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LA CITOCININA BAP EN LA PRODUCCION, SENESCENCIA Y DEGRADACION IN
VITRO DE Lolium perenne L.

Angel Hiroshi Soto Urano, MC.
Colegio de Postgraduados, 2014.

RESUMEN
El pasto ballico (Lolium perenne L.) posee un alto potencial de produccién en zonas
templadas de México y su productividad puede ser influenciada usando técnicas
agronomicas o reduciendo pérdidas por senescencia. La senescencia es la secuencia
de eventos bioquimicos y estructurales que son afectados por factores externos e
internos, como los reguladores de crecimiento. La citocinina 6-bencilaminopurina (BAP),
clasificada como promotor de crecimiento, puede retrasar la senescencia y prolongar la
actividad fotosintética de la hoja. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue conocer el
efecto de BAP en la calidad, retraso del envejecimiento y degradacién in vitro de Lolium
perenne L. Para ello, en las hojas de este pasto se evalud el crecimiento y senescencia,
el contenido de proteinas solubles y de pigmentos fotosintéticos, la composicion
quimica y morfolégica y, ademas, la degradacion in vitro de la pared celular. El
experimento se realiz6 en el Colegio de Postgraduados, campus Montecillo, Estado de
México y se utlizaron 68 macetas con plantas de ocho meses de edad en un
invernadero. El disefio experimental fue completamente al azar con tres tratamientos de
BAP (0.1 mM, 0.01 mM y 0.001 mM) y un testigo sin la fitohormona. Al inicio del
experimento se realiz6 un corte de homogenizacion de las plantas a 5 cm sobre el nivel
del sustrato y 21 dias después inicio la aplicacion semanal de BAP hasta la séptima
semana. Los resultados se analizaron con el procedimiento MIXED (SAS 9.0, 2004) y la
prueba de Tukey (P < 0.05). El efecto de citocinina BAP como promotor de crecimiento
en Lolium perenne L. fue evidente porque aumentd el crecimiento foliar neto y
acumulado y, ademas, con 0.1 mM de BAP el contenido de proteina se incremento y la
proporcion de FDA se redujo con respecto al testigo. Sin embargo, la degradacion in
vitro de Lolium perenne L. aumenté solamente con 0.001 mM de BAP aplicado a los 60
dias después del corte de homogenizacion. La citocinina BAP no redujo la senescencia

foliar ni tuvo efecto en el contenido de pigmentos fotosintéticos del pasto ballico.

Palabras clave: Lolium perenne L., 6-bencilaminopurina, senescencia.
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THE CYTOKININ BAP IN PRODUCTION, SENESCENCE AND IN VITRO
DEGRADATION OF Lolium perenne L.

Angel Hiroshi Soto Urano, MSc.
Colegio de Postgraduados, 2014.

SUMMARY

Rye grass (Lolium perenne L.) shows high production potential in temperate areas of
Mexico and its productivity may be influenced by using agronomic techniques or
reducing senescence losses. Senescence is the sequence of structural and biochemical
events which are affected by external and internal factors, such as growth regulators.
Cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP), classified as growth promoter, can delay
senescence and extend photosynthetic activity of leaves. Therefore, the objective of this
study was to know the effect of BAP on quality, delay of senescence and in vitro
degradation of Lolium perenne L. To this end, in the leaves of this grass we evaluated
growth and senescence, content of soluble proteins and photosynthetic pigments,
chemical and morphological composition and, besides, in vitro degradation of the cell
wall. The experiment was carried out at the Colegio de Postgraduados, campus
Montecillo, Estado de Mexico, and 68 pots with eight month-old plants were utilized in a
greenhouse. The experimental design was completely randomyzed with three
treatments of BAP (0.1 mM, 0.01 mM and 0.001 mM) and a control without the
phytohormone. At the start of the experiment, a uniformity cut of the plants was carried
out at 5 cm above substrate level and 21 days afterwards we started a weekly
application of BAP until the seventh week. Results were analyzed using MIXED
procedure (SAS 9.0, 2004) and Tukey test (P < 0.05). The effect of BAP as growth
promoter in Lolium perenne L. was evident because it increased both accumulated and
net leaf growth and, besides, when applying 0.1 mM BAP protein content was increased
and ADF percentage was decreased, as compared to the control. However, in vitro
degradation of Lolium perenne L. was increased only with 0.001 mM BAP applied 60
days after the uniformity cut. Cytokinin BAP did not reduce leaf senescence neither

affected content of photosynthetic pigments of rye grass.

Key words: Lolium perenne L., 6-benzylaminopurine, senescence.



1. INTRODUCCION

En praderas de zonas templadas de México se cultivan el ballico perenne (Lolium
perenne L.) y el pasto ovillo (Dactylis glomerata L.), los cuales tienen un rendimiento y
un efecto positivo en la productividad de bovinos y ovinos, en regiones templadas del
hemisferio norte. El pasto Lolium perenne L. es una especie con un gran potencial, pero
en México no lo manifiesta por completo debido a las condiciones ambientales. El
ballico tiene un r4pido crecimiento en invierno y primavera, y las siembras nuevas se
pueden utilizar en pastoreo entre 45 y 90 dias después de sembradas. Con ausencia de
heladas el ballico perenne permanece verde en invierno, pero en verano Ssu
comportamiento depende mucho de la temperatura, y si ésta no es elevada utiliza bien
el agua de lluvia; sin embargo, entra en reposo al empezar el incremento de
temperaturas. Lo ideal seria que el pasto se conserve en buen estado, con buena
calidad y mayor rendimiento por mas tiempo; por lo general es conveniente aprovechar
el pasto de manera intensiva, pues esto mantiene la planta suculenta. En México el
ballico se produce principalmente en los estados de Aguascalientes, Zacatecas,
Guanajuato y Durango, donde las temperaturas del invierno son relativamente

moderadas, y puede progresar con temperaturas minimas de 2 °C (Ramos et al., 2000).

En paises como Chile, los ballicos en general son el principal componente de las
pasturas del sur del pais debido a que presentan una buena adaptacion edafoclimatica
y poseen un potencial de produccién elevado mayor a 15 t MS ha' afio® (DEMANET,
2008; citado por Castillo, 2012). Asi también, estudios en Europa y Nueva Zelanda
mostraron que el uso de ballicos tetraploides puede incrementar en 13 % el consumo
de materia seca por el animal y en 10 % la participacion del trébol blanco en la
composicion botanica de la pradera, aunque la desventaja es la escasa tolerancia a
suelos con bajos niveles de fertilidad y alta susceptibilidad al gorgojo barrenador del
tallo (DEMANET, 2008; citado por Castillo, 2012).

La productividad del pasto ballico puede incrementarse ya sea aumentando la

cantidad de pasto por medio de técnicas agrondémicas o al reducir las pérdidas



causadas por envejecimiento o senescencia (Velasco, 2001). Para algunas regiones
templadas se conocen los patrones de crecimiento y se puede determinar el manejo
estacional y maximizar la produccion de pasto y la produccion pecuaria (Velasco, 2001).
En un estudio realizado por Velasco et al. (2005) en Texcoco, Estado de México, acerca
del rendimiento de una pradera de ballico perenne, hubo mayor acumulacién de forraje
(6,000 kg MS ha™ afio™) al cosechar entre las cuatro y seis semanas vs dos semanas, e
independientemente de la frecuencia de corte durante la primavera y verano se registro
72 % del rendimiento anual de forraje; ademas, la mayor y menor tasa de crecimiento

diario se observé en julio y enero respectivamente.

La senescencia en plantas es la secuencia de eventos bioquimicos, estructurales
y fisioldgicos controlados genéticamente, que comprende el estado final del desarrollo
de la planta entera o una parte de ella, causando la muerte (Yoshida, 2003). La
senescencia foliar, en un pasto, reduce la calidad nutritiva y se incrementa la proporcion

de materia muerta en el porcentaje total de materia seca (Guiboileau et al., 2010).

Las citocininas son reguladores del crecimiento que regulan la division celular,
ramificacion, diferenciacién del cloroplasto y retraso del envejecimiento. Ademéas de
promover la division celular y la ramificacion, este regulador del crecimiento controla la
diferenciacion del cloroplasto y retrasa el envejecimiento en varias especies. La 6-
bencilaminopurina puede prolongar la vida de la hoja mas cercana a la espiga (hoja
bandera) retrasando la senescencia y prolongando la actividad fotosintética, lo cual se
refleja en un rendimiento mayor de granos (Todorov et al.,, 1992). La citocinina 6-
bencilaminopurina (BAP) es la citocinina mas usada como promotor del crecimiento, y
es usada en la agricultura (Weaver, 1997). Aspersiones con bencilaminopurina (BAP
0.1 mM) en pasto ovillo (Dactylis glomerata) aumenté la elongacion y el crecimiento de
la hoja (cm tallo ) en 36 % a la semana 17 despues del corte, redujo la senescencia
foliar y aumentd el peso seco en 18 % a los 47 dias después del corte (DDC)
comparado con el de los 14 DDC y en 64 % respecto al testigo (Willson et al., 2008).

Asi, la citocinina BAP puede retrasar el envejecimiento y alargar el area verde de la



hoja, pero no se conoce el resultado de este efecto en la degradabilidad del pasto

ballico (Lolium perenne L.).

Con base en lo anterior el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
citocinina BAP en la calidad, retraso del envejecimiento y degradacion in vitro de Lolium

perenne L., una especie con potencial para praderas de la zona templada de México.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas botanicas de Lolium perenne L.

El ballico perenne (Lolium perenne L.) de la familia Poaceae es un pasto
amacollado, perenne de 10 a 80 cm, con los tallos lisos, hojas de verde obscuro
brillante, de limbo de hasta 18 cm de longitud, estriadas con nervio basal marcado,
ligula membranosa y auricolas de hasta 2 mm; la vaina basal generalmente es rojiza
cuando joven. La inflorescencia estd compuesta por espigas seésiles alternadas a
izquierda y derecha de un eje central. En la madurez las espiguillas se desprenden por
arriba de las glumas; la arista central de los lemas esta flanqueada por dos I6bulos

membranosos (Rodriguez, 2000).

Imagen 1. Elementos taxonomicos del ballico perenne Lolium perenne L.
(Ramos et al., 2000. INIFAP).



2.2. Caracteristicas agronomicas de Lolium perenne L.

El ballico perenne es originario de las zonas sur de Europa y suroeste y norte de
Africa, y de Asia, al parecer fue la primera graminea perenne producida en cultivo para
forraje y en el norte de Europa, se siembra en lugares con clima templado o frio en
altitudes de 1500 a 3000 m (Barnes et al., 2007). En México esta bien adaptado a las
condiciones ambientales de los Valles de México y de Toluca y, ademas muestra
adaptacion a regiones templadas con temperatura media anual de 10 a 18° C y donde

la temperatura del mes mas caluroso no supera los 30 °C (Nufiez et al., 1995).

La temperatura ambiental afecta y estimula el crecimiento del ballico perenne,
con un intervalo de temperatura Optima para su crecimiento de 18 a 25 °C, adaptandose
bien a climas frios y humedos. Tolera el frio, pero es sensible al calor y a la sequia; su
crecimiento se estabiliza a partir de los 25 °C y se detiene a los 35 °C. El ballico
perenne es mas sensible a temperaturas elevadas y estrés hidrico, comparado con el
ballico anual. La produccién es afectada cuando la temperatura diurna supera los 31 °C

y la nocturna excede los 25 °C (Muslera y Ratera, 1991).

Este pasto crece relativamente bien en suelos de poca fertilidad, pero para
formar una cubierta vegetal satisfactoria es necesario realizar una siembra con una
densidad de poblacion alta. Puede crecer aceptablemente en suelos humedos, siempre
que el drenaje superficial sea relativamente bueno, ya que no prospera en areas con
problemas de encharcamiento. Dentro de las mejores condiciones edéficas para la
produccion de ballico estan las caracteristicas de textura y estructura del suelo. Asi, el
ballico se desarrolla mejor en suelos arcillosos con pH de 6.0 a 7.0. La concentracién
optima de sales en el suelo que permite un desarrollo equilibrado de ballicos es de 0 a 6
mmhos cm™; valores superiores a este intervalo afectan negativamente el desarrollo de

dichos pastos (Ramos et al., 2000).

La luz diurna ademas de su efecto indirecto a través de la fotosintesis, actla

directamente sobre el desarrollo vegetativo de la planta (Ramos et al., 2000). Asi



mismo, estos autores sefialan que los mejores rendimientos en materia seca de ballicos
se obtienen cuando la duracion del dia es mayor, lo cual se puede relacionar también

con la temperatura y la fotosintesis.

Lolium perenne L. necesita mas de 700 mm de lluvia para su desarrollo y su area
de adaptacion es muy amplia, tolera muy bien condiciones menos exigentes en
fertilidad al igual que veranos calurosos y secos, y en otofio temprano es el cultivar con
mayor tasa de acumulacién de forraje. Su floracidbn es intermedia, se presenta
principalmente a fines de noviembre, en general es muy sano de hoja tanto en otofio
como invierno, y especificamente posee muy buena tolerancia a la roya de corona

(Puccinia coronata avenae) (Ramos et al., 2000).

En el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA, 2013) se desarrollaron
investigaciones respecto a gramineas forrajeras perennes para el sur de Chile. Del
2010 al 2013 se evalud el pasto ovillo, el bromo (Bromus inermis), la festuca (Festuca
arundinacea), el festulolium (Festulolium Aschers. et Graebn.) y el ballico perenne.
Segun INIA (2013), en el caso especifico de Lolium perenne L. variedad Linn es una
variedad diploide originaria de EE.UU., y para los experimentos en Chile se utilizé una
densidad de siembra de 20 kg ha™ y el rendimiento promedio fue 100 kg MS ha’; los
valores de FDN, digestibilidad in vitro y proteina cruda (PC) fueron 44.7 %, 75.9 % y
19.4 %, respectivamente, mientras que el contenido de carbohidratos solubles en mayo
y junio de 2011 fue 10.8 % y 17.4 % en abril de 2012.

Lolium perenne L. es la especie forrajera utilizada de la manera mas frecuente
para establecer las praderas permanentes en el sur de Chile. En su hébitat natural y
utilizados tradicionalmente, los cultivares se encuentra en forma diploide (2n = 2x = 14)
(Nair, 2004; citado por Balocchi y Lopéz, 2009). En un estudio respecto al efecto de la
ploidia de Lolium perenne L. sobre la produccion de forraje, valor nutritivo y la
preferencia de pastoreo, en la provincia de Valdivia, Chile, y de acuerdo con los
resultados, los cultivares diploides presentaron mayor rendimiento de materia seca que
los cultivares tetraploides, pero no hubo diferencias significativas en el contenido de

proteina total promedio anual; ademas, los cultivares tetraploides presentaron un valor
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mayor de proteina total que los cultivares diploides y las vacas lecheras pastaban mas
tiempo en los cultivares tetraploides (Balocchi y Lopéz, 2009).

2.3. Calidad nutritiva'y produccion de pastos

El valor de un pasto utilizado para la produccion pecuaria es el producto de la
concentracion de sus nutrimentos, es decir, el valor nutritvo de un pasto esta
determinado por la composicion quimica del mismo, que puede variar
considerablemente y esté influenciado por muchos factores genéticos y ambientales.
Entre estos factores se encuentran especies de gramineas y la variedad, el clima y las
condiciones de crecimiento (la temperatura, las precipitaciones y la intensidad de la
luz), el tipo de suelo, y la gestidn de los pastizales (nivel de fertilizacion, fecha de
cosecha, fase de rebrote, y los dias de cultivo). Estos factores también determinan las

caracteristicas de degradacion de estos pastos en el rumen (Tas et al., 2006).

Los nutrimentos en exceso a las necesidades de mantenimiento son destinados
para la formacién de tejido o para la secrecion de leche por lo cual, al definir calidad de
un pasto, el primer punto es conocer la proporcion de nutrientes digestibles. Al
respecto, la digestibilidad es aceptada convencionalmente como un indice de la
ingestion voluntaria de un determinado pasto, al menos en experimentos de

alimentacion de rumiantes estabulados (Muslera y Ratera, 1991).

En Lolium perenne L. su principal fuente de energia facilmente disponible son los
hidratos de carbono solubles en agua, principalmente glucosa, fructosa, sacarosa y
fructanos (polimeros de fructosa). El ballico perenne acumula una gran cantidad de
fructanos de alto peso molecular en la base de las hojas cuando el suministro de
carbono excede el flujo para el crecimiento y la respiracion (Pollock y Eagles 1988;
citados por Turner et al.,, 2001); ademas los hidratos de carbono solubles en agua
pueden acumularse en las laminas foliares. El equilibrio entre el crecimiento y la
acumulacion de reservas, por lo tanto determina la cantidad y calidad de la alimentacion

de los rumiantes en pastoreo.



En los sistemas intensivos, las praderas se cortan o pastorean con frecuencia en
una etapa joven durante el periodo vegetativo (Whitehead, 2000; citado por Tas et al.,
2006). El pasto joven y la hoja se caracterizan por una alta concentracion de proteinas
solubles con una alta velocidad y extension de la degradacion en el rumen (Tamminga
et al., 1990). Como su principal fuente de energia, los microorganismos del rumen
utilizan carbohidratos que se encuentran en el pasto fresco y estan presentes
principalmente como azucares solubles, fructosanos y polisacaridos de la pared celular.
Una vez liberado de las células, los hidratos de carbono solubles en agua se degradan
casi instantdnea y completamente. Sin embargo, la velocidad y el grado de degradacién
de los polisacaridos de la pared celular depende de la organizacion y la estructura de la
pared celular (Boudon et al., 2002).

Velasco et al. (2005) concluyeron que bajo las condiciones de su estudio, el
mayor rendimiento de pasto digestible y proteina del ballico perenne se observo al
cortar cada cuatro semanas, e independientemente de la frecuencia de corte, el 72 %
del rendimiento anual de pasto se presentd en verano y primavera, mientas que la

mayor tasa de crecimiento ocurrié en julio y la menor en enero.

En un estudio que evalud la estacionalidad del crecimiento del ballico perenne
durante un ciclo de crecimiento de ocho semanas, después del corte de uniformizacion,
se alcanzé un maximo nivel de equilibrio conforme aumenté la cantidad de hojas verdes
de la pradera, expresado como kg MS ha, y en la primavera fue superior en 16 % al
verano, en 39 % al otofio y 63 % al invierno; asi mismo, el tiempo requerido para
alcanzar el maximo rendimiento varié conforme a la estacion y fue cuatro semanas en
primavera, cinCO semanas en verano y seis semanas en otofio e invierno, y una vez
alcanzado este punto, la tasa de crecimiento comenzo a declinar como consecuencia
de un aumento progresivo en material muerto y tallos; dichos incrementos fueron mas

altos en primavera y mas bajos en invierno (Velasco et al., 2002).



2.4. Senescencia foliar

La muerte celular programada (PCD, sigla en inglés) es un proceso
genéticamente programado en el que una célula conduce la ejecucién de su propia
muerte; este proceso, tiene una serie de caracteristicas: en las células del mesofilo
verde, la PCD inicia en el cloroplasto, el cual pierde la estructura de las membranas
tilacoidales y también la proteina soluble. El ADN se corta en sitios especificos, las
células se condensan y se encogen, aunque las membranas suelen mantener su
continuidad. La PCD se asocia con muchos procesos biolégicos y las respuestas
medioambientales, tanto en las células de animales como en las de plantas, aunque no
todas las caracteristicas tipicas (por ejemplo, condensaciéon de la cromatina y del ADN)
son siempre evidentes; asi, en las plantas la PCD puede tardar y las formas en que se
presenta se reducen a dos tipos principales: el tipo asociado con la infeccion por
patbgenos (respuesta hipersensible) y el tipo asociado, o procedentes de, la
senescencia. El primer tipo de muerte es rapida, mientras que el segundo es un
proceso altamente regulado durante el cual nuevas vias metabdlicas se activan y otras

estan apagadas (Carimi et al., 2004).

La senescencia en las plantas se ha analizado frecuentemente partiendo de la
base de que existe un determinismo genético que lleva a los organismos a envejecer y
morir. El analisis desde la célula permite percibir la incidencia de factores de estrés
durante el desarrollo de los organismos y la importancia del ambiente interno y externo
en el determinismo genético. La interaccion de la célula con el ambiente interno y
externo definiria la organizacion, las formas, la senescencia y muerte celular durante la
ontogenia (Trippi, 2008). Durante la senescencia los nutrientes almacenados en hojas
senescentes se vuelven a movilizar y los procesos de degradacion tienen lugar con el
fin de mantener los 6rganos en desarrollo totalmente mas jovenes, como las hojas

jovenes, frutas o granos (Zalabak et al., 2013).

Segun Smart (1994), el proceso de senescencia esta influenciado por factores

internos (reproduccion, reguladores de crecimiento, condicion nutricional) y externos



(temperatura, condicion hidrica y el ataque de patdgenos); ademas, la duraciéon del dia
e intensidad luminosa influye en el inicio de la floracion, lo cual dispara la senescencia
de las hojas. En plantas el amarillamiento de la hoja se acelera con cambios en la
temperatura ambiente; si las raices de plantulas de maiz se exponen dos minutos a
47.5 °C, la actividad fotosintética de la hoja y la acumulacién de clorofila son inhibidas y
disminuye el nivel de citocininas, y esta reduccion dirige los sintomas de senescencia

de las hojas de maiz (Smart, 1994).

La senescencia foliar es la ultima etapa en el desarrollo de una hoja y comprende
el periodo desde la terminacion de su alargamiento (madurez) hasta su muerte
(Yoshida, 2003). La senescencia foliar resulta de la degradacion coordinada de
macromoléculas y posterior movilizacion de componentes (nitrégeno, carbono y
minerales) a otras partes de la planta (Buchanan-Wollaston, 1997). Una de las
caracteristicas visuales principales de la senescencia foliar es el amarillamiento de la
lamina seguido por la desecacidn y posterior abscision de la hoja; el amarillamiento es
debido a la pérdida diferencial de clorofilas y la retencion parcial de carotenoides y
xantofilas (Matile et al., 1999; Zalabak et al., 2013). La integridad de las membranas se
pierde por un incremento en la peroxidacion de lipidos, causado por un gran aumento
en la generacion de elementos oxidativos en el tejido (Del Rio et al., 1998). En el nivel
celular o molecular, en adicion a la desintegracion del cloroplasto, los eventos que
contribuyen a estos sintomas visuales incluyen la pérdida de proteinas y éacidos
nucleicos de la célula (Zalabdk et al., 2013). En resumen, en los pastos la senescencia
se manifiesta como la pérdida del area verde en la hoja y la apariciébn de tejido

senescente o seco (Wilson et al., 2008).

Uno de los rasgos distintivos durante la senescencia foliar es el cambio
metabdlico del catabolismo primario hacia el anabolismo (Smart, 1994). En la soya y el
trigo la eliminacion de estructuras reproductivas generalmente retrasa la senescencia
de la hoja y de la planta entera (Nooden, 1984; Srivalli y Khanna-Chopra, 2004; citados

por Schippers et al., 2007). Asi también, la senescencia de la hoja esta tipicamente
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asociada con la pérdida de clorofila y disminucion de su capacidad fotosintética
(Rajcana et al, 1999).

La senescencia foliar es la fase final del desarrollo de una hoja y esta
influenciada por varias fitohormonas, como la citocininas y etileno que tienen las
funciones mas extensamente documentadas en el retraso o la induccion de la
senescencia foliar. Ademas, otras fitohormonas, como el acido abscisico, auxinas,
acido giberélico, acido jasmonico y acido salicilico, también tienen efectos sobre el
proceso de senescencia (Schippers et al., 2007). En las plantas, dos tipos de
senescencia son evidentes: la senescencia mitética y la senescencia post-mitética
(Gan, 2003; citado por Schippers et al., 2007). Las células en las hojas s6lo se dividen
durante el desarrollo temprano vy, por lo tanto, la senescencia de las hojas puede ser

considerada post-mitético (Schippers et al., 2007).

2.5. Reguladores de crecimiento

Un regulador de crecimiento vegetal se define como un compuesto organico
distinto de los nutrimentos y que en pequefias cantidades estimula, inhibe o modifica
cualquier proceso fisiolégico, de crecimiento, o ambos, y ademas, procesos de
diferenciacion de las plantas (Weaver, 1997). Dentro de los reguladores de crecimiento
vegetal se incluyen los promotores del crecimiento, auxinas, giberelinas y citocininas, y
también los inhibidores del crecimiento como acido absicico y etileno (Taiz y Zeiger,
1998). Los promotores del crecimiento vegetal promueven o incrementan el
crecimiento, elongacion y division celular (Taiz y Zeiger, 1998) mientras que los
inhibidores del crecimiento inhiben o retrasan procesos fisiolégicos o bioquimicos de los
vegetales. Los inhibidores naturales interactian con los promotores del crecimiento en
forma compleja para promover procesos de diferenciacidon u organogéenesis in vivo o in
vitro (Weaver, 1997).

Las citocininas son compuestos de bajo peso molecular que pertenecen a un

grupo de fitohormonas con funciones cruciales en toda la vida de una planta, y en
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contraste con hormonas animales que normalmente tienen un espectro muy estrecho
de la accion, las fitohormonas generalmente tienen menos diversidad estructural y
regulan muchos procesos fisioldgicos y de desarrollo sinérgicamente. Hay dos tipos de
citocininas, las de tipo adenina presentes en tejidos vegetales: raiz, tallo y hojas; y las
de tipo fenilurea que no se encuentran en los vegetales y actian como analogos
estructurales (Garcia, 2014). Estructuralmente, las citocininas son derivados de adenina
que tienen una cadena lateral unida al grupo amino 6 del anillo purinico; la cadena
lateral puede ser de naturaleza isoprenoides que son obicuos (zeatina,
isopenteniladenina y dihidrozeatina) y aromaticos que son los menos abundantes
(benciladenina, kinetina y topolina). Las citocininas naturales mas importantes son
isopenteniladenina (IPA) [N6-(2-isopentenil) adenina] y trans-zeatina (tZ) [N6-(4-hidroxi-
3-metil-trans -2-butenil) adenina] (Zalabak et al., 2013; Garcia, 2014).

Las citocininas regulan muchos aspectos importantes del desarrollo de la planta
en los 6rganos aéreos y subterraneos, siendo parte de una red genética intrinseca que
controla tanto el desarrollo de 6rganos como el crecimiento de la planta (Werner et al.,
2009). Ademas regulan la morfogénesis y division celular y, de ese modo, los tejidos de
actividad meristematica; retrasan el inicio de la senescencia; estan involucradas en la
dominancia apical; y tienen influencia en la flor y el desarrollo de la semilla, en la
germinacion de semillas y en la absorcién y asimilacién de nutrientes a los 6rganos de
la planta. Lo anterior ha puesto de manifiesto su implicacion crucial en diferentes rasgos
de importancia agricola, tales como la productividad, el aumento de la tolerancia a
varias tensiones y la morfologia general de la planta (Zalabak et al., 2013).

Las citocininas, en presencia de auxinas, inducen la division celular en un
material de crecimiento adecuado definido como medio y la diferenciacion de plantas
(Massoloa et al., 2014). Las citocininas se encuentran en raices, tallos, hojas, flores,
frutos y semillas, y probablemente estan presentes en cada tejido de las plantas, pero
son mas abundantes en los meristemos ubicados en el apice de la raiz (Taiz y Zeiger,
1998) y se transportan al resto de la planta en el xilema (Buchanan-Wollaston, 1997).

Las citocininas estan involucradas en la dormancia y germinacion de las semillas,
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formacién y liberacion de yemas, expansién de las hojas, desarrollo reproductivo y
retraso de la senescencia; ademas, son necesarias en algunos procesos posteriores a

la replicacién del ADN pero anteriores a la mitosis (Nooden et al., 1988).

La funcion de las citocininas es clave en la senescencia foliar de muchas
especies vegetales (Buchanan-Wollaston, 1997) y varios factores son importantes en la
regulacion de la senescencia: hormonas, luz, azucares, disponibilidad de nutrientes,
actividad metabdlica, etc. (Gonzélez Santos et al., 2009). Un proceso normal de
senescencia requiere un complejo balance entre estos reguladores. Las citocininas
retrasan la senescencia e incluso causan reverdecimiento de hojas amarillas en
Nicotiana tabacum (Zavaleta-Mancera et al., 1999). El retraso de la senescencia por
citocininas ocurre en maiz (Zea mays) (Smart, 1994), trigo (Triticum aestivum)
(Martinez-Gutiérrez et al., 2008) y pasto ovillo (Willson et al., 2008). Asi también, la
citocinina se ha utilizado para retrasar la senescencia en una serie de cultivos. En un
experimento con aplicaciones de la citocinina sintética N6-bencilaminopurina (BAP) se
redujo la expresion de los genes de clorofila-degradantes en brécoli (GOémez-Lobato et
al., 2012) y se retrasé el desmantelamiento cloroplasto y el color amarillento en las
hojas (Ben-Yaakov et al., 2006). En las frutas las citocininas se ha utilizado sobre todo
antes de la cosecha y su uso post-cosecha se hace principalmente en materias primas

para retrasar su deterioro en almacén (Massoloa et al., 2014).

El hecho de que la citocinina puede retrasar la senescencia se conoce desde que
se aislo primero la kinetina y su efecto fue probado por Miller y colaboradores en 1955
(Zzalabak et al., 2013). El mecanismo de este proceso de antisenescencia radica en la
inhibicion de la degradacion de la clorofila y proteinas del aparato fotosintético (He et
al., 2005). Las citocininas tienen un efecto fuerte en el retraso de la senescencia de las
hojas (Schippers et al., 2007). Aplicaciones externas de la citocinina BAP retrasan la
degradacion de clorofila, y la proteina LHCP-2, la cual es responsable de la captaciéon
de luz en el tilacoide del cloroplasto, y en condiciones de baja iluminacion las citocininas
pueden revertir el proceso de amarillamiento foliar y reverdecer las hojas, promoviendo

el ensamblaje del cloroplasto envejecido, lo cual podria observarse como
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reverdecimiento (Zavaleta et al., 1999). También se ha observado que la reduccion de
los niveles enddgenos de citocinina causa una senescencia acelerada (Masferrer et al.,
2002; citados por Schippers, 2007). La caida en los niveles de citocinina antes del inicio
de la senescencia podria ser una sefial clave para la iniciacion de la misma (Nooden et
al., 1990, Gan y Amasino, 1995; citados por Schippers, 2007).

La citocinina 6-bencilaminopurina (BAP) y sus derivados son sustancias activas y
promotoras del crecimiento, se obtienen de manera facil de la planta y son
considerados como compuestos puramente sintéticos. Sin embargo, algunos de ellos
también se han detectado e identificado en diferentes tejidos de la planta. La citocina
BAP es también una de las utilizadas en muchos sistemas de micro propagacion, pero
su aplicacion causa desventajas en algunos cultivos, incluidos los problemas de
aclimatacion, la heterogeneidad en el crecimiento y la inhibicion del enraizamiento. Una
forma de eliminar los efectos secundarios negativos podria basarse en el desarrollo y
analisis de los derivados de BAP que no presentan efectos secundarios no deseados
(Dolezal et al., 2006).

La BAP es una citocinina que podria regular las actividades del sistema de
defensa antioxidante de las plantas. Los efectos de la citocinina en los sistemas
celulares han recibido una gran atencién en las décadas mas recientes debido a la
creciente aplicacion de citocinina en cultivos de plantas. BAP, como una de las
citocininas sintéticas de primera generacion, se ha utilizado para estimular la division
celular, la aparicién de la yema lateral (manzanas, naranjas), la formacion de brotes
basales (rosas, orquideas), la floracion (ciclamen, cactus) y cuajado de frutos (uvas,
naranjas, melones). También se considera como un compuesto adecuado para las
aplicaciones posteriores a la cosecha y se utiliza como un bioplaguicida en los EE.UU. y
Canada. Varias investigaciones muestran que BAP retrasaria la produccion de especies
reactivas de oxigeno, y regularia el estado oxidativo de los tejidos; ademas tiene una
estrecha relacion con el sistema de defensa antioxidante de las plantas (Zavaleta et al.,
2007, Qin et al., 2014).
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2.6. Pigmentos fotosintéticos e indice de verdor

La medicion de clorofila es un método para estudios de produccién en plantas, y
su utilizacion se ha difundido en mayor grado de manera reciente porque Su costo
disminuia las posibilidades de su uso de manera rutinaria anteriormente. Ahora, el uso
del medidor de verdor SPAD-502 ha permitido que el indice de verdor se haya
convertido en un sistema Uutil en estos estudios (Mirasson et al., 2010). Una de sus
aplicaciones la mostraron Loewy et al. (2008) para evaluar la nutricion nitrogenada y
utilizacién de azufre en trigo; los resultados sefialaron efectos significativos de estos

compuestos en el indice de verdor.

El SPAD usa diodos emisores de luz a 650 y 940 nm para emitir luz a través de
la hoja, la luz en 650 nm esta en la zona de las longitudes de onda asociadas con la
absorcion clorofilica, mientras que la longitud de onda a 940 nm actia como una
referencia interna; la diferencia de transmitancia a 650 y 940 nm da un indice de verdor
con el cual se puede establecer una relacién con el contenido de clorofila extraible.
Cuando las plantas presentan una buena disponibilidad hidrica, la determinacién de
clorofila con el SPAD da un resultado similar al obtenido cuando se extrae la clorofila
(Mirasson et al., 2010). De acuerdo con Marenco et al. (2009), hay correlaciones entre
el SPAD y las concentraciones de clorofila y nitrdgeno en las hojas en muchas
especies, y ademas las ecuaciones de calibracion del contenido de clorofila como una
funcién de los valores de SPAD generalmente son especificas para las especies e

incluso para los cultivares.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. Objetivo general

= Estudiar el efecto de la citocinina BAP en la produccion, senescencia y degradacion

in vitro de Lolium perenne L.

3.2. Objetivos especificos

= Evaluar el efecto de tres concentraciones de BAP (0.1, 0.01, 0.001 mM) en el
crecimiento, senescencia, pigmentos fotosintéticos, proteina y componentes

botéanicos de Lolium perenne L. en invernadero.

= Analizar el efecto de tres concentraciones de BAP (0.1, 0.01, 0.001 mM) en el
contenido de compuestos nitrogenados, fibra detergente neutro (FDN) y fibra
detergente acido (FDA) de Lolium perenne L. en invernadero.

» Estudiar el efecto de tres concentraciones de BAP (0.1, 0.01, 0.001 mM) en la

degradacion in vitro de la pared celular de Lolium perenne L.

3.3. Hipotesis

» La citocinina BAP promovera el aumento de la biomasa seca, crecimiento de hoja y
reduccion de senescencia de Lolium perenne L. con un comportamiento dosis

respuesta.

= La composicion quimica de Lolium perenne L. se modificard por efecto del

regulador de crecimiento.

» La citocinina BAP aumentara la degradacion in vitro de Lolium perenne L.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion, material biolégico y duracion del experimento

El experimento se llevo a cabo en instalaciones el campus Montecillo del Colegio
de Postgraduados, en el Estado de México (98° 48’ 27” O, 19° 48’ 23” N). La fase de
campo se realizd en un invernadero tipo sierra de un solo tlnel de cubierta plastica. La
fase de laboratorio para la cuantificacién quimica de pigmentos fotosintéticos se llevo a
cabo en el laboratorio de Anatomia e Histoquimica Vegetal. Las determinaciones de
FDN, FDA, nutrientes nitrogenados y degradacion in vitro del ballico perenne se

realizaron en el laboratorio de Nutricion Animal del Programa de Ganaderia.

Para este experimento se utilizaron 68 macetas de 24 cm de diametro y 22 cm
de profundidad; el sustrato para el llenado de cada maceta fue una mezcla en relacién

1:1:1 de suelo arcillo-arenoso, agrolita esteril y peat-moss comercial (PRO- MIX FLEX).

Para la siembra de la semilla en cada maceta se utiliz6 una densidad de 25 kg
ha de semilla de Lolium perenne L. variedad Linn, y la cantidad de semilla por maceta
se calculé obteniendo el peso promedio de 100 semillas y se extrapolé el peso de la
semilla al 4rea de cada maceta, dando como resultado una densidad de siembra por
maceta de 66 semillas. La siembra se realiz6 el dia 24 de agosto de 2012 y el

espaciamiento entre riegos fue de tres a cuatro dias.

La fase experimental comenz6 el dia 16 de abril de 2013 con un corte de
homogenizacion del pasto a 5 cm de altura sobre el nivel del sustrato de cada maceta.
Este experimento concluyo el dia 6 de agosto del mismo afio y tuvo una duracion de
110 dias.
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4.2. Disefio experimental, tratamientos, variables y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con tres tratamientos de BAP y
un testigo sin la fitohormona. Entonces, los tratamientos fueron las siguientes

soluciones:

T1: 0.1 mM citocinina BAP.
T2: 0.01 mM citocinina BAP.
T3: 0.001 mM citocinina BAP.
TO: testigo sin BAP.

La citocinina BAP se disolvio en dimetilsulféxido (DMSO) (0.02 %) y luego se
agrego 0.02 % de Tween 20 para romper la tensidon superficial y facilitar la penetracion
del regulador en la hoja. La solucién testigo se preparé de la misma forma que las
soluciones con citocinina pero no se agregoé el BAP. Las soluciones se conservaron a 4

°C por un maximo de dos semanas.

Cuando las plantas cumplieron ocho meses de edad (16 de abril de 2013) se
realizé un corte de homogenizacién. A los 21 dias de rebrote, las plantas se asperjaron
(17:00 a 20:00 h) cada siete dias, con la solucién de citocinina BAP, hasta la séptima
semana (63 dias después del corte, DDC) y completar siete aplicaciones.

4.2.1. Crecimiento y senescencia foliar de Lolium perenne L.

En este experimento se utilizaron 20 macetas con Lolium perenne L. de ocho
meses de edad. Los tratamientos se distribuyeron al azar, por lo cual quedaron cinco
macetas en cada tratamiento. En cada maceta se marcaron (al azar) cinco tallos, con

anillos de colores en la base.

El crecimiento y senescencia foliar se midié de acuerdo con Bircham y Hodgson
(1983) durante 105 dias (de 7 a 112 DDC). En cada tallo se midié la longitud verde y

total de cada hoja (lamina) con una regla de 1 mm de precision. La longitud foliar
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senescente se calculé como la diferencia entre la longitud total de la lamina y la longitud

de la parte verde de la misma.

Las longitudes obtenidas de la lamina foliar verde se sumaron y se dividieron
entre el numero de hojas en cada tallo y el resultado se reportd como crecimiento
acumulado de la hoja. De igual forma, se hizo este calculo para la parte senescente y
se reportd como senescencia acumulada de la hoja. Una vez obtenidas estas dos
variables se calculé el crecimiento neto como la diferencia entre el crecimiento

acumulado y la senescencia acumulada.

4.4.2. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos y proteinas solubles en hojas de

Lolium perenne L.

Para estas variables se usaron las mismas 20 macetas en las cuales se midio el
crecimiento y senescencia. Se marcaron 80 hojas jévenes (14 DDC) de la misma
longitud por tratamiento, con corrector blanco sobre el tallo y se muestrearon cinco

hojas, por tratamiento, cada dos semanas durante 16 semanas (14 DDC a 112 DDC).

Para determinar clorofila a, clorofila b, y xantofilas+carotenoides, se tomaron
muestras de 300 mg de la parte media de cada una de cinco hojas por tratamiento, se
maceraron en 5 mL de acetona 80 % a 4 °C y el extracto se centrifugd 10 min a 840 g.
El sobrenadante fue recuperado y ajustado a 5 mL. La concentracién de cada pigmento
se calculé con la formula de Lichtenthaler y Wellburn (1983) y se expresé en mg g*

peso fresco (PF).

Para la determinacion de proteinas solubles, se extrajeron muestras de 300 mg
de la parte media de cada una de tres hojas por tratamiento y se cuantificaron con el
método de Bradford (método colorimétrico) usando albimina de suero bovino como

estandar.
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4.4.3. Composicion morfolégicay composicion quimica.

Para esta determinacion se utilizaron las 48 macetas restantes y se muestreo

cada cuatro semanas (14 de mayo, 11 de junio, 9 de julio y 6 de agosto).

La parte aérea se separd en sus componentes: hoja, tallo y material muerto, y
luego se secaron en una estufa a una temperatura de 55 °C durante 48 horas, hasta

peso constante.

El material seco se procesé en un molino (Thomas-Wiley modelo 4) con tamiz de
malla 30, obteniendo asi una muestra homogénea. El contenido de nutrientes
nitrogenados fue analizado por el método de proteina total de Van Soest et al. (1991), y
la FDN y la FDA por el método de ANKOM (2006).

4.4.4. Degradacion in vitro de Lolium perenne L.

Para esta variable se us6 material seco, molido segun se describe anteriormente.
Esta determinacién fue realizada por el método de ANKOM manejando cuatro horarios
de incubacion (6, 12, 24 y 48 horas). El fluido ruminal se obtuvo de un novillo Holstein
de un peso aproximado de 450 kg con una canula ruminal y alimentado con una mezcla
de ensilado de maiz y heno de alfalfa y con acceso libre al agua. El fluido ruminal se
recogio antes de la alimentacién a las 08:00 horas.

4.4.5. Analisis estadistico.

Para el caso de crecimiento y senescencia foliar cada maceta fue una repeticion
y cada tallo la unidad experimental. Para la determinacion de proteina soluble por el
método de Bradford hubo tres repeticiones por tratamiento; en la variable pigmentos
fotosintéticos se usaron cinco repeticiones (hoja) por tratamiento y para las variables
contenido de nutrientes nitrogenados, FDN, FDA y degradacion in vitro se utilizaron tres
repeticiones por tratamiento considerando a cada maceta como unidad experimental y

repeticion.

20



Con los datos de las variables de crecimiento foliar, senescencia foliar y
crecimiento foliar neto, se calculé el valor de regresién (R?) y se muestra la ecuacién de

la curva que mejor describe el comportamiento de la variable.

La comparacion de medias se hizo con la prueba de Tukey, P < 0.05, y los
resultados se analizaron con el procedimiento para medidas repetidas en el tiempo
MIXED (SAS 9.0, 2004).

El modelo estadistico utilizado se muestra a continuacion:
Yik =+ Ti+ 05 + Px+ (+P)ic + Ei

Donde:
Yik = Variable respuesta en la observacion k.
K = Media general.
T; = Efecto del i-ésimo tratamiento.
0 i = Error aleatorio asociado con el j-eésimo sujeto dentro del i-ésimo tratamiento.
Pk = Efecto del k-ésimo periodo.
(tP)ik = Interaccion tratamiento x periodo.

Eij = Error aleatorio asociado con la k-eésima medida repetida dentro del j-ésimo

tratamiento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Crecimiento y senescencia foliar de Lolium perenne L.

El testigo tuvo el menor crecimiento acumulado promedio (101.01 + 4.68 mm
tallo®) y el menor crecimiento neto promedio (49.06 + 2.93), pero mostré la menor
senescencia acumulada promedio (51.69 + 2.32). Segun el andlisis de los datos, el

tratamiento con los valores mas altos en crecimiento acumulado y neto fue T3.

El crecimiento acumulado y crecimiento neto presentaron diferencias
significativas a través del tiempo durante todo el experimento, lo cual no ocurrié para
senescencia acumulada en la cual, durante las tres primeras semanas, la respuesta de

los tratamientos no fue diferente (P > 0.05).

Cuadro 1. Crecimiento foliar neto, senescencia y crecimiento foliar acumulado en
Lolium perenne L. (mm tallo™) asperjado con BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001

mM (T3), y testigo sin BAP (T0), una vez por semana durante siete semanas continuas.

Tratamientos P<F
Variable EEM

T0 Tl T2 T3 Trat. Tiempo Trat*tiempo

Crecimiento

101.01° 127.69% 111.47%° 127.89% 4.68 0.0019 0.0001 0.0001
acumulado

Senescencia 51.96° 61.86% 53.98%° 59.06® 2.32 0.0300 0.0001 0.0001

Crecimiento

neto 49.06° 65.82% 57.48%° 68.83° 2.93 0.0090 0.0001 0.0001

Medias con diferente literal en un renglén son diferentes (P < 0.05); EEM= Error
estandar de la media. La prueba de Tukey se utilizé para la comparacion multiple de
medias. Los datos son promedio de n= 25 y mediciones semanales durante cuatro

meses.

Al inicio del crecimiento después del corte, la tasa de crecimiento y pérdida de

pasto son lentas; posteriormente, la tasa de crecimiento se acelera y supera a la de
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senescencia, y conforme el pasto madura la tasa de crecimiento es balanceada por el
aceleramiento de la tasa de senescencia, y la produccién neta llega a ser minima. El
crecimiento acumulado en el presente experimento se mantuvo constante (Figura 1), la
senescencia aumenté de manera pronunciada desde la semana seis a la nueve (Figura
2), mientras que el mayor crecimiento neto del Lolium perenne se da en las pimeras

seis semanas después del corte de homogenizacion (Figura 3).

La figura 1 muestra el comportamiento del crecimiento foliar acumulado de
Lolium perenne L. La curva que mejor describe el comportamiento de esta variable a
través del tiempo es una curva polinomica debido a que hay pequefias fluctuaciones,
cambiando los datos de direccién mas de una vez. Ademas el valor de R? fue 0.97, lo
cual indica un buen ajuste de la linea respecto a los datos.
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100.0 |
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Crecimiento foliar acumulado

400
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Semanas despues del corte

s TO (BAP 0) === T1(BAP 0.1 mM) * o ale » + T2 (BAP 0.01 mM) * == T3 (BAP 0.001 mM)
y=-0.4313x* + 12.401x + 35.937 vy =-0.4486x* + 12.394x + 52.969 y =-0.3711x% + 10.422x + 52.858 y = -0.4368x* + 11.967x + 55.92
R*=0.989 R*=0973 R*=0.973 R?=0.968

Figura 1. Crecimiento foliar acumulado de Lolium perenne L. asperjado con BAP 0.1
mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (T0), una vez por semana

durante siete semanas continuas. Los datos son promedio de n=25 + SE.
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La linea de tendencia que mejor se ajusta para los datos de senescencia fue una
curva potencial, cuya R? fue 0.94 promedio para los cuatro tratamientos (Figura 2). La
curva describe como los valores aumentan a un ritmo especifico y se observa mejor
este crecimiento potencial a partir de la semana seis después del corte de

homogenizacion.

El beneficio de los tratamientos con BAP en Lolium perenne se reflejo en el
aumento significativo del crecimiento acumulado de la hoja. Aspersiones semanales
con BAP 0.1 mM y 0.001 mM promovieron la elongacién de la hoja de manera continua
durante 16 semanas. En la semana seis las plantas tratadas aumentaron (P < 0.05) su
crecimiento y en la semana 16 el crecimiento acumulado fue 25.7 % superior al testigo.
Estos resultados fueron similares a los obtenidos en el pasto Dactilis glomerata con
ganancia del 36 % de crecimiento acumulado con respecto al testigo, con tratamiento
de 0.1 mM BAP (Wilson et al., 2008). Sin embargo el tratamiento con BAP en Lolium
perenne no redujo la senescencia con respecto al testigo y valores obtenidos fueron
similares entre tratamientos (Cuadro 1), en contraste con los resultados obtenidos en
Dactilis glomerata (Wilson et al., 2008) en los cuales hubo una reduccion de la

senescencia del 29 % de material muerto con respecto al testigo.
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Figura 2. Senescencia foliar acumulada de Lolium perenne L. asperjado con BAP 0.1
mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (T0), una vez por semana

durante siete semanas continuas. Los datos son promedio de n=25 + SE.

En general, las citocininas producen un retraso en la senescencia de la hoja,
como se encontré en especies como Triticum aestivum (Xie et al., 2004), floretes de
Brassica oleraceae (Costa et al.,, 2005), Zea maiz (He et al., 2005), Oriza sativa
(Ookawa et al., 2004) y Dactilis glomerata (Wilson et al.,, 2008), las cuales fueron
asperjadas con BAP. Sin embargo, en contraste con los resultados obtenidos por los
autores mencionados, Carimi et al. (2004) sefialan que la adicién de dosis altas de BAP
a las plantas y suspensiones de células cultivadas de Arabidopsis thaliana y Daucus
carota, induce la muerte celular programada por la aceleracion de la senescencia. De

igual forma, en plantulas de zanahoria (de linea 'Pisa’) regenerado por embriogénesis
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somatica y plantas de semillero de Arabidopsis (Columbia), donde se afiadi6 BAP a
diferentes concentraciones (4, 13 y 27 uM), la presencia de BAP en el medio induce un
color amarillento mas rapida de la hoja y una fragmentacion precoz del ADN, tanto en la
zanahoria como en Arabidopsis, la muerte celular en las células a los siete dias de edad
y tratadas con BAP (es decir, después de cuatro dias de exposicion al BAP) es cuatro
veces mayor que en las células del grupo testigo de siete dias de edad; estos
resultados indican que la respuesta a las citocininas es genotipo dependiente. En el
caso de Lolium perenne bajo las condiciones del presente experimento con
temperaturas promedios diurnas minimas de 10 °C y maximas de 38 °C, BAP no retrasa
la senescencia pero la fitohormona es efectiva para promover el crecimiento en
condiciones de temperaturas altas para la variedad Linn de Lolium perenne que podrian
considerarse no 6ptimas (Velasco et al., 2002). Esto sugiere que las aspersiones con
concentraciones bajas (0.001 mM) de BAP se podrian recomendar para promover el

crecimiento de praderas en los periodos de bajo crecimiento (otofio e invierno).

Lo anterior sugiere que la citocinina 6-bencilaminopurina tiene un efecto
paraddjico, dependiendo de las dosis aplicadas y la sinergia o antagonismo con otras
sefales, ya sean endodgenas como otras fitohormonas o exdégenas como las luz (Brault
et al., 1999). Como lo sefnalaron Jeli y Bogdanovi (1990), en plantulas de pino donde la
sintesis de clorofila fue deprimida por el acido abscisico (ABA) y estimulada por
citocininas (benciladenina, zeatina y ribésido zeatina), los efectos dependen del tipo de
citocinina y la concentracién aplicada. Otro ejemplo de la relacion de citocinina con otra
fitohormona es el efecto antagonico que puede tener con las auxinas; en Phaseolus
vulgaris, la auxina producida por el apice del brote impide el desarrollo de yemas
axilares, mientras que la aplicacion de las citocininas en estos brotes induce su
desarrollo (Brault et al., 1999).

En el presente experimento el analisis de los resultados sugiere que al aumentar
la concentracion de BAP aplicada al ballico perenne, la senescencia es mayor asi como
el crecimiento neto. Las diferencias entre los tratamientos fueron significativas (P =

0.03), pero la magnitud de las diferencias no fueron elevadas.
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Para describir el comportamiento de los datos de crecimiento neto se utilizé una
linea de tendencia exponencial con una R? 0.69 promedio. De esa manera se muestra
como el crecimiento neto disminuye a intervalos cada vez mayores a medida que
envejece la planta. Anteriormente se mencioné que, de acuerdo con Velasco et al.
(2002), la edad adecuada para cosechar la planta varia de 4 a 6 semanas, puesto que a
partir de esta edad la planta reduce su tasa de crecimiento, las hojas disminuyen su
capacidad fotosintética y senescen las primeras hojas. En un manejo adecuado para
una pradera, la parte aérea de la planta debe ser removida, dejando intactos los puntos
de crecimiento de la misma, ubicados en el apice vegetativo donde se originas las
nuevas hojas y se encuentran las yemas axilares. Para la formacion de estas nuevas
hojas, la planta utiliza sus reservas nutricionales almacenadas en las raices durante sus
primeras seis semanas de edad; una vez que las hojas inician su actividad fotosintética,
el exceso de nutrientes asimilados por ellas a través de la fotosintesis se va a las raices
donde se almacena y seran utilizados nuevamente para iniciar el ciclo de la planta. Si
se dejara la parte aérea de la planta en la pradera, uno de los problemas principales es
la acumulacion de material muerto en la pradera y el sombreado de la parte inferior de
la planta, disminuyendo la capacidad de la luz solar de llegar a las hojas jévenes con
mayor capacidad fotosintética y, ademas, la calidad nutricional en general de la pradera

disminuye.
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Figura 3. Crecimiento foliar neto de Lolium perenne L. asperjado con BAP 0.1 mM (T1),
0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (T0), una vez por semana durante siete
semanas continuas. Los datos son promedio de n=25 + SE.

5.2. Pigmentos fotosintéticos.

Las concentraciones de los pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b,
xantofila y carotenoides), no presentaron diferencias significativas entre tratamientos y
solamente cambiaron en el tiempo (Figura 4, 5, 6). La caracteristica mas visible de la
senescencia foliar es el cambio de color de la hoja verde a amarillo o rojo y estos
cambios se deben a que la clorofila se degrada mas rapido que los carotenoides. Por lo

tanto, la desaparicion de la clorofila se utiliza comunmente como un sintoma de la
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senescencia foliar (Rajcana et al., 1999). En otros estudios, aplicaciones externas de
BAP (0.1 mM) retrasaron el amarillamiento foliar de la graminea Triticum aestivum
(Zavaleta et al., 2007), Nicotiana rustica (Zavaleta et al., 1999) y otros. En contraste, en
el caso del forraje Dactylis glomerata la senescencia es estudiada como la longitud de

la fraccién senescente de la hoja (cm tallo ™) y no como el amarillamiento de la misma.

En el presente estudio la aplicaciéon de citocinina BAP de manera foliar en Lolium
perenne L. no tuvo efecto en la concentracion de pigmentos fotosintéticos. La mayor
cantidad de clorofila a (1.18 + 0.055), clorofila b (1.05 + 0.038) y carotenoides (0.49 +
0.019) fue a los 28 DDC, 42 DDC y 28 DDC (P<0.05), respectivamente (Cuadro 2;
Figura 4, 5 y 6). Después de esos dias, el contenido disminuye en todos los

tratamientos de manera constante.

Cuadro 2. Contenido de clorofila a, clorofila b, xantofilas + carotenoides, clorofila total y
proteina soluble en extracto de hojas de Lolium perenne L. (mg g* PF) asperjado con
BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (T0), una vez por

semana durante siete semanas continuas.

Tratamientos P<F
Variable EEM

T0 Tl T2 T3 Trat. Tiempo Trat*tiempo

Clorofila a 0.83* 0.80* 0.73% 0.76*° 0.037 0.3136 0.0001 0.4404

Clorofila b 0.61* 0.58* 0.61* 0.64* 0.036 0.752 0.0001 0.0723

Xantofilas +
caroteniodes

Clorofilatotal 1.43% 1.38* 1.35% 1.39® 0.053 0.7285 0.0001 0.3937

Proteina
soluble

0.35* 0.34* 0.32* 0.33* 0.013 0.2715 0.0001 0.5658

2.92% 3558 320% 272° 0.161 0.0304 0.0001 0.5707

Medias con diferente literal en un renglén son diferentes (P < 0.05); PF = Peso fresco;
EMM = Error estandar de la media. La prueba de Tukey se utiliz6 para la comparacion

multiple de medias. Los datos son promedio de n=5.
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Los tratamientos de 0.1 mM (T1) y 0.01 mM (T2) de BAP aumentaron
significativamente (P < 0.05) el contenido de proteina soluble (amino&cidos totales) con
3.55mg g* PF en T1y 3.20 mg g* PF en T2, pero la concentraciéon mas baja de BAP
(0.001 mM; T3) causé un valor de 2.72 mg g™ PF el cual no fue diferente al del testigo

TO (2.92mg g™ PF).

Las citocininas pueden promover la sintesis de proteinas cloroplésticas, las
cuales constituyen 70 % de toda la proteina de la hoja verde (Dangl et al., 2000). En
otros estudios, asperSiones con 0.1 mM BAP retrasan la pérdida de clorofila y el
contenido de proteinas solubles en Dactilys glomerata, Triticum aestivum y Nicotiana
rustica (Wilson-Garcia 2008; Zavaleta et al., 2007; Zavaleta et al., 1999a).

1.40 -
1.20 - { { {
1.00 -
s T
g & 080 -
[=]
SE (6o -
0.40 -
0.20 -
0.00

14 28 42 56 70 84
Dias despues del corte (DDC)

070 (BAPO) OT1 (BAP0.1 mM) HET2 (BAP0.01 mM) HT3 (BAP 0.001 mM)

Figura 4. Contenido de clorofila a (mg g™ PF) en hojas de Lolium perenne L. asperjado
con BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (T0), una vez
por semana durante siete semanas continuas. Los datos son promedio de n=5 + SE.

Una fraccion considerable de las citocininas en la hoja se localiza en los

cloroplastos, y estas citocininas activan la diferenciacion etioplasto en la oscuridad y el
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desarrollo de cloroplasto a la luz (Khokhlova et al. 1971, Chory et al. 1991, citados por
Kulaeva et al.,, 2002). Segun Kulaeva et al. (2002), la evidencia experimental es
abundante respecto a que la citocinina activa la sintesis de las proteinas codificadas por
los cloroplastos, aumenta la produccion de pigmentos fotosintéticos, y estimula la

diferenciacion estructural de cloroplasto.

En estudios realizados por Zavaleta-Mancera et al. (2007), se encontré que el
retraso en la senescencia por efecto de BAP estaba asociado con la retencién de
pigmentos fotosintéticos, la preservacion de la estructura del cloroplasto, la promocién
de la sintesis de Rubisco, la proteina cosechadora de luz (LHCP-2), citocromo f (Cyt f) y
el aumento de la actividad antioxidante de catalasa y ascorbato peroxidasa. La
degradacion de la clorofila lleva al amarillamiento de la hoja, el cual es el sintoma
principal de la senescencia (Matile et al., 1996). El cloroplasto es el primer organelo en
la célula verde que muestra signos de decaimiento, y se reconoce que la aplicacion
exdgena de citocinina retrasa la degradacion de clorofila y proteinas fotosintéticas (Gan
y Amasino, 1996). En contraste, inoculaciones de larga duracion con concentraciones
altas de BAP (200 mM) tienen un efecto adverso porque reducen el contenido de
pigmentos fotosintéticos, efecto acompafiado por la inhibicion del fotosistema Il y
transporte de electrones (Prokopova et al. 2010). Los resultados del presente
experimento indican que el aparato fotosintético de Lolium perenne es menos sensible

al efecto de las citocininas que otras especies.
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Figura 5. Contenido de clorofila b (mg g* PF) en hojas de Lolium perenne L. asperjado
con BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (T0), una vez
por semana durante siete semanas continuas. Los datos son promedio de n=5 + SE.
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Figura 6. Contenido de xantofilas y caroteniodes (mg g* PF) en hojas de Lolium
perenne L. asperjado con BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin
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BAP (TO), una vez por semana durante siete semanas continuas. Los datos son
promedio de n=5 £ SE.
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Figura 7. Contenido de clorofila total: clorofila a + clorofila b (mg g™* PF) en hojas de
Lolium perenne L. asperjado con BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y

testigo sin BAP (T0), una vez por semana durante siete semanas continuas. Los datos
son promedio de n=5 + SE.

La disminucion de los pigmentos fotosintéticos conforme aumenta la edad de la
planta, como se aprecia en las graficas anteriores (Figuras 5, 6, 7), se debe a la
degradacion de clorofila del cloroplasto cuyo proceso esta incluido en la senescencia,
asi como el deterioro de la estructura celular y degradacion de macromoléculas (Chen
et al., 2008).

En la figura 8 se muestra el valor del indice relativo de verdor el cual indica la
apariencia verde de la hoja, y que fue el resultado del cociente de clorofila total entre las
xantofilas+carotenoides. El tratamiento T2 obtuvo los mayores valores al inicio y al final
del experimento respecto a los demas tratamientos (P < 0.05); a medida que transcurrio
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el tiempo hubo algunas fluctuaciones pero se mantuvieron relativamente altos y

constantes los valores de este indice en el tiempo.

30 |

Clorofila total/(x + c)

20 |

1.0 |

0.0 1 1 1 1 1 1
0 14 28 42 56 70 84

Dias despues del corte (DDC)
=—4==T(0 (BAP 0) —8=T1 (BAP 0.1 mM) **see=T2 (BAP 0.01 mM) =4 =T3 (BAP 0.001 mM)

Figura 8. indice relativo de verdor (clorofila total/xantofilas y carotenoides en hojas de
Lolium perenne L. asperjado con BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y
testigo sin BAP (T0), una vez por semana durante siete semanas continuas.

5.3. Composicion morfolégica, composicion quimica y degradacién in vitro de
Lolium perenne L.

En general el contenido de hojas (%) fue mayor a los 28 DDC respecto a los
demas periodos de muestreo (56, 84 y 112 DDC). El componente tallo no mostré
diferencias significativas (P > 0.05) entre los tratamientos. En lo correspondiente al
contenido de hoja hubo diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05); asi,
el contenido mayor lo obtuvo el tratamiento T2 (70.72 %), mientras que el valor menor
fue para T1 (61.03 %). Asi también, en el contenido de material muerto hubo diferencias
entre tratamientos; la cantidad mayor se encontrd en el tratamiento T1 (34.29 %) y la
acumulacion menor ocurrio en el tratamiento T2 con 23.98 % (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Composicion morfologica (%) y relacion hoja: tallo y relacion hoja: no hoja, en
Lolium perenne L. asperjado con BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y

testigo sin BAP (T0), una vez por semana durante siete semanas continuas.

Tratamientos P<F
Variable EEM
TO T1 T2 T3 Trat. Tiempo Trat.*tiempo
Tallo 5.78% 469* 5.31% 529% 0,511 0549 0.001 0.454

Hoja 68.64% 61.03° 70.722 70.14% 0.489 0.001 0.001 0.001
Material

25.58% 34292 23989 2457 0476 0.001 0.001 0.001
muerto
Relacion 1952 17972 16012 19367 2189 0.778 0.001 0.883
hoja:tallo
Relacion

- , 9.88% 9.8% 10.93% 12.65% 1.732 0.640 0.001 0.951
hoja:no hoja

Medias con diferente literal en un renglén son diferentes (P < 0.05); EMM= Error
estandar de la media. La prueba de Tukey se utilizdé para la comparacion multiple de

medias.

En la Figura 9 se observan los cambios respecto a la composicion morfoldgica en
el Lolium perenne L. a cuatro diferentes edades y tratado con citocinina BAP. En este
caso hubo disminucion de la cantidad de hoja conforme avanza la edad de la planta y

un aumento en el contenido de material muerto y tallo.

La relacién entre tasa de aparicion de hojas (TAH) de Lolium perenne L. se debe
a una alta densidad de macollos pequefios. La relacion entre TAH, estructura de la
pastura y flujo de material es la siguiente: A mayor TAH, mayor cantidad de macollos
chicos y el crecimiento y la senescencia son mas rapidas; a menor TAH, pocos
macollos grandes y el crecimiento y la senescencia son mas lentas (Colabelli et al.,
1998).
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Figura 9. Cambios en la composicion morfolégica del pasto Lolium perenne L.
asperjado con BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (T0),

una vez por semana durante siete semanas continuas. Los datos son promedio de n=5.

Los azlcares son sustratos esenciales en el esqueleto de carbono, el
metabolismo energético, y en la biosintesis de polimero en las plantas. En el presente
experimento se presentaron diferencias en el tiempo respecto al contenido de celulosa
y hemicelulosa en cada uno de los tratamientos, lo cual fue causado principalmente a
los cambios debido a la senescencia ya que una gran cantidad de macromoléculas se
degrada y se pierde (Lim et al., 2007).

Velasco et al. (2005) encontraron contenidos de 20.3 % de proteina total en
Lolium perenne a las 2, 4, 6 semanas de edad, y a medida que aumenté la edad de la
planta la degradacion in vitro de la materia organica se redujo. En el presente estudio el

contenido de proteina (nutrientes nitrogenados) promedio para los cuatro tratamientos
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fue 19.6 % (Cuadro 4). Ademas, los resultados reportados por Velasco et al. (2005)
sugieren gque para obtener los més altos rendimientos de materia organica digestible y
proteina, los cortes deben realizarse cada 4 semanas, lo cual coincide con el presente
experimento donde a los 30 DDC se observaron las mayores concentraciones de
nutrientes nitrogenados (31.63 %), pero sin diferencias estadisticas significativas (P >
0.05) entre los tratamientos (Cuadro 4). Para el presente estudio, a mayor edad la
cantidad de nutrientes nitrogenados disminuy6 (P < 0.05): 20.41 %, 14.91 %y 11.44 %
a los 60, 90 y 120 DDC; ademas, a los 60 DDC T3 mostré la mayor cantidad de
nutrientes nitrogenados (22 %), y el T1 tuvo 17.05 % a los 90 DDC y 12.72 % a los 120
DDC (Cuadro 4). Los valores se mantienen bajos comparados con los reportados por
Fulkerson et al. (2007), quienes mencionan que la proteina total contenida en el ballico
perenne es normalmente mas del 25 % y puede ser tan alto como 35 %. Esto pudo
deberse a que las plantas se desarrollaron en macetas en una mezcla de peat moss,

agrolita y suelo arenoso.

La FDN y FDA son variables importantes de la calidad del forraje, ya que afectan
el consumo de materia seca y la digestibilidad. La FDN tiende a ser menor en la lamina
que en el material de la vaina de los pastos y generalmente la fraccion de FDN aumenta
con el periodo de rebrote debido a la maduracion de la planta (Hoekstra et al., 2007).
De acuerdo con Fulkerson et al. (2007), en ballico perenne se encontrd un contenido de
52 % de FDN. EIl analisis de los resultados obtenidos en el presente experimento
muestra que el contenido de FDN no varia significativamente (P > 0.05) entre los
tratamientos (Cuadro 4). Para la FDA hubo una diferencia significativa (P < 0.05) porque
el valor mas alto (29.04 %) se observo en el testigo (sin BAP) comparado con el
tratamiento T1 (0.1 mM BAP) donde la FDA fue 27.32 % (Cuadro 4). Este resultado es
interesante porque muestra que la aplicacion de BAP a la concentracion de 0.1 mM
reduce la FDA, que es la fraccion que contiene la lignina y ademas es la menos

degradable.
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Cuadro 4. Contenido de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) y
nutrientes nitrogenados (NN) en Lolium perenne L. (%) asperjado con BAP 0.1 mM
(T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (TO0), una vez por semana durante
siete semanas continuas.

Tratamientos P<F
Variable EEM
T0 T1 T2 T3 Trat. Tiempo Trat*tiempo

FDN 55.1* 55.32 5524* 5593% 0583 0.763 0.001 0.155
FDA  29.04% 27.32° 27.9% 2845® 0287 0.015 0.001 0.064

NN 18.7% 20.08% 19.73* 19.88* 0.434 0.191 0.001 0.014

Medias con diferente literal en un renglén son diferentes (P < 0.05); EMM= Error
estandar de la media (n= 3). La prueba de Tukey se utiliz6 para la comparacion multiple
de medias.

La digestibilidad es definida como la cantidad de alimento que no aparece en las
heces y se considera que ese alimento ha sido absorbido. La poca digestibilidad de las
paredes celulares en gramineas forrajeras es un factor limitante en la utilizaciéon de
polisacaridos de la pared como fuentes de carbono y energia para los rumiantes.
Algunas paredes primarias no lignificadas, como las células parenquimatosas del
mesofilo, son casi completamente digeridos en el rumen, pero otras células lignificadas,
como las fibras, elementos de vaso del xilema y otras células lignificadas de los haces

vasculares, son resistentes a la digestion (Lam et al., 2003).

Cuadro 5. Degradacion in vitro (6, 12, 24 y 48 h) de Lolium perenne L. asperjado con
BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (TO), una vez por
semana durante siete semanas continuas.

Tratamientos (%) P>F

Degradacion

N Vi . Trat *
In vitro TO T1 T2 T3 EEM Trat. Tiempo

tiempo

30 DDC 0.44* 0.45% 0.43%* 0.46% 0.0088 0.2695 0.0001 0.4201
60 DDC 0502 0.43° 0522 0.53% 0.0074 0.0001 0.0001 0.0015
90 DDC 051% 045% 0.49% 0.49% 0.0134 0.0885 0.0001 0.5984
120 DDC 0.44% 0.44% 0422 0422 0.0081 0.2795 0.0001 0.2172

Medias con diferente literal en un renglon son diferentes (P < 0.05); EMM= Error
estandar de la media; DDC= Dias después del corte. La prueba de Tukey se utilizé para
la comparacién multiple de medias.
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Para la degradacion in vitro no hubo diferencias significativas (P > 0.05) entre
tratamientos para los periodos de muestreo de 30, 90 y 120 DDC. Solamente se
presentaron diferencias entre tratamientos a los 60 DDC: el tratamiento T3 (0.001 mM
citocinina BAP) obtuvo la mayor degradacion (0.53 %) respecto a los demas
tratamientos; mientras que el tratamiento T1 con la mayor concentracion de citocinina
BAP aplicada (0.1 mM) mostré el menor valor de degradacion (Cuadro 5) a pesar de
gue este tratamiento presentd la menor proporcion de FDA. Respecto a los periodos de
incubacion (6, 12, 24 y 48 horas), la degradacion fue aumentando conforme el tiempo
de incubacion se incrementd, como se muestra en el Cuadro 6. Cabe sefialar que los
tallos de ballico perenne tienen mayores contenidos de pared celular y son menos
digestibles que las hojas (Tas et al., 2006)

Cuadro 6. Degradacion in vitro (6, 12, 24 y 48 h.) de Lolium perenne L. asperjado con
BAP 0.1 mM (T1), 0.01 mM (T2), 0.001 mM (T3), y testigo sin BAP (T0), una vez por
semana durante siete semanas continuas. En cuatro muestreos iniciando a los 30 DDC
(dias después del corte) y con intervalos de 30 dias entre cada muestreo. Los datos son
promedio de n= 3.

Periodo de  Horas de Tratamientos

muestreo incubacion TO T1 T2 T3
6 0.23 0.26 0.23 0.25
30 DDC 12 0.34 0.36 0.34 0.37
24 0.50 0.51 0.50 0.53
48 0.67 0.65 0.65 0.67
6 0.29 0.26 0.31 0.30
12 0.40 0.31 0.43 0.44

DD
60 C 24 0.58 0.48 0.62 0.62
48 0.73 0.65 0.71 0.74
6 0.29 0.23 0.25 0.23
12 0.40 0.34 0.38 0.39
90 bbC 24 0.61 0.52 0.57 0.58
48 0.72 0.71 0.76 0.73
6 0.19 0.22 0.18 0.18
12 0.26 0.30 0.25 0.26

120 DD
0 = 24 0.56 0.54 0.56 0.53

48 0.75 0.68 0.70 0.72
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CONCLUSION GENERAL

El efecto de la citocinina BAP como promotor de crecimiento en Lolium perenne
L. fue evidente puesto que aumentd el crecimiento foliar neto y el crecimiento foliar
acumulado; asi mismo aument6 el contenido de proteina al aplicar 0.1 mM de BAP y
redujo la proporcion de FDA con respecto al testigo. Solamente a los 60 DDC cuando
fue asperjada con 0.001 mM de BAP, la citocinina incremento el nivel de degradacion in
vitro de ballico perenne. Sin embargo, la citocinina no redujo la senescenia foliar, ni tuvo

efecto en el contenido de pigmentos fotosintéticos.
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