente homogéneas (sustrato y condiciones
ambientales). No se utiliz6 el disefio experimental de bloques al azar por que no se trabajo con

gradientes o fuentes de variaciéon (Montgomery, 2004).

El modelo estadistico del disefio experimental completamente al azar fue:
Yij=p + Ti+&jj

Donde:

Yij: variable respuesta

i: tratamiento

j: repeticion

gij: error experimental

p: media

Ti: efecto del tratamiento
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En la cdmara de cultivo se distribuyeron al azar 12 charolas, de éstas seis charolas se
trataron con la solucion que contenia el regulador de crecimiento BAP y seis con solucion

testigo (agua). A los 21 DDS se realiz6 el muestreo foliar como se explico anteriormente.
5.12 Analisis estadistico

A cada conjunto de datos, por ejemplo, los valores de contenido de clorofila total del
testigo y el tratamiento con BAP se les aplicé la prueba de normalidad (Bondad y ajuste; x°) y
de varianzas homogéneas (Bartlett). Las variables que presentaron una distribucion normal y
varianzas homogéneas fueron: clorofila total, proteinas solubles totales, clorofila a, clorofila b,
aminoacidos, Rubisco, glucosa, fructosa, sacarosa y la pérdida de electrolitos (Cuadro 1A y
2A, ver Anexos). A estos datos se les realizo un andlisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
diferencia significativa honesta (Tukey) (Cuadro 3A y 4A, ver Anexos). Por el contrario, a las
unidades SPAD, xantofilas + carotenoides, almidéon, PEPC y PEPCK (Cuadro 5A), se les
realizod el andlisis con estadistica no paramétrica (Kruskal-Wallis). Debido a que los datos
carecieron de las condiciones para aplicar estadistica paramétrica. El paquete estadistico que

se utiliz6 fue STATGRHAPHICS Plus 4 y SAS 9.1.
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6. RESULTADOS
En este estudio se observd que la aspersion de la citocinina BAP (0.1 mM) retrasé la
senescencia foliar de la segunda hoja de Triticum aestivum L cv. Temporalera, en
comparacion con el testigo (aspersion de agua). El testigo perdié gradualmente sus pigmentos
fotosintéticos tornandose las hojas completamente amarillas (el cambio de color es el sintoma
visible de la senescencia) a los 41 DDS; en contraste, las hojas tratadas con las citocinina
conservaron el color verde en éste mismo dia, lo cual visualmente indica el retraso de

degradacion de la clorofila (Figura 8).

6.1 Unidades SPAD

La determinacion de unidades SPAD involucra un método no destructivo para
cuantificar indirectamente el contendio de clorofila total, lo cual en el presente estudio
permitid monitorear el amarillamiento foliar bajo el tratamiento con BAP. Los valores SPAD
registrados en los fragmentos de hojas variaron en un intervalo entre 2.5 y 45 unidades SPAD,
este intervalo permitio abarcar las diferentes tonalidades de verde durante la senescencia
foliar.

Durante la senescencia se present6 una perdida gradual de las unidades SPAD. A partir
de los 36 DDS se presentaron diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) entre el testigo
y las hojas tratadas con la citocinina (Cuadro 5A, ver anexo). En el testigo el cambio maés
significativo ocurrié entre los 31 y 36 DDS, como se observa en la figura 9. En este intervalo
de tiempo, el testigo presentd un decremento de 37% en las unidades SPAD, mientras que las

hojas tratadas con el regulador de crecimiento solo perdieron 22%. A los 41 DDS, las hojas
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tratadas con BAP conservaron en promedio 14 + 3 unidades SPAD, mientras que el testigo 4 +

2 unidades SPAD (Figura 9).

TESTIGO BAP TESTIGO BAP TESTIGO BAP
21 DDS 26 DDS 31 DDS

TESTIGO BAP TESTIGO BAP
36 DDS 41 DDS

Figura 8. Retraso de la senescencia y retencion del color verde de la seguenda hoja de trigo

durante la senescencia (21 a los 41 DDS) por tratamiento con BAP (0.1 mM).
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45 | a a —— BAP
—a— Testigo

Unidades SPAD
S

21 26 31 36 41

Dias después de la siembra

Figura 9. Unidades SPAD de la segunda hoja foliar de trigo asperjada con BAP (0.1 mM) y
solucion testigo (agua), durante la senescencia foliar natural. Los datos son
promedios = E.S., n = 8, medias con diferente letra en los dias después de la

siembra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

6.2 Degradacion de macromoléculas del metabolismo primario (clorofila total, proteinas
solubles totales y hexosas) durante la senescencia natural

Los cambios fenotipicos inducidos por la aspersion de la citocinina, se reflejaron en el
retraso de la degradacion de las principales macromoléculas del metabolismo primario. En las
figuras 10A y 10B se observa la degradacion paralela de la clorofila total y proteinas solubles
en el testigo; mientras que en las asperjadas con BAP se presentd un incremento no
significativo de éstos compuestos a los 26 DDS, posteriormente su contenido disminuyo, pero
con valores mas altos que el testigo durante todo el proceso de senescencia, con diferencias
estadisticas significativas (P < 0.05 Cuadro 3A, ver anexo). En la ultima fase de la senescencia
(41 DDS) las citocininas permitieron conservar 60% de clorofila total y 44% de proteinas

solubles totales, mientras que el testigo perdio practicamente €stos compuestos (Figura 10A).
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Figura 10. Concentracion de clorofila total (A), proteinas solubles (B) y hexosas (C) durante

la senescencia natural de la segunda hoja de trigo, asperjada con BAP (0.1 mM) y

solucion testigo (agua). Los datos son promedios = E.S. (n = 4), medias con

diferente letra en los dias después de la siembra son estadisticamente diferentes (P

<0.05).
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En relacién con el contenido de carbohidratos en la figura 10C se observa que en
ambos tratamientos se acumularon hexosas (glucosa+fructosa). Estos aztcares alcanzaron el
maximo nivel cuando el contenido de pigmentos fotosintéticos y proteinas disminuyeron
significativamente. Sin embargo, la aspersion externa de BAP modifico la tendencia en la
acumulacion de azacares durante la senescencia, en comparacion con el testigo. Las plantas
que no fueron tratadas con el regulador de crecimiento incrementaron su contenido hasta los
31 DDS. Posteriormente, disminuyeron su concentracion a los 36 DDS y finalmente
presentaron un incrementd estadisticamente no significativo a los 41 DDS. Sin embargo, las
citocininas presentaron una mayor acumulacién (P < 0.05) que el testigo a los 31 y 36 DDS

(Cuadro 3A, ver anexo).

6.3 Pigmentos fotosintéticos

Clorofila a

EL BAP promovi6 el retraso de la degradacion de la clorofila @ (Chl a), en
comparacion con el testigo. Las hojas asperjadas con el regulador de crecimiento
incrementaron su contenido en el dia 26; por el contrario, el testigo mantuvo 83% de Chl a,
respecto a los 21 DDS. En el dia 36, las hojas tratadas con BAP presentaron 68% de Chl g,
mientras que el testigo solo 34%. En dia 41, el testigo presentd 7% de clorofila a, en
contraste, las asperjadas con BAP conservaron 57% (Cuadro 1). Las diferencias estadisticas
significativas entre el testigo y el tratamiento con BAP se observaron a los 26, 36 y 41 DDS

(Cuadro 3A, ver anexo).
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Clorofila b

La tendencia en la degradacion de clorofila & (Chl b) fue diferente entre el testigo y el
tratamiento con BAP. Las hojas testigo mantuvieron en promedio 0.23 + 0.02 mg g'PF hasta
los 31 DDS. Por el contrario, las hojas tratadas con BAP presentaron un increment6 en el dia
26, posteriormente la concentracion disminuyd gradualmente. Sin embargo, en el dia 41, las
hojas asperjadas con el regulador de crecimiento mantuvierén 69% (0.16 = 0.01 mg g'PF) y
el testigo 29% (0.06 + 0.02 mg g 'PF) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Contenido de clorofila a, clorofila b y carotenoides+xantofilas durante la
senescencia natural de la segunda hoja de trigo, asperjada con BAP (0.1 mM) y

solucion testigo (agua).

pDS! Chl a Chl b C+x
(mg g 'PF) (mg g 'PF) (mg g’ 'PF)
Testigo BAP Testigo BAP Testigo BAP

21 0.87+0.0°° 0.87+0.03" 0.23+0.01%° 0.23£0.01* 0.34+0.02*> 0.34+0.02%
26 0.73+0.09™ 0.97+0.09" 0.25+0.06™ 0.29+0.01° 0.27+£0.00° 0.42+0.04*
31 0.5240.06° 0.76+0.10°¢ 0.23+0.03* 0.22+0.01°° 0.29+0.02*® 0.33+0.02*
36 0.30+0.12% 0.60+£0.02*™ 0.15+£0.02° 0.19£0.00% 0.23+0.02*® 0.30+0.02*

41 0.09+0.01° 0.50+0.07° 0.06+0.02% 0.16+0.01° 0.04+0.02° 0.29+0.04™

'DDS: dias después de la siembra. Los datos son promedios + E.S., n=4, medias con diferente letra en
los dias después de la siembra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Pigmentos accesorios (carotenoides +xantofilas)

Otros pigmentos fotosintéticos, que cambiaron la secuencia de los procesos
catabolicos, como consecuencia de la aspersion externa de BAP son los carotenoides
+xantofilas (C+ x). Por ejemplo, el contenido de estos pigmentos en las hojas que no fueron

tratadas con BAP mostraron un decrementd gradual durante la senescencia natural; mientras
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que las hojas asperjadas con BAP aumentaron su concentracion estadisticamente significativa
en el dia 26, con respecto al testigo. Posteriormente, el tratamiento con BAP mantuvé los
niveles sin cambios acentuados, en promedio 0.30 + 0.01 mg g"'PF (Cuadro 1). En la fase
terminal el testigo s6lo conservd 12%, mientras que el tratamiento con BAP mantuvé 85% de
los pigmentos accesorios. Las diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) se presentaron
alos 26 y 41 DDS (Cuadro 3A, ver anexo).

Por lo tanto, la citocinina BAP retraso la degradacion e indujo un incremento de los
pigmentos fotosintéticos y accesorios durante la senescencia foliar de trigo. La disminucion en
la razoén Chl a:Chl b en las hojas senescentes sugiere que la Chl a es més afectada que la Chl b
(la proporciéon disminuyd de 3.7 a 1.3). Por el contrario, las hojas tratadas con BAP
mantuvieron una proporcion de 3.7 a 3.0, lo cual indica que durante el retraso de la
degradacion de pigmentos el BAP mantuvo la proporcion de chl a y chl b similar a la hoja
verde (Cuadro 2). La relacion de Chl total:C+x disminuyé durante la senescencia, lo cual
indica una mayor degradacion de la clorofila total que de los pigmentos accesorios. El testigo
disminuy6 su proporcion de los 21 a los 41 DDS de 3.2 a 0.32 evidencia del amarillamiento de
la [amina, mientras que las hojas asperjadas con BAP tuvieron un cambio menos pronunciado

de 3.2 a 2.2, esto significa que se mantuvieron verdes (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Razén clorofila a:clorofila b y clorofila total: carotenoides + xantofilas en la
segunda hoja de trigo durante la senescencia natural, asperjada con BAP (0.1 mM)

y solucion testigo (agua).

Dias después de Razon Razon
la siembra Chl a:Chl b Chl total:C+x

Testigo BAP Testico BAP

21 37 37 32 32
26 25 34 36 29
31 22 32 25 29
36 19 31 19 26
41 13 30 03 22

6.4 Aminoacidos totales

El contenido de aminoacidos totales disminuy6 gradualmente durante la senescencia
en el testigo, pero en las asperjadas con la citocinina se presentd un incremento a los 26 DDS,
posteriormente también declind su concetracion. A partir del dia 26 se encontrarén diferencias
estadisticas significativas (P < 0.05) (Cuadro 3A, ver anexo). En el dia 31, las hojas testigo
perdieron 50% mientras que las tratadas con BAP so6lo 12%. En la ultima fase de la
senescencia (41 DDS), las hojas tratadas con la citocinina presentaron un mayor contenido de
aminoacidos (2.83 + 0.12 mg g 'PF) que el testigo (0.82 + 0.35 mg g PF), lo que representd
40% y 6% del contenido de aminoacidos respectivamente respecto a las hojas presenescentes

(dia 21) (Figura 11).
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Figura 11. Contenido de aminoacidos totales en la segunda hoja de trigo, asperjadas con BAP
(0.1 mM) y solucidn testigo (agua). Los datos son promedios = E.S., n=4, medias
con diferente letra en los dias después de la siembra son estadisticamente diferentes

(P <0.05).
6.5 Subunidad grande (LSU) de Rubisco

Aunque durante la senescencia hay una degradacion gradual de la subunidad grande de
Rubisco, las hojas asperjadas con BAP, conservaron por mas tiempo esta parte de la proteina
que el testigo, lo anterior se visualiza en los geles de SDS-PAGE, donde se muestra la
subunidad grande (LSU) de Rubisco con un peso molecular de 55 kDa (Figura 12A). El
contenido de LSU se cuantifico mediante unidades de densidad 6ptica por mm* (ODU mm™).
De acuerdo a las ODU se encontraron diferencias estadisticas significativas respecto al testigo
(P <0.05) (Cuadro 4A, ver anexo). En el dia 26 las hojas testigo perdieron 26% del contenido
inicial de LSU; por el contrario, las hojas tratadas con BAP s6lo perdieron 7%. Cinco dias
después (31 DDS) las hojas sin BAP tuvieron menos del 50%, mientras que las hojas tratadas

con el regulador de crecimiento conservaron 80% de LSU. Los cambios mdas notorios se
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observan a los 41 DDS, en donde el testigo conservo 5% del contenido inicial de LSU y las

tratadas con la citocinina retuvieron 50% (Figura 12 B).
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Figura 12. Contenido de la subunidad grande (LSU) de Rubisco. A) Perfil electroforético en
gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) de la
segunda hoja de trigo tratada con BAP (B) y solucién testigo (T), DDS (dias
después de la siembra). Las cargas en el gel corresponden a 15 ug de proteina. B)
Cuantificacion del contenido de LSU por analisis densitométrico (ODU mm™). Los
datos son promedios + E.S., n = 4, medias con diferente letra en los dias después

de la siembra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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6.6 Azicares solubles
Glucosa, fructosa y sacarosa

Existe una acumulacion de glucosa durante la senescencia foliar natural de la segunda
hoja de trigo. Particularmente, en el dia 21 el testigo tuvo en promedio 39.70 + 4.80 umol g
'PF de glucosa, y en los dias posteriores el contenido de glucosa incremento hasta 99.13 + 38
umol g'PF, en el dia 41, observandose una ligera disminucion en el contenido de este azucar
a los 36 DDS. La tendencia fue similar en las hojas tratadas con BAP, aunque con contenidos
mayores de glucosa que el testigo (Figura 13A), mostrando los contenidos mayores entre los
dias 31 y 36, con diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (P < 0.05) (Cuadro
4A, ver anexo).

El contenido de fructosa también se increment6 en las hojas senescentes de trigo de
manera similar al comportamiento de glucosa. Durante la fase de iniciacion de la senescencia
(21 DDS), el testigo presentd en promedio 33.90 + 2.40 pmolg 'PF, posteriormente en el dia
31, el contenido fue de 60.80 + 6.90 pmol g'PE. En el dia 36, la concentracién de esta hexosa
disminuy6 (60.90 + 14.50 pmol g'PF). Las hojas asperjadas con el regulador de crecimiento
BAP también incrementaron el contenido de este monosacarido desde 33.90 + 2.40 umol g
'PF a 121.90 + 12.30 pmol g'PF, en el dia 21 y 36 respectivamente (Figura 13B). Las
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos se presentaron a los 31 y 36 DDS

(Cuadro 4A).
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Figura 13. Contenido de hexosas: A) glucosa y B) fructosa durante la senescencia natural de

de trigo; pero en cantidades menores que las hexosas. En el dia 26, el testigo y el tratamiento
con BAP, no presentaron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05), en el contenido de
este carbohidrato; pero en el dia 31, el testigo presentd6 una menor concentracion que el
tratamiento con BAP, 28.80 + 4.20 pmol g'PF y 41.15 + 8.20 pmol g"'PF respectivamente
(Figura 14). Para el dia 41, las hojas tratadas con el regulador de crecimiento presentaron una

menor concentracion que el testigo; pero sin diferencias estadisticas significativas (P > 0.05),
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la segunda hoja foliar de trigo asperjada con la citocinina BAP (0.1 mM) y la
solucion testigo (agua). Los datos son promedios = E.S., n=4, medias con

diferente letra en los dias después de la siembra son estadisticamente diferentes (P

<0.05).

(Cuadro 4A).
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El contenido de sacarosa también se incrementd durante la senescencia foliar natural
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Figura 14. Contenido de sacarosa durante la senescencia natural de la segunda hoja foliar de
trigo asperjada con la citocinina BAP (0.1 mM) y la solucidn testigo (agua). Los

datos son promedios + E.S., n=4, medias con diferente letra en los dias después de
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la siembra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Durante la senescencia natural de la segunda hoja foliar de trigo, a los 26 DDS se
observo un increment6 en el contenido de almidén en las hojas testigo (66.20 £ 8.20 pmol
glucosa g'PF), en comparacién con el dia 21 (40.40 + 2.00 pmol glucosa g 'PF).
Posteriormente, los niveles de almidon se mantienen constantes desde los 26 hasta los 36
DDS. Por el contrario, en las plantas asperjadas con la citocinina BAP, el contenido de
almidon se incrementd en mas de 50% del dia 21 al 31 (40.40 £ 2.00 a 97.90 + 10.00 pmol
glucosa g'PF) respectivamente, mostrando en estas fechas diferencias estadisticas
significativas entre las hojas testigo y las asperjadas con BAP (P < 0.05) (Figura 15). En el dia

41, ambos tratamientos disminuyeron su concentracion,

6.7 Almidon

significativas (P > 0.05) (Cuadro 5A).
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Figura 15. Contenido de almidén durante la senescencia natural de la segunda hoja foliar de
trigo asperjada con la citocinina BAP (0.1 mM) y la solucidén testigo (agua). Los
datos son promedios = E.S., n=4, medias con diferente letra en los dias después de

la siembra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

6.8 Actividad de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK)

Existe una interaccion en la tendencia de la actividad enzimatica de PEPCK, entre las
hojas testigo y las tratadas con la citocinina BAP a través de la senescencia natural de la
segunda hoja foliar de trigo, con diferencias estadisticas significativas a partir del dia 26 (P <
0.05) (Cuadro 5A, ver anexo). En esta fecha, las hojas con BAP presentaron en promedio una
actividad de 0.070 + 0.012 pmol min"'g'PF. A los 31 DDS, la actividad con BAP disminuy6
(0.050 + 0.003 pmol min'g'PF), mientras que el testigo presentd un incrementd
estadisticamente no significativo (0.068 + 0.014 umol min" g"'PF). A los 41 DDS, las hojas
asperjadas con BAP conservaron 55% de su actividad, mientras que el testigo s6lo mantuvo

1%, respecto al dia 21 (Figura 16).
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Figura 16. Actividad de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), durante la senescencia
foliar natural de la segunda hoja de trigo, asperjada con la citocinina BAP (0.1
mM) y la solucidn testigo (agua). Los datos son promedios + E.S., n=4, medias con
diferente letra en los dias después de la siembra son estadisticamente diferentes (P

<0.05).

6.9 Actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC)

Durante la senescencia natural de la segunda hoja foliar de trigo se observan
diferencias estadisticas significativas en la actividad enzimatica de PEPC, entre el testigo y el
tratamiento con BAP (P < 0.05) (Cuadro 5A, ver anexo). A los 26 DDS, en las hojas testigo se
encontré una disminucion gradual de la actividad, mientras que en las hojas tratadas con el
regulador de crecimiento se aprecio un incremento en la actividad de la enzima. Para el dia 31,
el testigo perdio mas del 50% de actividad, mientras que en las hojas asperjadas con BAP solo
disminuyo6 31%. En el dia 41 las hojas asperjadas con la citocinina mantuvieron una mayor
actividad (0.109 + 0.01 pmol min"'g'PF) que el testigo, (0.004 + 0.005 pmolmin'g'PF), lo

cual en porcentaje representa 37% y 1% respectivamente, con respecto al dia 21 (Figura 17).
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Figura 17. Actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) durante la senescencia foliar
natural de la segunda hoja de trigo, asperjada con la citocinina BAP (0.1 mM) y la
solucion testigo (agua). Los datos son promedios + E.S., n=4, medias con diferente

letra en los dias después de la siembra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

6.10 Médicion de la pérdida de electrolitos

La desintegracion de las membranas fue evaluada de manera indirecta por la liberacion
de electrolitos de la membrana plasmatica. Los tejidos senescentes del testigo mostraron un
increment6 gradual en la liberacion de electrolitos. En la ultima fase de la senescencia (41
DDS) la liberacion de electrolitos aumentd significativamente de 15% a 32%, indicando la
desintegraciéon de membranas. En contraste, las hojas tratadas con BAP mantuvieron un bajo
porcentaje en la liberacion de electrolitos (12 a 18%) del dia 21 al 41 respectivamente, lo cual
hace evidente la funcién de proteccion de la citocininas contra el dafio de membranas en hojas
de trigo senescentes (Figura 18). Esto se soporta con el analisis estadistico de los datos, donde
solo se encontraron diferencias estadisticas significativas en el dia 41 (P < 0.05), (Cuadro 4A,

VEr anexo).
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Figura 18. Porcentaje de la liberacion de electrolitos en la segunda hoja foliar de trigo,
durante 41 dias después de la siembra. En plantas tratas con BAP (0.1 mM) y
solucion testigo (agua). Los datos son promedios + E.S., n=3, medias con diferente

letra en los dias después de la siembra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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7. DISCUSION

Las citocininas constituyen un elemento interno que regula la senescencia foliar.
Durante éste proceso el regulador de crecimiento disminuye su concentracion, sin embargo la
aspersion externa o la sintesis interna mediante modificaciones genéticas (expresion de la
enzima isopentenil fosfotransferasa, /PT), retrasa la senescencia en varias especies de plantas
(tabaco, lechuga, maiz) (Wingler et al., 1998; McCabe et al., 2001; Lim et al., 2007). El
mecanismo exacto por el cual las citocininas inducen y reprimen la expresion de genes para
¢éste efecto aun se desconoce. No obstante, en un estudio realizado en arabidopsis se demostrd
que los receptores histidina cinasa 3 (AHK3) y el regulador respuesta 2 (ARR2) son activados
por las citocininas para controlar la senescencia de las hojas (Riefler et al., 2006).

Jordi et al. (2000) demostraron que plantas de tabaco transgénicas (Psagi2-IPT)
retrasaron la degradacion de clorofila, proteinas solubles y enzimas fotosintéticas (Rubisco).
Ademas, mantuvieron la fijacion de CO, por mas tiempo y se origind una mayor acumulacion
de carbohidratos, principalmente de hexosas (Wingler et al., 1998). Una respuesta similar
origind la aspersion externa de BAP en el presente estudio. La segunda hoja foliar de trigo
tratada con el regulador de crecimiento retras6 la degradacion de macromoléculas del
metabolismo primario, en comparacion con el testigo. Las citocininas inhibieron la
degradacion de pigmentos fotosintéticos. En el dia 41 DDS, el testigo present6 una coloracion
completamente amarilla (en promedio 4 + 2 unidades SPAD) vy las asperjadas con el
regulador de crecimiento conservaron una tonalidad verde-amarilla (14 = 3 unidades SPAD).
La disminucion en los contenidos de clorofila y proteinas totales fue paralela en ambos
tratamientos, pero las hojas tratadas con la citocinina mantuvieron un alto porcentaje de éstos

compuestos (con diferencias estadisticas significativas) durante el proceso de senescencia. El
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BAP induj6é una mayor acumulacion de hexosas (glucosa+fructosa) que el testigo a los 31 y
36 DDS.

Un biomarcador frecuentemente usado para establecer el inicio de la senescencia es la
perdida de clorofila asociada con la degradacion de los cloroplastos (Zimmermann y Zentgraf,
2005). El nitrogeno de las moléculas de los pigmentos fotosintéticos no es transportado a los
organos demanda; sin embargo, se requiere la degradacion gradual y ordenada para evitar la
generacion de metabolitos toxicos para la célula (Hortensteiner y Feller, 2002). Las
citocininas tienen un efecto traduccional y postraduccional en el ntcleo y en el cloroplasto.
Se demostré que éstos reguladores de crecimiento mantienen la sintesis de proteinas
(codifican para la sintesis de la subunidad pequefia de Rubisco e incrementan la actividad de
aminoacil-ARNt sintetasa), regulan la fosforilacion ribosomal y la actividad de los ARNt
(Benkova et al., 1999; Wingler et al., 2004). Ademas, retrasan la degradacion de pigmentos
fotosintéticos, inducen la actividad de enzimas de la biosintesis de clorofila (sintetasa acida 6-
aminolevulinico) (Huynh et al., 2005) y promueven la sintesis de pigmentos accesorios
(Vickova et al., 2006).

Los cloroplastos perciben rapidamente las sefiales de las citocininas o las descifran
directamente. Por ejempo, se sabe que en plantulas de arabidopsis, 15 min después del
tratamiento con BAP, 71 genes fueron inducidos y 11 suprimidos. De éstos, cinco reguladores
trascripcionales estuvieron ligados al plastidio: petA (codifica para el citocromo f), PsbG
(expresa la proteina G del fotosistema II), cf10 (involucrado en la eficiente utilizacion del
carbono inorganico dentro del cloroplasto), cf5 (interviene en la biogénesis del citocromo ¢) y
matK (codifica el factor de corte y enpalme del ARN). En el presente estudio se presentaron

diferencias estadisticas en el contenido de clorofila total entre las hojas tratadas con BAP y el
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testigo (P < 0.05). Las hojas tratadas con BAP mantuvieron un alto porcentaje de pigmentos
fotosintéticos durante todo el proceso de senescencia, la diferencia més notable se observo a
los 41 DDS. En ésta fecha el testigo perdié practicamente toda la clorofila total, mientras que
la aspersion de la citocinina, permitidé conservar 60%, respecto a las hojas presenescentes (21
DDS). A este respecto, Jordi et al. (2000) observaron que en plantas de tabaco con la
produccion autorregulada de citocininas (Psagi2-IPT) retuvieron 100% de estos pigmentos
fotosintéticos, en comparacion con las hojas jovenes. Incluso, en fragmentos de hojas de
catarantus (Catharanthus roseus), incubadas durante 10 dias en BAP (0.4 mM) incrementaron
su contenido de pigmentos hasta el dia 6, posteriormente disminuyeron gradualmente.

La tasa de degradacion de los diferentes tipos de pigmentos fotosintéticos varia
dependiendo de la especie y de las condiciones de crecimiento de las plantas. La disminucioén
(de 3.7 a 1.3) en la razén Chl a:Chl b en las hojas testigo sugiere que la Chl a es mas afectada
que la Chl b. Por el contrario, las hojas tratadas con BAP mantuvieron valores de 3.7 a 3.0, lo
cual indica que durante el retraso de la degradacion de pigmentos el BAP mantuvo la
proporcion de chl a y chl b similar a la hoja verde. Una respuesta similar fue reportada por
Martinez-Gutierrez (2008) en plantas de trigo que crecieron en invernadero y por Palavan-
Unsal et al. (2002) en la senescencia inducida en fragmentos de hojas de esta misma especie.
En contraste, Lu et al. (2005) observaron una mayor degradacion de clorofila b, durante la
senescencia natural de hojas de trigo que crecieron en parcelas. En falso trigo o cizana
(Lolium temulentum L), en girasol (Helianthus annuus), en maiz (Zea mays) y cebada
(Hordeum vulgare) hay una preferencial degradacion de clorofila @ (Gay y Thomas 1995;
Kolodziejek et al., 2003; Cabello et al., 2006). Sin embargo, Thomas et a/ (2002) encontraron

que la clorofila b es menos estable que la clorofila a. Diferentes autores sefialan que el
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contenido de Chl a es mas afectado que la Chl b, debido a que la via catabolica es especifica
para la Chl g, y la Chl b debe ser convertida a Chl @ antes de entrar a la via de degradacion
(Cabello et al., 2006; Zavaleta-Mancera et al., 2007). Ademas, Sato et al. (2007) sehalan que
la degradacion de Chl b requiere del gene siempre verde, SGR (gen siempre verde), que tiene
una regulacion traduccional y postraduccional durante el catabolismo de éste pigmento. Por el
contrario, los SGR s6lo mantienen una regulacioén postraduccional en la degradacion de Chl a.

Durante la senescencia foliar natural los pigmentos accesorios se degradan mas
lentamente que los pigmentos fotosintéticos. En algunas especies incrementan su contenido de
manera natural (cebada y maiz) (Kolodziejek et al., 2003), sin embargo, otras mantienen los
mismos niveles (cizafia o falso trigo) (Gay y Thomas, 1995). Se sabe que las citocininas
incrementan la sintesis de pigmentos accesorios para proteger a los centros de reaccion de la
luz y oxigeno (Wingler et al., 2004; Vickova et al., 2006). En este estudio se encontré que la
citocinina BAP induj6 un increment6 de C+x hasta los 26 DDS, posteriormente los valores se
mantuvieron constantes, pero significativamente mas altos que el testigo. Una tendencia
similar fue reportada por Zavaleta-Mancera et al. (2007) en fragmentos de hojas de trigo
incubados en BAP por 6 dias en oscuridad. Por el contrario, Martinez-Gutierrez et al. (2008)
en condiciones de invernadero con iluminacién natural observaron un aumenté de C+x
durante la senescencia natural de la segunda hoja foliar de trigo. En ésta misma especie Lu et
al. (2001) encontraron un incrementd de pigmentos accesorios (violaxantina, anteroxantina,
zeaxantina y luteina) en altas intensidades de luz.

La remobilizaciéon de nitrogeno, potasio, fosforo y otros nutrientes requiere la
coordinacion de las vias de degradacion de los pigmentos fotosintéticos, proteinas tilacoidales

y proteinas solubles (Hortensteiner y Feller, 2002; Winlger et al., 2004). La movilizacion de
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las proteinas de los cloroplastos es la actividad metabodlica central en la senescencia foliar.
Thomas et al. (2002) observaron una correlacion significativa entre la clorofila y proteinas de
membranas, que con proteinas solubles. Por ejemplo, la degradacion de LHC 11, depende de
la desintegracion de la clorofila b (Sato et al., 2007) y la degradacion de LHCP II también es
dependiente de la degradacion de clorofila (Thomas et al. 2002). Sin embargo, el catabdlismo
de las proteinas del estroma es totalmente independiente (por ejemplo, Rubisco y glutamico
semialdehido aminotrasferasa, GSAAT). Pero, si se modifica la degradacion de clorofila
mediante mutaciones genéticas, se reduce la regresion lineal (Thomas ef al., 2002). A este
respecto, Jordi et al, (2000) demostraron que plantas transgénicas de tabaco (Psagi2-IPT)
mantienen un alto porcentaje de clorofila (100%) en las hojas senescentes, pero la biosintesis
autorregulada de citocininas es menos efectiva en conservar los niveles de proteinas (30%).
Aun asi la biosintesis autoregulada de citocininas durante la senescencia foliar tiene
importantes efectos 