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RESUMEN

La senescencia foliar es la tltima etapa del desarrollo de la hoja, se caracteriza
por una serie de cambios fisiologicos, bioquimicos y estructurales. Las hojas pierden
gradualmente clorofila, se desorganiza la maquinaria fotosintética y se reciclan los
productos de degradacion de las macromoléculas hacia otras partes en crecimiento
(hojas jovenes, flores, frutos) u organos de almacenamiento como el tubérculo en
Solanum tuberosum. Se conoce poco acerca de la relacion entre la senescencia foliar y
proceso del llenado del tubérculo. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la
senescencia foliar en dos variedades de papa con diferente ciclo bioldgico y relacionarlo
con el llenado del tubérculo. Se monitore6 el amarillamiento foliar en toda la planta a
partir de los 40 hasta 90 dias después de la siembra (DDS) con un SPAD-meter. Las
variables medidas fueron: indice de area foliar (IAF), indice de cosecha (IC), tasa de
crecimiento del tubérculo (TCT), contenido de almidon (método de antrona), contenido
de proteinas solubles totales, presencia de la subunidad grande de Rubisco LSU (SDS-
PAGE), integridad del ADN (geles de agarosa), estructura de la hoja y poblacion de
plastidios (histologia) en diferentes fechas de muestreos (50, 72, 93 DDS). Los datos se
analizaron estadisticamente con una comparacion de medias (Duncan 0.05 %). El IAF
mayor fue en Tollocan (7.61), el IC en Lupita fue de 0.85, la TCT mayor fue de 1.54 g
m™ dia”'(Tollocan). El contenido de clorofila disminuy6 de 2.54 a 0.22 ug mg PF™' en
Lupita y 1.91 a 0.39 pg mg PF' en Tollocan. La SDS-PAGE indic6 que la LSU
disminuy6 con la senescencia de la hoja. E1 ADN no mostré fraccionamiento durante
los primeros 93 DDS en las dos variedades. El espesor de hoja (256 um) fue mayor en
Tollocan, donde el parénquima esponjoso fue el que contribuyo en esta variable. La
poblacion de plastidios (no. plastidios celula ') en las variedades estudiadas fue similar
en el estado verde asi como en la reduccion de estos durante la senescencia. De acuerdo
con los resultados el contenido de clorofila foliar puede ser usado como un idicador del

llenado del tubérculo.

Palabras clave: ADN, cloroplastos, LSU, Rubisco, SDS-PAGE.
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SUMMARY

Leaf senescence is the final stage of leaf development, is characterized by a
series of physiological, biochemical and structural change. Leaves lose chlorophyll, the
photosynthetic machinery is disorganized and the degradation products of
macromolecules are recycled to other growing parts (young leaves, flowers, fruits) or
storage organs like tubers in Solanum tuberosum. Little is known about the relationship
between leaf senescence and the tuber-filling process. The objective of the present
research was to study leaf senescence in two potato varieties with different cycles and
its relation with the tuber-filling. Leaf yellowing of the whole plant was monitored from
the 40-90 days after sowing (DAS) with a SPAD-meter. The following variables were
measured: leaf area index area (LAI), harvest index (HI), tuber growing rate TCT,
starch content (anthrona method), total soluble proteins, presence of the large subunit of
Rubisco LSU (SDS-PAGE), DNA integrity (agarose gel), leaf structure and plastid
population (histology) on different sampling dates (50, 72, 93 DAS). The data were
statistically analyzed with a comparison of means (Duncan 0.05%). The largest LAI
(7.61) was observed in Tollocan, the Lupita’s HI was 0.85, the TGR for Tollocan was
1.54 higher g m™ day™ . The chlorophyll content in Lupita decreased from 2.54 to 0.22
pg mg PF and in Tollocan was 1.91 to 0.39 pg mg PF'. The SDS-PAGE indicated that
the LSU decreased as the leaf senescence. DNA fragmentation was shown during the
first 93 DAS in the two varieties. The leaf thickness (256 pum) was greater in Tollocan,
where the spongy parenchyma tissue was the principal contributor to this variable. The
plastid population (no. plastids cell ') in the studied varieties was similar in the green
stage as well as its reduction during senescence. Accordig with my results the leaf

chlorophyll content can be used as an indicator of the tuber-filling.

Key words:, cloroplast, DNA, LSU, Rubisco SDS-PAGE.
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C API TUL O 1

La senescencia foliar y los componentes del rendimiento en las

variedades de papa (Solanum tuberosum L.) Lupitay Tollocan.



1. RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum) es el cuarto cultivo alimenticio mas importante en
el mundo, pertenece a la familia de las Solanaceas, la cual tiene importancia econdmica.
Presenta tres tipos de tallos: 1) aéreo, 2) estolon que es subterraneo y 3) el tubérculo
que es un tallo subterraneo modificado para reserva. La papa es originaria del Perti y se
distribuyé mundialmente después de la conquista espafiola y para su propagacion su
utiliza el tubérculo. Las variables que propician la tuberizacién son el fotoperiodo,
temperatura, concentracion de sacarosa, genotipo, edad fisioldgica y niveles bajos de
nitrégeno. Durante la senescencia foliar, las macromoléculas se metabolizan a sus
componentes basicos y se transportan hacia sitios de demanda como son las zonas
meristematicas o hacia los sitios de almacenamiento como el tubérculo de papa.

Poco se conoce de la relacion entre la senescencia foliar en Solanum tuberosum
y el llenado del tubérculo por lo que el presente trabajo tuvo como objetivo analizar la
senescencia y el rendimiento de la papa en dos variedades con diferente ciclo bioldgico.

La siembra se realizé el 1 de septiembre de 2008 en el Programa Nacional de
Papa. Se monitore6 la senescencia en toda la planta a partir de los 40 DDS. Se
realizaron tres muestreos durante su ciclo biologico (50, 72 y 93 DDS), en cada
muestreo las plantas se separaron en tubérculo, tallo, peciolo y hoja. Se midi6 el
contenido de proteinas solubles totales y se separaron por electroforesis (SDS-PAGE).

Los resultados de la distribucion de la materia seca, en la parte aérea de la planta
mostraron que los asimilados se concentraron mas en la lamina, presentando mayores
valores acentuandose la variedad de ciclo intermedio (Tollocan).

Paralelamente se midi6 el contenido de almidon en el tubérculo, materia seca
por componente botanico (tallo, peciolo, lamina y tubérculo), tasa de crecimiento del

tubérculo y biomasa, indice de area foliar (IAF) e indice de cosecha (IC). Los resultados



se analizaron estadisticamente con una comparaciéon de medias (Duncan 0.05 %) entre
dias y variedades. Los resultados indican diferencias en el contenido de clorofila, en la
biomasa, tasa de crecimiento del tubérculo. La presencia de la enzima Rubisco
disminuyo6 al envejecen las hojas. El IC de la var. Lupita fue mayor, que la var.
Tollocan. El IAF fue mayor en la variedad intermedia en las tres fechas de muestreo
(50, 72 y 93 DDS).

Se concluye que ambas variedades pierden sus pigmentos fotosintéticos de
manera exponencial, la var. Lupia degrada mas rapido la clorofila que la var. Tollocan.
La var. Lupita tuvo mayor contenido de clorofila y mayor abundancia de la LSU. En el
caso de las hojas de cada variedad de papa, presentaron caracteristicas que responden a
las necesidades de acuerdo al ciclo biolégico, como un IAF alto (Tollocan) o una mayor

concentracion de clorofila (Lupita).



2. ANTECEDENTES
2.1 Biologia de Solanum tuberosum (L.)

2.1.1 Descripcién boténica. La papa (Solanum tuberosum L.) pertenece a la
familia Solanaceae, grupo de plantas que presentan especies de interés econdmico
como: el chile (Capsicum spp.), berenjena (Solanum melongena L.), tabaco (Nicotiana
tabacum L.), jitomate (Lycopersicum esculentum), tomate (Physalis phyladelphica
Lam.), petunia (Petunia spp.), huele de noche (Cestrum nocturum L.), copa de oro
(Solandra spp.) y belladona (Atropa belladona L.) (Calderén y Rzendowski, 2001). En
S. tuberosum se reconocen dos subespecies: andigena y tuberosum (Huaman, 1986): la
primera esta restringida en la region de los Andes, mientras que la segunda es cultivada
en todo el mundo (Bayer, 2008). La papa es una planta herbacea perenne que se
comporta como anual. Es perenne debido a que presenta yemas de crecimiento en el
tubérculo que son capaces de dar origen a otra planta genéticamente igual a la planta
madre; es anual porque al finalizar su ciclo de vida, la parte aérea muere (Rodriguez-
Falcon et al., 2006).

Desde el punto de vista botanico S. tuberosum presenta flores bisexuales con los
cuatro elementos esenciales de una flor completa: caliz, corola, estambre y pistilo. La
flor es pentamera, con pétalos de distintos colores (blanco, azul claro, rojo, morado con
diferentes tonalidades). El ovario stpero, bilocular y placentacion axilar; al ser
fertilizado el ovario se convierte en un baya, la cual generalmente es esférica de color
verde aunque llega a tener pigmentaciones; el nimero de semillas contenidas en el fruto
llegan a ser 200 (Huaman, 1986). Las hojas son compuestas de tres a cinco foliolos, la
filotaxia en espiral, con un peciolo terminal y foliolos laterales secundarios o incluso
terciarios. La epidermis presenta tricomas simples y glandulares de cabeza pluricelular

(Salas et al., 2003). Los tallos subterraneos o estolones son tuberosos, las raices



derivadas de los tubérculos salen de los nudos también llamados ojos del tubérculo
(Rubio et al., 2000). Las semillas botanicas son pequefias (menores a 1 mm), ortodoxas,
poco viables, aplanadas lateralmente, con testa delgada, embrion curvo (campildtropo).
Las plantas de papa pueden desarrollarse a partir de semilla botanica que al germinar
forman una raiz axonomorfa con ramificaciones laterales (Huaman, 1986) raices muy
delgadas y débiles que sostienen a una plantula de poco vigor. Por lo anterior el
tubérculo se utiliza como semilla agronémica para su propagacion, ya que los brotes
que se generan de sus yemas son vigorosos y abundantes.

La papa muestra tres tipos de tallos: a) el aéreo, que sostiene a las hojas de
forma triangular o circular visto en corte transversal; b) el estolon, que es un tallo
modificado subterraneo y c) el tubérculo que es un tallo engrosado subterraneo el cual
presenta yemas axilares, por medio de las cuales se origina una nueva planta (Salas et

al., 2003; Rodriguez-Falcon et al., 2006) (Figura 1).



i Inflorescencia
\ 1
Flor —— —--L\ Py oo 8% |
, (A ————- S
W =
Frutos v Y o e Foliolo
Ho & | ‘
3 #"-'""‘F--

EE O i .ﬂ' 2
~ AL ‘ (-~ Tallo principal
st
Tallo lateral =~ W | '! 3
. e
S ‘- |I
Estolon

Tubércule ‘ ] — +«—— Raiz
| N

Figura 1. Componentes morfoldgicos de la planta de papa (S. tuberosum L.). Huaman
1986.



2.1.2 Origen. El centro de origen de la papa son los Andes, en las cercanias del
lago Titicaca, en la zona de Machupichu, (2,500 y 4,000 m) Pera. Existe evidencia de
que la papa silvestre se consumia en la parte norte del lago Titicaca. Posteriormente la
papa se domestico por los Quechuas nativos de los Andes. Durante la conquista
espafiola, la papa fue llevada a numerosos paises de Europa y el resto del mundo,
convirtiéndose en un importante cultivo. En la época actual el continente Americano

cuenta con 200 especies de papas silvestres (FAO, 2008; Bayer, 2008).

2.1.3 Distribucion. La papa se disperso fuera de los Andes después que los
espafioles conquistaron al imperio Inca (1532-1572). Las caracteristicas del tubérculo
facilitaron su traslado y cultivo fuera del continente, presentindose una excelente
adaptacion del cultivo a nuevos ambientes y condiciones. En 1565 se introdujo en las
Islas Canarias, en 1573 en la peninsula Ibérica, después a Francia y los Paises Bajos. En
la década de 1770, Europa entr6 en una hambruna y se reconoci6 a la papa como un
cultivo que daba seguridad alimentaria. En 1815 fue un cultivo importante en el norte
del continente; entre los afios de 1844 y 1845, los cultivos fueron afectados por el
hongo (Phytophthora infestans Mont.), esto condujo a la pérdida de los cultivos siendo
Irlanda el pais que mas sufrio de este problema, ocasionando la muerte de un millon de
personas por hambruna y otro millon migr6 a tierras Americanas. La papa llega al
continente asiatico (Japon, China e India) gracias a los marinos, debido a que
encontraron en ésta un alimento practico y seguro para sus travesias (Bayer, 2008). Fue

hasta el siglo XX en que la papa se cultivo al nivel mundial (FAO, 2008).

2.1.4 Ciclo de bioldgico. En la siembra de papa se usa el tubérculo-semilla por

las ventajas agrondmicas que representa, ademds de conservar las caracteristicas de la



variedad de interés. A escala comercial se usa el tubérculo-semilla de tamafio pequefio
(30-40 g) (FAO, 2008). Debe pasar un periodo de latencia antes de la siembra del
tubérculo, cuando ésta se pierde aparecen los primeros brotes en la yema apical, seguida
de los brotes laterales. En la etapa de emergencia aparecen los tallos subterraneos,
provenientes de los brotes basales del tubérculo, y el tallo aéreo originado del apice
dominante. Los estolones se forman de las yemas de los nudos de los tallos en ausencia
de luz. Cada tallo principal termina su ciclo cuando ocurre la floracion y fructificacion
(Segura et al., 2006). El tubérculo se forma cuando la punta del estolon comienza a
ensancharse, convirtiéndose en la principal demanda de los fotoasimilados de las hojas.
La parte aérea crece, se ramifica, forma follaje y produce flores; después de la floracion

se inicia su senescencia y luego muere para terminar su ciclo.

2.1.5 Ciclo biol6gico de las variedades. El periodo (nimero de dias) de
crecimiento del cultivo de la planta depende del inicio de la tuberizacion (Borrego et
al., 2000). Se han clasificado tres tipos de ciclo de vida en los que el llenado del
tubérculo esta implicado: a) ciclo corto, donde el llenado del tubérculo ocurre antes de
los 90 dias después de la siembra (DDS); b) ciclo intermedio, entre los 90 y 120 DDS y
¢) ciclo tardio, de 120 a 180 DDS

(http://research.cip.cgiar.org/potato/GR/table.php?grp=allPV &tmpl=potato&frmt=html)

2.2 Importancia econdémica

Nivel mundial. La papa es el cuarto cultivo de importancia alimenticia a nivel
mundial, después del maiz (Zea mays L.), arroz (Oriza sativa L.) y trigo (Triticum
aestivum L.) (Jackson, 1999). La papa es una fuente importante de almidon, alcohol y

materia prima en la industria de frituras (Rodriguez-Falcon et al., 2006). Se consume en



130 naciones y en muchos lugares se le considera como producto basico. En el afio
2007, se tuvo una cosecha mundial de 321 millones de t, de la cual 70% de la
produccion proviene de los paises desarrollados. De acuerdo con las estadisticas de la
FAO los paises mayores productores y consumidores son: China (72, 000,000 t), la
federacion Rusa (36, 000,000 t) y la India (26, 000,000 t). Hasta el afio 1990, los
principales productores del tubérculo se concentraban en Rusia, América del Norte y
Europa; ahora la demanda ha ido en aumento y como consecuencia varios paises se
suman en la produccion de la papa. Por ejemplo, los paises en desarrollo lograron en el
ano de 1995 una mayor produccion, comparada con los paises desarrollados (FAO,
2008).

Nivel nacional. De acuerdo con los datos de INEGI (2006) en México, se
tuvieron en promedio 64,853 ha para siembra de papa, entre el afio 2000 y 2005; de las
cuales en promedio se produjeron 1,590,272 t, siendo el estado de Sinaloa el principal
productor del tubérculo, con un promedio de 310,426 t; seguido de los estados de
Sonora y Chihuahua, con 216,436 y 185,377 t. El resto de la produccion se reparte entre

los demas estados de la republica Mexicana.

2.3 Importancia nutricional

La papa es rica en almidones, su contenido de proteinas es similar a los cereales,
es una fuente de fibra y el contenido de grasa es bajo. Por ejemplo un tubérculo
mediano (5 cm), aporta casi la mitad del requerimiento diario de vitamina C para un
adulto (Rodriguez-Falcén, 2006). De cada 100 g de peso fresco el 82% es comestible,
contiene fibra (0.5 g), proteina (1.6 g), calcio (13 mg), hierro (13 mg), acido ascoérbico
(15 mg), tiamina (0.1 mg), niacina (1.1 mg) y un provee un promedio de 76 kcal

(INEGI, 2006; Mullins et al., 2006).



2.4 Principales condiciones que inducen la tuberizacion.

La tuberizacion es el proceso por el cual los 6rganos subterraneos se desarrollan
a partir de un tallo. Los tubérculos son tallos modificados (estolon), los cuales se
hinchan y presentan entrenudos cortos. El estolén se desarrolla en la base del tallo
principal y es a partir de este 6rgano que se forma el tubérculo (Rodriguez-Falcon,
2006). Cuando los factores no favorecen la tuberizacion, los estolones crecen hacia
arriba y se forma un tallo aéreo normal (Jackson, 1999). Las variables que propician la
tuberizacién son: fotoperiodo, temperatura, niveles altos de sacarosa, genotipo, edad
fisiologica y niveles bajos de nitrogeno (Rodriguez-Falcon, 2006; Viola et al. 2001;

Jackson, 1999).

2.4.1 Fotoperiodo. El proceso de tuberizacion se induce cuando la duracion del
dia es menor de 8 h de luz y se inhibe cuando el periodo es de 14 h. Lo importante es la
duracién sin interrupcion del periodo de obscuridad segiin Jackson (1999). Se menciona
que las hojas sometidas a un periodo de 8 h luz (condiciones inductoras), se injertaron
en tallos con 16 h luz (condiciones no inductoras), el resultado fue que las plantas
produjeron tubérculos; en cambio, las hojas bajo condiciones no inductoras y el injerto
bajo condiciones inductoras, no tuberizaron. La conclusion fue que las hojas son las

responsables de activar el proceso de tuberizacion (Rodriguez-Falcon et al. 2006).

2.4.2 Temperatura. La tuberizacion se induce con bajas temperaturas, esto se
encuentra relacionado con el fotoperiodo, debido a que el ambiente estd menos
expuesto a la radiacion y se mantiene por menos tiempo al calor (Rodriguez-Falcon,
2006). Timlin et al. (2006) menciona que la temperatura alta (mayor a 30 °C) reduce la

eficiencia de fotosistema Il y se inhibe la enzima Rubisco; esto afecta la acumulacion



de fotosintatos en los tubérculos y se favorece la demanda de otras partes de la planta.
En experimentos previos se concluyd que a 30 °C tuvo efecto negativo en la
tuberizacion debido al crecimiento de los estolones hacia arriba, produciendo mas tallos
aéreos; en cambio, cuando a los estolones se les proporciono un ambiente frio,
comenzaron a tuberizar. Algunas evidencias apuntan que el efecto inhibitorio por
temperaturas altas, es mediado por el 4cido giberélico (GA), la presencia de GAjz reduce
la enzima que se encarga de sintetizar el almidon; la inhibicién de la enzima que
sintetiza el GA permitié la tuberizacion (Jackson, 1999). Las investigaciones han
demostrado que las concentraciones de giberelinas en la planta, cambian la respuesta de

la planta a las sefiales ambientales Mauseth (2003).

2.4.3 Genotipo. Algunas variedades silvestres estan adaptadas a regiones
ecuatoriales, donde el fotoperiodo permanece por 12 h y las temperaturas son bajas
durante la noche (condiciones favorables para algunos genotipos); en cambio, no
prosperan en ambientes templados o calidos. Por ejemplo, las variedades chilenas se
adaptan mejor a sitios con dias mas largos de las regiones templadas (Rodriguez-Falcon

etal., 2000).

2.4.4 Niveles bajos de nitrogeno. Se ha observado que los niveles elevados en
N prolongan el crecimiento vegetativo; en cambio, una deficiencia provoca una
senescencia prematura de las hojas (Giletto et al., 2003). Una concentracion alta de
carbohidratos, en las hojas, en forma de azucares o almidones, favorece la formacion
del tubérculo; mientras que los niveles altos de nitrogeno promueve el crecimiento de

nuevas estructuras vegetativas y los carbohidratos disponibles en ese momento se
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utilizan para el crecimiento de las partes vegetativas nuevas y se reduce la tuberizacion

(Jackson, 1999).

2.5 Formacion del tubérculo

Los estolones experimentan cambios en sus patrones de division celular; en un
principio las divisiones se observan en la region apical y sub-apical, como resultado de
esto se alarga el estolon (crecimiento longitudinal). Al iniciarse la tuberizacion cesa la
actividad mitética de la zona apical y se forma una estructura llamada gancho donde
comienza a acumularse proteinas y almidones, es en este sitio donde se formara la
futura papa (Viola et al., 2001) y se incrementa la expansion y actividad mitdtica en
sentido radial promoviendo el ensanchamiento del tubérculo (Figura 2). La piel de la
papa forma una peridermis desde estadios muy tempranos; el felégeno se forma de
divisiones periclinales de las células epidérmicas, este meristemo secundario formara el
suber o corcho de la piel, dandole al tubérculo una apariencia aspera en la superficie

(Salas et al., 2003).

2.6 Translocacion de macromoléculas durante la

senescencia foliar

Los organos de la planta que producen carbohidratos como producto de la
fotosintesis se les denomina “fuente” y los sitios que atraen y acumulan los fotosintatos
se les conocen como “demanda”; asi la flor, el fruto, raiz y tubérculo se les consideran
como organos demanda (Mauseth, 2003). La distribucion de los fotosintatos dentro de
la planta estd influenciado por el tamafio del 6rgano demanda (Tekaling y Hammes,
2005). Durante la senescencia foliar, las macromoléculas (lipidos, carbohidratos,

proteinas y acidos nucléicos) se metabolizan a sus componentes basicos y se transportan
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hacia sitios de demanda (Clark et al., 2004) o se movilizan hacia los sitios de

almacenamiento, como el tubérculo en desarrollo (Buchanan-Wollastone et al., 2003).
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Figura. 2. Estolon de la planta de papa previo a la tuberizacion. La flecha indica el
gancho en el apice, el sitio donde se formara la futura papa o tubérculo.
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3.0BJETIVOS

Objetivo general
Estudiar la relacion entre la senescencia foliar y el llenado del tubérculo en dos
variedades (Lupita y Tollocan) de papa (Solanum tuberosum L.) con diferente ciclo

biologico.

Objetivos especificos

Estudiar la senescencia foliar de las var. Lupita y Tollocan, evaluando el verdor
relativo, pigmentos fotosintéticos, contenido de proteinas solubles totales y abundancia
relativa de la subunidad grande de la Rubisco (LSU)

Estudiar los componentes del rendimiento (peso fresco y seco del tubérculo,
biomasa aérea y nimero de tubérculos por planta) y contenido de almidén durante la
senescencia y llenado del tubérculo en las variedades de papa Lupita y Tollocan.

Relacionar la senescencia foliar con el llenado del tubérculo y los componentes

del rendimiento de la var, temprana Lupita y la var. intermedia Tollocan.
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4 . HIPOTESIS
Las dos variedades Lupita y Tollocan, con diferente ciclo bioldgico, tienen
patrones de senescencia foliar distintos que influyen en el llenado del tubérculo.
La variedad Lupita llena el tubérculo en un tiempo menor que la variedad
Tollocan, respuesta relacionada con un mayor contenido de pigmentos fotosintéticos y

de la LSU de la Rubisco.
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5.MATERIALES Y METODOS
5.1. Obtencidn de plantas

Se trabajaron con dos variedades de papa con diferente ciclo biologico. La
variedad Lupita de ciclo corto tarda aproximadamente 72 DDS en completar su ciclo; es
una variedad con tubérculos de piel roja, creada en México y liberada en 1980. La var.
Tollocan, es de ciclo intermedio, que oscila entre 90 y 120 DDS, el tubérculo es de piel
amarilla (Rivera, 2008). El material fue proporcionado por el Programa Nacional de
Papa del INIFAP-Metepec, estado de Mexico, por el fitomejorador Ing. Victor
Magallanes Gonzalez.

Se sembraron semillas-tubérculo el 1° de septiembre del 2008, en macetas de 15
cm de diametro con una capacidad de 1.5 L. El medio de soporte fue tierra de la
localidad de Atocpan, Estado de México. Las plantas se mantuvieron bajo condiciones
de invernadero, éstas se fertilizaron cada 15 dias con mezcla papera (170 N, 210 P, 170
K), la solucién se prepard con 200 g de fertilizante en 20 L de agua. Las plantas de 30
DDS se colocaron en invernaderos del Programa Nacional de Papa, Metepec Toluca.
Un total de 20 plantas (repeticiones) de cada variedad se colocaron en un disefio
completamente aleatorio en un invernadero del Programa Nacional de Papa, Metepec,
Estado de México. Las plantas se regaron con agua corriente cada tercer dia. Un

promedio de cinco plantas por variedad se muestrearon a los 50, 72 y 93 DDS.

5.2 Rendimiento bioldégico y agrondmico
El rendimiento biolégico también conocido como biomasa de la parte aérea es el
peso seco total de la planta (Escalante y Kojashi, 1993). En el caso de la papa, el

rendimiento agronémico es el peso fresco del tubérculo por planta. En cada fecha de
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cosecha se obtuvieron los tubérculos por planta de cada variedad y se midieron los
pesos frescos de cada uno de los tubérculos.

En cada fecha de cosecha (50, 72 y 93 DDS) las partes (tallo, peciolo, lamina,
tubérculo) de la planta se separaron. Los componentes aéreos (tallo, peciolo, [amina) se
mantuvieron en una estufa a 70 °C, durante 72 h hasta obtener peso seco constante. Las
muestras se pesaron en una balanza digital de precision (Pionner Ohaus PA 313). En el
caso del tubérculo, se midié el peso fresco por planta en una balanza de precision
(Pionner Ohaus PA 313), luego se rebanaron y secaron en una estufa de doble
circulacion hasta obtener peso constante.

La tasa relativa de crecimiento del tubérculo (TCT) se calculd de acuerdo con la

formula de Tekaling y Hammes (2005).

ter= L (12=TD
AS (t2-t1)

Donde: AS es el 4rea de siembra expresado en m?, T2 y T1 es el peso seco de los

tubérculos en el tiempo uno (t1) y tiempo dos (t2) a la cosecha del tubérculo.

5.3 indice de area foliar (1AF)

Para la medicion del area foliar se adecud el método indirecto de trazado del
contorno de las hojas en papel ordinario, recorte y pesada (Escalante, 1993) y
modificado posteriormente por Sanchez-Bernal et al. (2008). Se trazaron diez
cuadrados de 9 cm? de lamina foliar de cada variedad, sumando en total 90 cm®. Los
cuadrados se dejaron secar en la estufa hasta peso constante. Después se sumaron los
pesos secos de los diez cuadrados por variedad y con este resultado se realizé la

relacién de peso seco de la lamina por el 4rea conocida de la lamina (90 cm?). En cada



fecha de cosecha se obtuvo el peso seco de la lamina por variedad. Para calcular el IAF
se uso de la siguiente formula:

(&rea foliar por planta)(densidad de poblacidénen el area de siembra)
area de siembra

IAF =

5.4 indice de cosecha
La variable de indice de cosecha (IC) se determind con la formula de acuerdo

con Escalante y Kohashi (1993).

_ Pesoseco del tubérculo
Biomasa

IC

5.5 Cuantificacion de almidon

Esta variable se mididé a los 50, 72 y 93 DDS. Para obtener una mezcla
homogénea de cada repeticion se tomaron submuestras de todos los tubérculos de la
planta. Se pesaron 200 mg de tejido y se maceraron en 10 mL de alcohol etilico 80%. El
macerado se coloco en un tubo de 50 mL con tapa y se mantuvo en bafio maria por 20
min; se elimind el exceso de etanol y se agregaron 2 mL de HCI 1IN luego el tubo se
calent6 hasta ebullicion (98°C) en una cama de arena de cuarzo durante 60 min, luego
se llevo a un volumen de 10 mL con agua destilada. El extracto se filtr6 con papel
Waltman (No. 1). Para determinar la concentracion de glucosa se construy6 una curva
estandar usando una solucion de glucosa (200 pg mL™). Se elabord una curva patron
con cinco concentraciones de glucosa (0, 40, 80, 120 y 160 ug), en cada tubo se
agregaron 4 mL de la solucion de antrona (0.2%) en acido sulfurico concentrado y el
resto con agua desionizada para dar un volumen final de 5 mL. Se dejo incubar por 5
min y se midi6 la absorbancia a 620 nm (JENWAY, 6405). Para calcular la cantidad de

almidon se us6d un factor de correccion de 0.95. La molécula de glucosa tiene un peso
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de 180 g/mol y la suma de dos moléculas es 360 g/mol, durante la unién de dos
moléculas de glucosa se desprende una molécula de agua (18 g/mol) entonces la
molécula sintetizada tiene un peso de 342 g/mol, asi el factor de correccion queda de la

siguiente manera 342/360=0.95.

5.6 Pigmentos fotosintéticos

5.6.1 Cuantificacién quimica de clorofila. Se extrajo un disco (1 cm diametro)
de tejido foliar fresco, con ayuda de un sacabocados. El disco se pes6 en una balanza de
precision (Pionner Ohaus PA 313) y se macer6é con 2 mL de acetona 80%, luego se
vacio en un tubo graduado de 15 mL y se llevo a 4 mL con acetona 80%, se centrifugd a
840 g durante 3 min y se recuperd el sobrenadante. Se realizaron lecturas a 470, 646 y
663 nm en un espectrofotometro (JENWAY, 6405). Se calculd el contenido de la
clorofila a (Chl a) clorofila b (Chl b) xantofilas y carotenoides (x+c) de acuerdo con las
formulas de Lichtenthaler y Wellburn (1983). Los resultados se expresan en mg mL™" de
extracto y posteriormente se calcul6 la clorofila en funcién de su peso fresco (PF) (ug
chl mg PF ).

Chla =12.21 A663 -2.81 A646
Ch]b =20.13 A646 -5.03 A663

x+c =1000 A470 — 3.27 C, —107 Cy,

229

5.6.2 Medicion relativa de clorofila (SPAD-meter). El verdor de las hojas
puede ser evaluado indirectamente en campo con un medidor relativo de clorofila

(SPAD-meter, Minolta 502) (Figura 3A). Este instrumento proporciona unidades
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arbitrarias usando la transmitancia de la luz de una hoja en el rango de absorcion de las
clorofilas (645 nm). Este instrumento requiere ser calibrado mediante la regresion entre
los valores SPAD y su respectivo valor quimico de pigmento (ug chl mg PF™). De esta
manera puede predecirse la concentracion de pigmento para cada valor SPAD. Para el
caso de la papa se tomaron discos (1 cm de diametro) de hojas maduras (verdes) y con
diferentes grados de senescencia (grados de amarillamiento) reflejados en unidades
SPAD (0 a 43.9) de cada variedad. Se realiz6 la extraccion y cuantificacion quimica de
los pigmentos fotosintéticos para la calibracion del SPAD-meter; se tomaron 35 valores
que representaron la gama de verdor, desde el verde (43 unidades SPAD), hasta el
amarillo (< 1 unidad SPAD) (3B, C, D). Con los resultados obtenidos se relaciono la
concentracion quimica de pigmentos con las unidades SPAD de la misma muestra.
Mediante una regresion de los datos y se obtuvo la ecuacion de la recta para cada

variedad.
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Figura 3. Medidor relativo de clorofila y diferentes grados de amarillamiento. A)
Medidor de clorofila portatili SPAD-meter Minolta 502, B) hoja en estado verde (41
SPAD), C) hoja con senescencia temprana (23-26 SPAD) D) hoja con senescencia
tardia (<5 SPAD). En B, C, D la var. fue Lupita.
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5.6.3 Monitoreo de la senescencia en toda la planta. Se monitoreé el verdor
de las todas las hojas de la planta a partir de los 40 DDS. Se realizaron lecturas
periddicas (cada 10 dias) hasta la marchitez de la planta, realizdndose lecturas a los 40,
50, 60, 70, 80 y 90 DDS. En cinco plantas de cada variedad se midié el verdor foliar
calculando el promedio de la lectura SPAD en la region basal, parte media y apical de

cada lamina de todas las hojas en una planta.

5.7 Proteinas foliares

5.7.1 Extraccion de proteinas solubles totales. Se realizaron muestreos en
hojas del quinto nudo; cinco repeticiones por variedad, a los 39, 50, 72 y 93 DDS. Se
pesaron 150 mg de tejido fresco en una balanza precision (Pionner Ohaus, PA 313). Las
muestras se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta el momento de procesarse. La
extraccion se realizdo de acuerdo a Makino (1983). El tejido se macerdo en 1 mL de
solucion amortiguadora de fosfatos (50 mM, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 12.5%
glicerol, pH 7.5) y se centrifugd (Eppendorf, Minispin plus 120 VAC) a 13000 g por 10
min. El sobrenadante se uso para la cuantificacion de proteinas solubles totales en el
espectrometro Nanodrop (Thermo scientific, NanoDrop Modelo 1000) segun protocolo
descrito por el fabricante. Este aparato calcula directamente la concentracion de
proteina en un 1 pL de extracto sin necesidad de mayor procesamiento de la muestra.
La lectura se realizé a 230 nm, que es la longitud de onda seleccionada para la lectura

de proteinas soluble totales.

5.7.2 SDS-PAGE para la LSU de la Rubisco. Después de la extraccion de las
proteinas solubles, se tomaron 100 pL del extracto y se mezclaron con 100 pL de la

solucion amortiguadora (Tris-HCl 50 mM, 1% SDS, 2% de B-ME, 12.4% de glicerol,
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pH 6.8). La muestra se puso a ebullicion en un bafio seco (Labnet, Digital Dry Bath
D1100) por 5 min, luego se centrifugé a 8000 g (Eppendorf, Minispin plus 120 VAC)
por 2 min a 20 °C, y se desecho el precipitado. El sobrenadante se utilizo para correr el
gel SDS-PAGE. El gel resolutivo tuvo una concentracion de poliacrilamida del 12% y
el concentrador de 4%, éstos se prepararon de acuerdo por Laemmli (1970). Cada pozo
en el gel se cargd con 40 pg de proteina. Se utilizd un marcador molecular de bajo
rango (113, 93, 50, 35, 28 y 21 kDa, BioRad). Los geles se montaron en un sistema
vertical (Mini-Protean II Bio-Rad) y se corrieron a 20 mA por 2 h con una fuente de
poder (Power PAC 3000, BioRad). Se tifieron con azul de Coomassie 0.1% preparado
en etanol, agua y acido acético (5:4:1). Los geles se destifieron con una solucion de
agua, etanol y acido acético (67:25:8), durante 30 min para eliminar el exceso de
colorante.

Para calcular el tamafio de las proteinas reveladas en los geles, se midi6 el Rf de

las mismas con la siguiente formula:

dx
Rf:%

Donde: dx= distancia que recorre la molécula de interés, dt= distancia total
recorrida por el frente del gel. Posteriormente se graficd el Log del peso molecular de
las moléculas conocidas (marcador) con la migracion (Rf). De esta manera se obtuvo

una grafica en la cual se estimo el tamafio de las proteinas de las muestras.

5.8 Diselo experimental

El disefio experimental fue de dos factores completamente aleatorio; un factor
fueron las variedades utilizadas y el segundo fueron las diferentes fechas de muestreo.
Las plantas, de las dos variedades, se distribuyeron de manera aleatoria en un bancal del

invernadero, con cinco repeticiones. Se utilizo este disefio debido a que las unidades
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experimentales eran homogéneas al igual que el sustrato en donde crecieron. Se realiz6
un analisis de varianza (ANOVA) con los datos de clorofila y se hizo una comparacion
de medias por medio de Duncan (p<0.05) usando el paquete estadistico SAS version 9.0

Institute Inc. Cary, NC, U.S.A.
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6.RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Rendimiento biol6gico y agrondmico. La var. Lupita produjo menos
materia seca en la parte aérea, comparado con la var. Tollocan, el analisis estadistico
mostr6 diferencia significativa (p=0.0001) entre variedades. La materia seca de la var.
Lupita disminuy6 en el tiempo; a los 50 DDS la planta acumulé méas materia seca en los
tallos (Figura 4A), sin embrago, a los 72 y 93 DDS, la mayor cantidad se acumul6 en la
lamina foliar; esto es importante debido a que las hojas son los sitios donde se sintetizan
la mayoria de los fotoasimilados que posteriormente serdn enviados hacia las partes de
almacenamiento (Aerts y Chapin, 2000). Durante la senescencia foliar algunos
componentes de la hoja (proteinas y carbohidratos) se reciclan, contribuyendo al
crecimiento del 6rgano demanda, que en este caso fue el tubérculo en crecimiento. Se
menciona que los frutos son los principales 6rganos demanda, por ejemplo en los
citricos la sacarosa es el principal compuesto de transporte de carbono por via floema;
en los cereales la tasa fotosintética neta (70-80% que contribuye al desarrollo de los
granos) es relativamente alta (Chen et al., 2002); también se ha documentado que el
fruto de Lycopersicum esculetum en crecimiento es una fuerte demanda de
fotoasimilados, presentandose un patrén de crecimiento de tipo sigmoidal (Wang et al.,
1993). La Figura 4B muestra una tendencia de disminucion en el contenido de materia
seca durante la senescencia. En la literatura se menciona que las hojas palidecen antes
de quedar totalmente senescentes, se vuelven mas delgadas y cambia el angulo de la
hoja (Rodriguez-Falcon et al., 2006).

En Tollocan la materia seca fue mayor en el follaje, esto es importante debido a
que se invierte mas energia en las hojas y tallos que en la var. Lupita, quiza porque su
ciclo es mas largo que Lupita. La acumulacion de materia seca en el follaje de la var.

Lupita fue menor, esto podria estar relacionado con un ciclo biolégico mas corto porque
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tiene que canalizar los fotoasimilados al tubérculo. La Figura 4A y 4B muestran una
diferencia en el contenido de materia seca entre las variedades. El analisis estadistico
indica que existe una diferencia significativa entre ellas (p=0.0001), la que menos
acumula es la variedad de ciclo corto (2.05 g por planta) y la variedad que mas acumula

es la de ciclo intermedio (4.31 g por planta).
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Figura 4. Distribucion de materia seca por componente morfolégico durante un ciclo de
93 dias (n=5). A) var. Lupita, B) var. Tollocan.
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El Cuadro 1 sintetiza las mediciones que se realizaron en los tubérculos
muestreados. El nimero de tubérculos de la var. Tollocan fue similar a los 50 DDS y a
los 93 DDS, esto muestra que la formacién de todos los tubérculos se produjo durante
los primeros 50 DDS y que posteriormente estos mismos sélo aumentaron de peso
(Cuadro 1). En cuanto al peso fresco (PF) de los tubérculos, se observo que Tollocan
los presenté mas pesados que los de Lupita. La tendencia en las dos variedades fue a
incrementar el PF hacia la Gltima fecha de muestreo; en cambio, el peso seco presentd
una tendencia diferente: en un principio la var. Lupita acumulé mas materia seca en el
tubérculo (5.86 £ 0.49 g) que la Tollocan (5.11 £ 1.26 g), sin embargo el andlisis
estadistico no mostré diferencias significativas (p=0.03), solo hasta los 93 DDS.

Los tubérculos de la var. Lupita a los 50 DDS tuvieron en promedio 20 mm de
diametro, menor al mostrado en la var. Tollocan (22 mm); a los 72 DDS los tubérculos
de la var. Lupita tuvieron en promedio 26.4 mm de didmetro y la var. Tollocan 24.1
mm, en la ultima fecha de muestreo (93 DDS) en ambas variedades los tubérculo
tuvieron un diametro similar (31 mm) (Figura 5, 6 y 7). La TCT indica cuanto crece el
organo por dia y por metro cuadrado de siembra. El Cuadro 1 muestra que la mayor
TCT la present6 la var. Tollocan, en Lupita la TCT fue mayor a los 93 DDS. Tollocan

acumuld mas biomasa que Lupita, respuesta asociada a un ciclo biologico mas largo.
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Figura 5. Tubérculos de 5 plantas del primer muestreo (50 DDS). A) var. Lupita,
B) var. Tollocan.
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Figura 6. Tubérculos de 5 plantas del primer muestreo (72 DDS). A) var. Lupita,
B) var. Tollocan.
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Figura 7. Tubérculos de 5 plantas consechados a los 93 DDS. A) var. Lupita,
B) var. Tollocan.
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Cuadro 1. Aspectos fisiotécnicos de la var. Lupita (Solanum tuberosum L.) durante un ciclo de cultivo.

DDS NTy PFT PST PSTTotal TCT Peso seco de Biomasa Biomasa Total
(2T (2T (2) (gm?dia™) la parte aérea promedio (2)
(2 (&
50 7 31.12+4.35a 5.86 +0.49 a 29.28 0.66 12.7 8.40 +0.49a 41.98
72 5 4390+ 10.20 a 771 +1.75a 38.57 0.48 8.7 9.45 +2.02a 47.28
93 4 63.17 +9.49ab 11.28.+1.90 ab 56.40 0.96 9.5 13.17 +2.27 ab 65.86

tLos datos son promedios mas menos ES, (n=5). Medias con diferente letra en las columnas son estadisticamente diferentes (P< 0.05).

¥ Se us6 la mediana para obtener este valor.

DDS = dias después de la siembra; NT = numero de tubérculos por planta; PFT = peso fresco del tubérculo; PST = peso seco de los

tubérculos por planta; PSTTotal= peso seco del tubérculo total; TCT = tasa de crecimiento del tubérculo.
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Cuadro 2. Aspectos fisiotécnicos de la var. Tollocan (Solanum tuberosum L.) durante un ciclo de cultivo.

DDS NTy PFT PST PSTTotal TCT Peso seco de Biomasa Biomasa Total
(2T (2T (2) (gm?dia™) la parte aérea promedio (2)
(2 (&
50 5 36.41+7.49a 5.12+1.26 a 25.55 0.58 23.5 982 £1.26a 49.10
72 6 59.93 £ 11.42ab 11.09 £2.07 ab 55.44 1.54 22.2 15.53 £2.55ab 77.65
93 5 82.16 £4.19b 16.72+£0.92b 83.58 1.52 18.9 20.50 £092b 102.51

tLos datos son promedios mas menos E.S. (n=5), medias con diferente letra en los DDS son estadisticamente diferentes (P< 0.05).

¥ Se us6 la mediana para obtener este valor.

DDS = Dias después de la siembra; NT = ntimero de tubérculos por planta; PFT = peso fresco del tubérculo; PST = peso seco de los

tubérculos por planta; PSTTotal= peso seco del tubérculo total; TCT = tasa de crecimiento del tubérculo.
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Los resultados de la Figura 8, muestra la razon de la materia seca de los tubérculos
entre la cantidad de materia seca de la parte aérea. Cabe sefialar que la var. Lupita
presentd mayor razon de peso (cantidad de materia seca del tubérculo contenido en la
parte aérea) comparada con Tollocan, esta relacion sefiala la capacidad que tiene la
planta para formar el tubérculo, cuando la razéon es mayor significa que la planta tiene

mayor capacidad para acumular materia que en este caso fue el tubérculo.

—a&— Lupita == Tollocan

Peso seco tubérculo/parte aérea
w

50 72 93
DDS

Figura 8. Razon del peso seco del tubérculo entre peso seco de la parte aérea de las
variedades Lupita y Tollocan.



6.2 Indice de area foliar. El indice de area foliar (IAF) representa el 4rea de las
laminas de todas las plantas que ocupan una determinada superficie de terreno. En el
presente trabajo se realizaron tres muestreos destructivos (50, 72 y 93 DDS). La var.
Lupita presentd menor IAF que la var. Tollocan, por lo que Lupita necesité menos hojas
para el llenado del tubérculo 6 tuberizacion; a los 50 DDS presenté un IAF alto (3.47),
posteriormente este indice bajo, debido a que las hojas senescieron rapidamente e
incluso algunas de ellas cayeron de la planta. Esta tendencia puede estar relacionada
con el llenado del tubérculo (aproximadamente a los 70 DDS se realiza la cosecha del
tubérculo) que coincide con la senescencia, la disminucion del IAF y la translocaciéon de
los fotosintatos. En cambio, la var. Tollocan presentd un IAF mayor en las tres fechas
de muestreo con respecto de Lupita, el mayor indice que alcanzo fue a los 72 DDS
(7.61), mientras que a los 93 DDS las hojas senecieron y el IAF fue el menor de los tres
encontrados (Figura 9). Este indice indica el potencial fotosintético de la planta en un
momento dado del desarrollo (Escalante y Kohashi, 1993). En el presente estudio se
demostro la relacion que existe entre la abundancia del follaje representada por el IAF y
el ciclo bioldgico de la variedad, la cual responde a las necesidades particulares de cada

variedad durante el llenado del tubérculo.



—&— L upita =-e=-Tollocan

6.0 ~

5.0 -

Indice de area foliar
N
o
1

2.0 -
1.0 -
0.0 T . .
50 72 93
DDS

Figura 9. Indice de 4rea foliar (IAF) de las variedades Lupita y Tollocan en diferentes
fechas de muestreo (DDS).
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6.3 Indice de cosecha. Este dato es un indicador de la eficiencia que tiene la planta para
acumular mayor cantidad de materia seca en el 6rgano de interés, en este caso es el
tubérculo (papa) (Vos, 1997). Entre mayor sea el indice es mas eficiente la planta para
acumular materia en el érgano de interés, la escala se expresa en valores fraccionarios o
porcentuales (Escalante y Kohashi, 1993).

Los resultados del indice de cosecha de las variedades estudiadas se muestran en
el Cuadro 3. En la var. Lupita el indice de cosecha fue mayor que la var. Tollocan. La
variedad de ciclo corto (Lupita) alcanzé el indice de cosecha (72 DDS) reportado para
la especie S. tuberosum (Aguilar et al., 2006); aunque a los 93 DDS se observo un
pequeiio aumento en el peso, pero no significativo. En cambio, en la var. Tollocan el
peso se incrementd de manera gradual, esto estaria de acuerdo con el ciclo biologico
(120 DDS) mas largo para esta variedad. Entre los 50 y 72 DDS el peso se incremento
significantemente alcanzando su maximo a los 93 DDS. Considerando que el indice de
cosecha es un reflejo de la eficiencia de la planta para acumular fotosintatos, estos
resultados muestran que las var. Lupita y Tollocan se comportaron de acuerdo con su
ciclo biologico marcado por los fitomejoradores y que se refleja en el llenado del
tubérculo (6rgano de interés), asi aunque la planta siga viva como se demuestran los

resultados de Lupita hasta los 93 DDS.
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Cuadro 3. Indice de cosecha (IC) en dos variedades con diferente ciclo biologico,

Lupita (corto) y Tollocan (intermedio).

DDS Lupita Tollocan
1C 1C
50 0.69 0.52
72 0.82 0.71
93 0.85 0.81

DDS, dias después de la siembra; IC, indice de cosecha.
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6.4 Cuantificacion de almidones

El mayor contenido de almidones lo presenté la var. Tollocan (8.25 pg mg PF™),
la cual present6 una tendencia de incremento continuo a lo largo del ciclo. En Lupita se
observé que en un inicio (50 DDS) el contenido de almidén fue de 7.3 pg mg PF', pero
luego disminuyo, llegando a una concentracion de 4.87 ug mg PF'. Los analisis
estadisticos sefialan no diferencias (p < 0.05) entre las variedades, pero si hay
diferencias entre fechas de colecta (Figura 10). En el caso de la var. Lupita se muestra
que el contenido de almidon es menor al aumentar el nimero de dias después de la
siembra, en contraste el peso fresco del tubérculo aumenta el dia 93, esto indica que la
papa acumula mas agua y también aumenta el volumen (Figura 10A). En la var.
Tollocan la relacién es distinta, el contenido de almidon fue casi el mismo desde el dia
50 (7.85 ug mg PF") comparado con el dia 93 (8.25 pg “mg PF™"). Con respecto al peso
fresco del tubérculo éste aumentd hacia el final del ciclo de manera significativa en

ambas variedades (Figura 10B).

6.5 Pigmentos fotosintéticos

6.5.1 Calibracion del SPAD-meter. La curva de calibracion para cada una de
las variedades fue importante porque con ella se pudo estimar de manera indirecta, la
concentracion de la clorofila total (ug Chl mg PF™') y asi monitorear la senescencia de
la misma planta durante su ciclo biologico, las Figuras 11 y 12 muestran la relacion
entre el SPAD y la concentracién de clorofila total (ug Chl mg PF"), de esta forma se
obtuvo la ecuacidn de la regresion correspondiente para cada variedad. La var. Lupita y

Tollocan mostraron una relacién exponencial con una R* =0.93 en Lupita (Figura 11) y

R?=0.93 en la var. Tollocan (Figura 12).
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También se obtuvo la grafica para las xantofilas y caroteoides (x+c) con sus
respectivas ecuaciones y R?, para los fines de este trabajo no se evaluaron en el tiempo
estas variables, como en el caso de las clorofilas. Las graficas muestran que la var.
Lupita presenté mayor contenido de x+c (0.74 pg mg PF") que Tollocan (0.38 pg mg
PF™). Se muestra que la concentracion de x+c disminuye de manera exponencial en la
var. Lupita (Figura 13) mientras que en la var. Tollocan el comportamiento es de tipo
potencial (Figura 14). En hojas de trigo (Triticum aestivum) se observoé que la
concentracion de estos pigmentos disminuyd con el tiempo, en dichas plantas se
presentd un valor maximo de 34 pg mg PF' (Gonzalez et al. 2009) y 37 ug mg PF
(Zavaleta-Mancera et al. 2007). Los pigmentos accesorios (x+c) son importantes debido
a que participan en la absorcion de la luz durante la fotosintesis (Sheeler, 1993) y
protegen de las clorofilas por destruccion oxidativa por el oxigeno cuando los niveles
de irradiacion son elevados (Salisbury, 1994), en la senescencia tendrian un efecto
protector para que las células no sean dafadas por el exceso de la radiacion, debido a
que cada vez tienen menos clorofila mientras envejece, o por las especies reactivas de
oxigeno (ROS) que se acumulan durante la senescencia cuando ocurre la peroxidacion
de los lipidos (Bhattacharjee, 2005). Los resultados del presente trabajo mostraron que
la var. Lupita tiene mayor contenido de estos accesorios fotosintéticos y por lo tanto

una mejor proteccion durante la senescencia que la var. Tollocan.

40



mm Almidén =—=—PF

10.0 - - 90
9.0 - - 80
8 O N B 70
a0 - 60 5
o i ~
Z5.0 - 4
L 40 =
54,0 - §
€30 - 1304
2.0 - 20
1.0 - - 10
0.0 . . 0
50 72 93
DDS
mm Almidén —e—PF
B 100 - - 100
9.0 - 90
8.0 - - 80
i 7.0 - 70
o o)
c) J i N
26.0 60 g
25.0 - 50 O
S 4.0 - 40
= 5
£30 - 30
2.0 - - 20
1.0 - - 10
0.0 0
50 72 93
DDS

Figura 10. Relacion entre la cantidad de almidon y el peso fresco de la papa, durante los
tres muestreos realizados A) var. Lupita, B) var. Tollocan.
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Figura 11. Relacion SPAD y concentracion de clorofila total de las hojas de la var.
Lupita (ciclo corto) durante la senescencia. La regresiéon sigue un comportamiento
exponencial expresado en la ecuacion (*) con un R*=0.93.
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Figura 12. Relacion SPAD y concentracion de clorofila total de las hojas de la var.
Lupita (ciclo corto) durante la senescencia. La regresiéon sigue un comportamiento
exponencial expresado en la ecuacion (*) con un R*=0.93.
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Figura 13. Relacion SPAD y concentracion de xantofilas y carotenoides de las hojas de
la var. Lupita (ciclo corto) durante la senescencia. La regresion sigue un
comportamiento exponencial expresado en la ecuacion (*) con un R*=0.87.
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Figura 14. Relacion SPAD y concentracion de xantofilas y carotenoides de las hojas de
la var. Tollocan (ciclo intermedio) durante la senescencia. La regresion sigue un
comportamiento potencial expresado en la ecuacion (*) con un R*=0.33.
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6.5.2. Senescencia de toda la planta. Los resultados del monitoreo muestran
que las dos variedades perdieron clorofila (Figura 15); sin embrago, en la var. Lupita se
observo una disminucion mas pronunciada y rapida que la var. Tollocan a los 50 DDS,
el analisis estadistico y la comparacion de las medias indicd que entre los dias 40 y 50
se presentaron diferencias en el contenido de clorofila en las dos variedades; esto
demuestra que en ese periodo las hojas se encontraban translocando los productos de
degradacion de la clorofila y proteina cloroplastica (Quirino et al., 2000) asi como
carbohidratos estructurales por via floema a partes de demanda (tubérculo en
crecimiento) (Jackson, 1999); en caso contrario, la degradacion se daria mas rapido en
los ultimos 20 dias del ciclo de ambas variedades, donde se mostraban ya sintomas de
senescencia foliar (amarillamiento de la hoja) (observaciones en invernadero).

El tubérculo en crecimiento es un punto de demanda importante que atrae los
fotoasimilados y los productos de degradacion celular durante la senescencia foliar. La
var. Lupita pierde mas rapido los pigmentos fotosintéticos (Figura 15), lo cual es
indicio del desmantelamiento del cloroplasto (Hopkins et al., 2007), esto se debe a una
necesidad temprana (50 DDS) para el llenado del tubérculo este patrén concuerda con
la cosecha temprana del mismo que ocurre aproximadamente a los 70 DDS en el Valle
de Toluca (comunicacion personal Ing. Victor Magallenes).

Por el contrario la var. Tollocan presenta una disminucién gradual de pigmentos,
indicadores de una senescencia mas lenta en comparacion con Lupita, reflejo de un
llenado paulatino del tubérculo, de ciclo mas largo que la var. Lupita, por lo que esta
tendencia corresponde al ciclo intermedio tipico de Tollocan y una cosecha posterior a
la var. Lupita.

La Figura 16 muestra la relacion de la clorofila total y el peso seco del

tubérculo. La var. Lupita al contar con menos area foliar transloca la mayor cantidad de
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fotoasimilados y productos de degradacion y los dirige hacia el tubérculo, esta relacion
indica que la planta aprovecha estos compuestos al maximo porque a los 93 DDS
alcanz6 el maximo peso (11.28 g) y las hojas tenian solo 15% de la clorofila inicial. En
la var. Tollocan al contar con mayor area foliar la velocidad de pérdida de clorofila fue
menor, a los 93 DDS alcanzo el peso maximo (16.71 g) y las hojas contaban con 20%

de la clorofila inicial.
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Figura 15. Clorofila total promedio de toda la planta durante el ciclo bioldgico de las
var. Lupita y Tollocan. (T,T1) indica la cosecha comercial de la var. Lupita y var.
Tollocan. Los datos son promedio + E.S. (n=5). Los asteriscos denotan diferencias
significativas entre los dias de muestreo para cada variedad (p<0.05).
* Diferencias significativas en la var. Lupita

** Diferencias significativas en la var. Tollocan
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Tollocan.
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6.6 Proteinas foliares

6.6.1 Cuantificacion de proteinas solubles totales. El Cuadro 4 muestra el

contenido total de clorofila (ug chl * mg PF™) y el promedio de la concentraciéon de

proteina soluble total (ug chl ~ mg PF') de las variedades en diferente fecha de

muestreo. La concentracion de proteina durante la senescencia no mostro diferencias
significativas en el tiempo y entre variedades. La concentracion de proteina soluble en
la var. Lupita se mantuvo sin variacion. Estos resultados muestran que la proteina
cuantificada no forma parte de las proteinas cloroplasticas porque el nimero de
plastidios cambid en el tiempo y la poblacion disminuyd drasticamente a los 93 DDS
(Figura 17) y por lo tanto las proteinas contenidas en las hojas senescentes
probablemente son proteinas de degradacion. Durante la senescencia se activan genes
llamados SAGs que se encargan de la sintesis de nuevas proteinas que regulan la
degradacion celular y translocacion de productos hacia los sitios de demanda

(Buchanan and Walleston et al., 1997), en este caso hacia el tubérculo en crecimiento

6.6.2 Subunidad grande de la Rubisco (LSU). La Rubisco es una enzima que
cataliza la primera reaccion para la fijacion del CO; en las plantas, debido a esto se le
considera como la proteina mas importante en el metabolismo primario del reino
vegetal. Se compone por ocho subunidades pequefias (SSU) con un peso aproximado de
14 a 15 kDa; ocho subunidades grandes (LSU) de un peso promedio entre 52 y 55 kDa.
La molécula completa tiene un peso aproximado de 480 kDa (Mauseth, 1993). El
analisis del gel de poliacrilamida, de las dos variedades estudiadas, mostré una intensa
banda, de aproximadamente 52 KDa correspondiente a la subunidad grande (LSU). La
var. Lupita presentd niveles altos de LSU en la etapa inicial, los cuales tendieron a

disminuir progresivamente hasta los 93 y 99 DDS (Figura 18). Estos resultados indican
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que la pérdida de la capacidad bioquimica para reducir CO; no se redujo abruptamente,
como sucedi6 para el caso de clorofilas en la var. Lupita a los 50 DDS. Debe recordarse
que la LSU es una proteina del estroma del cloroplasto, mientras que la clorofila se
encuentra adherida al complejo colector de luz LHC (Mauseth, 2003; Salisbury y Ross,
1994). El mantenimiento de la LSU en altas concentraciones a los 50 DDS en la var.
Lupita puede indicar que la planta necesita fijar mas CO; en corto tiempo, comparado
con la var. Tollocan que es de ciclo bioldégico mas largo.

En la var. Tollocan la abundancia inicial (39 DDS) de LSU es menor que en la
var. Lupita. Esta proteina en Tollocan se degrada mas rapidamente (Figura 19). A los
93 DDS la banda es muy tenue y a los 99 apenas se detecta. Los bajos niveles de LSU
encontrados en Tollocan pudieran estar asociados a una mayor abundancia de follaje y
al ciclo biologico mas largo, lo que permitiria a la planta compensar los requerimientos
de fotosintesis. Cabe sefialar que en los geles también se observaron otras bandas de
proteina con mayor peso molecular (132 y 103 kDa) que la LSU, pero con el tiempo

desaparecieron.
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Cuadro 4. Contenido de clorofila y proteinas solubles totales de hojas de la var. Lupita y la var. Tollocan durante el
llenado del tubérculo.

DDS Lupita Tollocan
Clorofila Proteina Clorofila Proteina
(ug chl mg PF™) (ug proteina mg PF) (ug chl mg PF™) (ug mg PF)
3.82+0.23 4.65+0.34
39 2.54 1.92
348 +0.64 290+ 0.56
50 1.06 1.50
3.37+0.28 3.81+0.33
72 0.90 0.95
2.89 +0.36 431+ 0.65
93 0.22 0.39

pg = microgramos; chl = clorofila; PF = Peso fresco; = = error estandar.
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Figura 18. Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE) del foliolo terminal de la

cuarta o quinta hoja de la var. Lupita. Abundancia de la LSU de Rubisco a los
39, 50, 72 y 93 DDS Cada carril se cargd con 40 pg de proteina. M. ref =
marcador de referencia. Las flechas indican las proteinas (132 y 103 kDa) que

disminuyen con la senescencia.
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Figura 19. Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE) del foliolo terminal de la

cuarta o quinta hoja de la var. Tollocan. Abundancia de la LSU de Rubisco a los
39, 50, 72 y 93 DDS Cada carril se carg6 con 40 pg de proteina. M. ref =
marcador de referencia. Las flechas indican las proteinas (132 y 103 kDa) que

disminuyen con la senescencia.
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Discusion. Analisis de materia seca, IC e IAF

El carbon asimilado (no perdido durante la respiracion) incrementa la cantidad
de materia seca de una planta y se utiliza para crecer o para acumular compuestos de
reserva (Larcher, 2001), el cual se transloca de las hojas maduras hacia las partes en
crecimiento como son los meristemos apicales, meristemos laterales o hacia las zonas
de almacenamiento; sin embargo, el patron puede alterarse si las hojas son removidas o
sombreadas. En el caso de la papa, cuando la planta sufrié un dafio mecanico en el tallo,
las yemas laterales comenzaron a tuberizar y las hojas senescieron rapidamente
(observaciones en invernadero). Por ejemplo, en la formacion del fruto en la calabaza
(Cucurbita pepo L.) las hojas envejecen mas rapido porque los frutos se vuelven
6rganos demanda y compiten por los fotoasimilados de las hojas (Sedano et al, 2005).
La acumulacion de materia seca tanto de la parte aérea como del tubérculo en las dos
variedades estudiadas, fue progresiva desde los 50 hasta 93 DDS. La mayor
acumulacion de materia seca fue en la parte aérea principalmente en la ldmina; estos
resultados concuerdan con trabajos realizados en papa, var. Alpha y var. Milagros
mencionados por Aguilar et al (2006); en este trabajo las dos variedades de papa fueron
sembradas en campo, la acumulacion de materia seca por planta en promedio fue de
203 y 111 g, estas diferencias se deben al genotipo y la condicion de siembra, pero la
tendencia en la contribucion de la hoja al peso seco aéreo fue similar. En la calabacita
(Cucurbita pepo L.) se observo que la contribucion a la acumulacion de materia seca
fue del 59.4% de las hojas, 34.1% de fruto inmaduro y 6.5% de tallos (Sedano et al.,
2005); en cambio en las plantas de S. tuberosum de la var. Lupita a los 72 DDS
(considerando que es la fecha de cosecha comercial) mostrdé un valor de 11.98% en
hoja, 6.42% en tallo aéreo y 81.58% en tubérculo. En la var. Tollocan presentd 11.5%

en hoja, 7.0% en tallo aéreo y 81.50% en tubérculo a la cosecha comercial 93 DDS. En



el caso de la var. Lupita se observa que la planta invierte ligeramente mas en follaje,
pero comparativamente el IAF en Tollocan es mayor que Lupita.

Con el inicio de la tuberizacion, la parte aérea y los tubérculos compiten por lo
asimilados; esto se evidencia por el indice de cosecha (IC), que se define como la
cantidad de materia seca acumulada en la semilla (Vega et al., 2001) u 6rgano de
interés como la papa (Aguilar et al., 2006). El IC calculado para la var. Lupita fue de
0.69 a los 50 DDS, en contaste el IC calculado para la var Tollocan fue 0.52 en la
misma fecha. En Lupita se observa una mayor competencia por los asimilados, esto esta
relacionado con la tuberizacion temprana de la variedad. En los resultados de peso seco
del tubérculo y parte aérea (Cuadro 1 y 2), se observa una relacion directa de las dos
variables; es decir, el incremento del peso del tubérculo en funcion del peso de la parte
aérea. Estos resultados concuerdan con los observados en el comportamiento en 10
genotipos de papa, crecidos en la costa y en la sierra de Peru; en sus resultados de peso
seco de la parte subterranea y parte aérea se observa que el incremento de la parte
subterranea y aérea es proporcional con el tiempo (Victorio et al., 1986).

La acumulacion de la materia seca se usa para caracterizar el crecimiento de
cualquier cultivo y asi comparar la eficiencia de las variedades; ademas de Ia
importancia econémica que esto representa por la acumulacion de biomasa en los
6rganos de interés. En el presente trabajo la TCT de Tollocan (1.54 g m” dia™), fue casi
del doble que la TCT mas alta de la var. Lupita (Cuadro 1 y 2). La produccion de la
materia depende del area foliar, su duracion y la eficiencia, se menciona que existe una
relacion positiva entre el dosel aparentemente fotosintético (DAF) y el volumen de la
cosecha en frijol (Jeuffroy and Ney, 1997), cominmente los fotoasimilados se
translocan de una hoja totalmente desarrollada hacia las zonas cercanas en crecimiento,

pero se puede modificar la ruta de translocacion si se eliminan estas zonas o si la



demanda aumenta en otro punto de la planta. Se sabe que si el dosel fotosintético esta
influenciado por la demanda entonces se interpreta que éste se relacionard con la
cosecha.

Los analisis del crecimiento se utilizan para estudiar las condiciones que
influyen en el crecimiento del cultivo y para conocer el peso neto de los componentes
durante el ciclo biologico (Tekaling y Hammes, 2005). Se menciona que la particion de
los asimilados entre los diferentes organos de la planta es poco conocida, por lo que
estudiar la distribucion de la materia seca, en la papa (S. tuberosum), es importante para
evaluar la tasa de crecimiento y productividad (Jeffroy y Ney, 1997).

Los IC para ambas variedades fueron muy cercanos en el ultimo muestreo
(Lupita 0.85 y Tollocan 0.81), a pesar de que el IAF fue 3.47 en Lupita y 7.52 en
Tollocan, caracteristico para cada variedad; puede indicar que la variedad temprana sea
mas eficiente en la translocacion de los fotoasimilados como lo muestra la razén del
peso seco del tubérculo y de la parte aérea, 5.96 en Lupita y 4.41 en Tollocan. La var.
Milagros (ciclo intermedio) crecida en campo presenta una area foliar similar a la var.
Tollocan (ciclo intermedio) y peso seco del tubérculo de 47 g al momento de la cosecha
(Aguilar et al., 2006), en el presente trabajo el peso seco de Tollocan fue 16.7 g, que fue
menor que la var. Milagros, esto pudiera deberse a que Tollocan crecid en condiciones
de invernadero y con espacio reducido en la maseta (15 cm de diametro). Un IAF
mayor a 2 es necesario para inducir la tuberizacidén en papa, cuando este valor es menor,
la tasa de crecimiento es pequefia y no hay tuberizacion (Sanchez-Bernal et al., 2008).
En el caso de las variedades estudiadas se obtuvieron IAF mayores de 2.0 (Lupita 3.47
y Tollocan 7.52) antes de los 50 DDS, en esta fecha ya presentaban la suficiente area

foliar para comenzar a tuberizar.
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Los IC en la var. Lupita fueron mayores, que los observados en la var. Tollocan
a los 50 y 72 DDS; la var. Tollocan alcanzé el mayor IC (0.81) a los 93 DDS, mientras
que en la var. Lupita (temprana) alcanzo6 un IC de 0.82 a los 72 DDS (Cuadro 4). Estos
resultados concuerdan con el ciclo de bioloégico de cada variedad. En el caso de otras
especies vegetales; por ejemplo, la calabacita (Cucurbita pepo) tiene un IC de 0.29 y el
trigo (Triticum aestivum) de 0.60 (Sedano et al. 2005). Para el caso de la variedad de
papa Alpha (de ciclo intermedio,) considerada de alto rendimiento en campo, bajo en
condiciones de temporal, presentd un IC de 0.70 (Aguilar et al., 2006). Los valores
altos de IC, observados en el presente estudio pueden atribuirse a que las variedades
crecieron en condiciones de invernadero lo que favorecio la expansion foliar y por lo
tanto el IC. En las condiciones que se llevo a cabo este experimento se podria establecer
que el llenado del tubérculo fue el esperado porque la acumulacion de materia seca es
mas acentuada antes de los 72 DDS en la var. Lupita y después de los 72 DDS en la var.

Tollocan, fechas en que alcanzan un IC >0.70 reportado por Aguilar et al. (2006).

Contenido de Almidon

El almidon se sintetiza a partir de la sacarosa en el meso6filo de las hojas y de ahi
se transloca por el floema hacia otras partes de la planta (Banfalvi et al., 1996). La
concentracion de almidon reportada en tubérculos de papa (var. Alpha) crecidos en
temporal, fue de aproximadamente 60 ug mg PF"' (Romero, 2010). En contraste en el
presente trabajo se tuvo un valor maximo de 7.3 pg mg PE™" a los 50 DDS (Lupita) y
8.2 ug mg PF a los 93 DDS (Tollocan). En el caso de la var. Lupita, la disminucion en
almidon se observd después de los 50 DDS, lo cual pudiera estar asociado a una
degradacion del almidon en dias posteriores a su fecha de cosecha (72 DDS)

(Rodriguez-Falcon et al., 2006), al respecto Hertog et al., 1997 mencionan que un



tubérculo no es estatico por lo que hay un constante flujo de carbohidratos liberados por
respiracion. Cabe mencionar que el método utilizado fue colorimétrico y la reaccion fue
inestable por lo que se requiere un método mas preciso como el usado por Gonzélez et
al. (2009), el cual consiste en una reaccion enzimatica y la cuantificacion final fue de
glucosa. Se menciona que durante la fase de crecimiento los tubérculos acumulan
grandes cantidades de almidon, sin embargo algunos genes de degradacion de esta
molécula se expresan en los ultimos estados de desarrollo del tubérculo (Rodriguez-

Falcon et al., 2006).

Senescencia foliar

La madurez de la hoja se caracteriza por la expansion completa de la [amina y la
detencion del crecimiento. El primer sintoma de senescencia foliar es el amarillamiento
de la ldmina, como resultado de la perdida de la clorofila, con respecto a las xatofilas y
carotenoides (Smart 1994). En estado verde (40 DDS) la var. Lupita presenté 40 SPAD
(2.54 pg chl mg PF") y la var. Tollocan 40.9 SPAD (1.92 ug chl mg PF™). A los 70
DDS, las hojas mostraron los primeros sintomas de amarillamiento, las de Lupita 28
SPAD (0.90 pg chl mg PF") y Tollocan 29 SPAD (0.95 ug chl mg PF™"). En un estado
mas avanzado de senescencia (90 DDS), la clorofila disminuyé marcadamente en la var.
Lupita 9.2 SPAD (0.22 pg chl mg PF"), mientras que en la var. Tollocan mantuvo
niveles mas altos 14.6 SPAD (0.39 ug chl mg PF™"). Durante la senescencia de la hoja
trifoliada de la papa el contenido de clorofilas (Chl a + Chl b) disminuyo
significativamente con una tendencia casi lineal en Tollocan (Figura 13). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en cuatro genotipos de papa (Spunta,
Sieglinde, Daytona y Ninfa) (Ierna, 2007), observandose valores entre 35 y 40 SPAD en

el estadio verde. El amarillamiento de las hojas también indica una reduccion en la
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concentracion de nitrégeno y clorofila asociadas con la translocacion de los productos
de degradacion del cloroplasto, el cual es el principal reservorio de estas moléculas
(Vos y van der Putten, 2001). El sombreado también reduce la concentracion de
nitrogeno en hojas de papa promoviendo el envejecimiento. Cuando las plantas de
Lupita y Tollocan comenzaron a tuberizar, la senescencia se presentd en un gradiente
acropeto (de la base hacia la punta); es decir, las hojas basales senescieron primero que
las apicales. Se encontr6 que la variedad de ciclo corto (Lupita) presentd una
concentracion mayor de clorofila que la de ciclo intermedio (Tollocan), esto pudiera
estar asociado a la necesidad de la variedad de ciclo corto de sintetizar rapidamente los
fotoasimilados necesarios para el llenado del tubérculo. Los pigmentos fotosintéticos,
contenidos en los complejos cosechadores de luz LHC, son los encargados de canalizar
la energia a los centros de captacion de energia luminica (Larcher, 2001), entonces
entre mayor sea la cantidad de clorofila, la hoja tendrd una mayor capacidad de
captacion de luz. La Rubisco es la enzima que cataliza la combinacion de un atomo de
carbono del CO, con un azucar de cinco carbonos (Ribulosa fosfato) para formar un
azucar de seis atomos de carbono (Kollogg y Juliano, 1997), como se menciond
anteriormente la Rubisco estd formada por subunidades grandes (LSU), los niveles altos
de la LSU en la var. Lupita, podrian explicar una mayor capacidad bioquimica para fijar
CO; en un periodo menor que Tollocan (Figura 15). Durante la senescencia de Lupita
se observo una pérdida temprana (50 DDS) de las clorofilas; esto concuerda con el tipo
de ciclo corto de la variedad. Algunos investigadores sefialan que durante la
senescencia foliar se incrementa la razén de clorofila a/b (Pruzinska et al., 2005). Se
propone que la chl b es convertida a chl a, la ruta de degradacion de la molécula de
clorofila a es bien conocida en varias especies vegetales, se sabe que los productos

primarios de degradacion, fluorescentes y no fluorescentes son transportados a la
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vacuola (Hortensteiner, 2006); sin embargo, los resultados de Gonzalez et al. (2009), en
plantas de trigo (Tritucum aestivum), indican que esta relacion es inversa; es decir la
clorofila a es mas afectada que la clorofila b durante la senescencia de trigo.

La tuberizacién se asocia con cambios visuales en la planta, las hojas llegan a
ser delgadas y palidecen, se observa un cambio en el dngulo de insercion de la hoja y se
reprime el crecimiento de flores y ramas laterales; se acelera la senescencia
coincidiendo con el rapido crecimiento de los tubérculos, estos cambios morfolégicos
junto con las condiciones que inducen la tuberizacion estan influenciados por estimulos
hormonales y ambientales (Rodriguez-Falcon, 2006). Se ha observado que el
crecimiento vegetativo (follaje) inhibe la tuberizacion, porque la planta canaliza los

fotosintatos al crecimiento de las estructuras vegetativas (Aguilar et al., 2006).

SDS-PAGE

La mayor parte (70%) del nitrogeno de las hojas de tipo C3 esté localizado en el
cloroplasto; la enzima Rubisco es la principal proteina contenida en este organelo,
constituye 50% del total de la proteina del cloroplasto (Larcher, 2001). La Rubisco
presenta dos subunidades: la grande (LSU) con un peso aproximado de 52 kDa y la
pequeiia (SSU) con un peso aproximado de 14 kDa, ademas de ser la primera de las 13
enzimas que regulan el ciclo de Calvin en el estroma del cloroplasto (Mauseth, 2003).
La sintesis de la Rubisco ocurre durante el desarrollo de la hoja hasta la expansion;
después comienza a degradarse hasta sus componentes basicos (amino &cidos), los
cuales se translocan hacia otras partes y organos demanda (Enyedi et al., 1992). En el
presente trabajo se muestre6 la 4* o 5* hoja a partir del suelo hacia al apice, con el fin de
conocer como se comportaba la enzima durante el ciclo bioldgico de las plantas. Los

resultados mostraron que los niveles de LSU disminuyeron con el tiempo. Esto es
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consistente con los resultados encontrados en otras especies (trigo, frijol, arroz), la LSU
esta asociada con el estado de senescencia foliar (Gonzalez et al., 2009; Feller et al.,
2008; Martinez-Gutiérrez et al., 2008; Buchanan-Wolleston et al. 1997, Kamachi et al.
1991), en estos trabajos la Rubisco mostré un patrén de degradacion particular para
cada variedad (Figura 16 y 17). En el caso de Lupita (temprana) la proteina fue mas
abundante en estado verde y los niveles de ésta se mantuvieron por mas tiempo, a pesar
de que la clorofila se degradd rapidamente a los 50 DDS. La permanencia de la Rubisco
pudiera ser una estrategia de las variedades tempranas para mantener la fijacion de CO,
y compensar el periodo corto del llenado del tubérculo. En el caso de la Tollocan
(intermedia), la cantidad relativa de la Rubisco en estado verde fue menor que Lupita
pero la degradacion de la enzima ocurrié paulatinamente, asi como la clorofila total. La
degradacion de la enzima es debido a la proteolisis por parte de proteasas endogenas al
cloroplasto, también se menciona que algunas moléculas como el peroxido de
hidrogeno (H,0O;) en plantas in vitro de Solanum tuberosum, predisponen a la Rubisco
para su degradacion (Enyedi et al., 1992).

Una posible explicacion del por qué se presentd este patron de degradacion de la
Rubisco podria explicarse considerando la posicion de la hoja analizada, debido a su
posicion basal formaria parte de las primeras hojas en presentar senescencia como
sucede en la solanacea Nicotiana rustica, la cual presenta una senescencia secuencial de
la base hacia el apice (Zavaleta et al., 1999). Como las hojas basales son las primeras en
senescer estas hojas serian buenos indicadores del inicio de senescencia y llenado del
tubérculo.

La degradacion de las proteinas del estroma puede darse en diferentes patrones
de fragmentacion, esto depende de las condiciones experimentales como el pH,

concentracion de solutos (durante la incubacion); en algunos reportes se senala que la
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Rubisco se puede fragmentar en 37 kDa y 16 kDa, aunque también se indica que se le
asocia con un fragmento de la subunidad grande de la Rubisco (LSU) con un peso de 50
kDa, esta proteina se localizd con técnicas inmunoldgicas en hojas de trigo
(Hostenteiner, 2002). Se detectaron proteinas con pesos moleculares de 27, 36, 39, 42,
46 y bandas de alrededor de 66 kDa en hojas de trigo senescentes bajo condiciones de
obscuridad continua (Martinez et al., 2007), estos autores mencionan que la proteina de
46 kDa se expresa mas en estados avanzados de senescencia. Se han encontrado
proteinas asociadas a la senescencia como el inhibidor Bax (Bax inhibitor) que
codifican enzimas de ~27 kDa. En hojas de trigo asperjadas con la citocinina (BAP)
para retrasar la senescencia, se encontraron bandas de proteina de 55 kDa identificadas
como parte de la Rubisco (LSU). En la var. Lupita y Tollocan se observaron proteinas
mayores a los 113 kDa (peso de referencia del marcador utilizado), cuyos pesos
aproximados fueron de ~132 kDa; también se observo una proteina de ~103 kDa, las
cuales disminuyeron con el progreso de la senescencia. Analisiss de electroforesis en
dos dimensiones se encontré que en hojas de maiz (Zea mays) la subunidad 3 de la
ATPasa present6 un tamafio de 108 kDa, este tamafo esta muy cercano al encontrado
en las hojas de papa (103 kDa), mientras que en pepino (Cucumis sativa) se encontro la
subunidad grande de la rubisco tuvo un tamafio de 52 kDa, el cual esta cercano al valor

de la LSU de la rubisco en la presente investigacion (Porubleva et al., 2001).

Proteinas solubles

En estado verde (39 DDS) la var. Lupita present6 2.54 pg mg PF™' de clorofila y
3.82 pg mg PF de proteina (valores maximos en la variedad); a los 50 DDS la clorofila
disminuy6 a 1.06 pg mg PF' y la proteina se mantuvo en 3.48 pg mg PF, esto sefiala

que los pigmentos son los primeros en degradarse; a los 72 DDS la clorofila disminuy6
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a 0.90 ug mg PF' y la proteina disminuy6 a 3.37 pg mg PE"' y a los 93 DDS la
clorofila se redujo a 0.22 pg mg PF y la proteina 2.89 ug mg PF', estos resultados
indican que la clorofila se degrada mas rapidamente que la proteina contenida en la
hoja; la presencia de las proteinas en las hojas senescentes pueden estar asociadas a las
enzimas codificadas por los genes asociados a la senescencia (SAG) o diferentes tipos
de proteasas (Martinez et al., 2007).

En estado verde (39 DDS) la var. Tollocan presentdé una menor concentracion de
clorofila (1.92 ug mg PF™") que la var. Lupita (2.54 pg mg™' PF), pero la concentracion
de proteina (4.65 pg mg'1 PF) fue mayor que la de Lupita (3.82 pg mg'1 PF). A los 72
DDS la var. Tollocan tuvo 0.95 ug mg PF' clorofila y 3.81 pg mg PF' proteina; se
observé que la concentracion de proteina disminuyd pero no significativamente
(Cuadro. 4). A los 93 DDS la 4* 0 5* hoja la clorofila disminuy6 a 0.39 ug mg PFy
431 pug mg PF! de proteina. De estos datos puede concluirse que la disminucién en los
contenidos de clorofila no es paralela a los contenidos de proteina en las hojas
muestreadas en ambas variedades. Estadisticamente no hay diferencias en el contenido
de proteina en el tiempo (p>0.05). En contraste el gel SDS-PAGE, mostr6 una
disminucidn en la concentracion en el contenido de la proteina Rubisco, la proteina mas
abundante de la hoja. Esto puede estar indicando que la mayoria de las proteinas
medidas en senescencia avanzada (93 DDS) fueron proteinas codificadas por los genes
asociados a la senescencia SAGs (Smart et al., 2004). Durante la senescencia se
expresan varios genes, los cuales codifican enzimas que se localizan en las vacuolas y
solo estan en contacto con los cloroplastos hasta que las membranas se desintegran o
aquellas proteinas que movilizan nitrogeno, degradan lipidos, degradan pared celular,

movilizan fosforo, o también que funcionan como reguladores de transcriptores,
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antioxidantes, defensores de la senescencia, por mencionar algunas (Buchanan-
Wollastone et al., 2003).

Los contenidos de proteina foliar varian entre genotipos, por ejemplo la hoja
verde de trigo present6 una concentracion de 9 pg mg TF™ a los 21 DDS (Gonzalez et
al., 2009). Por su parte Martinez-Gutiérrez et al., (2008) encontrd valores mas altos (12
ug mg TF™). En la planta de Arabidopsis la concentracién de proteina fue de 15 pg mg
TF' (Li y Wu, 2004). En los tres trabajos mencionados los niveles de proteina
disminuyen con el tiempo pero en papa no se encontraron diferencias significativas.
Durante la senescencia las proteinas degradadas se transportan como amino acidos que
generalmente es la glutamina (Quirino et al., 2000). Se menciona que el fotosistema |
(PS-I) contiene una mayor proporcion de la Chl a, mientras que la clorofila b se

encuentra en mayor abundancia en el PS-1I (Mauseth, 2003).
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7.CONCLUSIONES

La variedad Lupita presentd mayor contenido de clorofila en estado verde (2.54
ng mg") y la degradacién de los pigmentos fue més acentuada a los 50 DDS, por lo que
la translocacion de los fotoasimilados hacia el tubérculo comenzaria mas temprano que
en Tollocan.

El mayor IC fue de la var. Lupita (85%), sin embargo la mayor tasa de
crecimiento lo presento la var. Tollocan 1.54 g m? dia™.

La var. Lupita (ciclo corto) invierte menos en tallo y hojas que la var. Tollocan
durante el crecimiento, pero las hojas de Lupita presentaron mayor contenido de
clorofila y LSU de Rubisco dandole a las hojas un potencial de fotosintesis en estados
tempranos.

La LSU de la Rubisco fue mas abundante en la var. Lupita que en la Tollocan,
condicion que daria mayor capacidad de fijacion de CO; por superficie foliar, hecho
que estaria relacionado con un IAF bajo, pero eficiente en el llenado del tubérculo en
etapas tempranas.

El contenido de almidon fue mas alto en la var. Tollocan a los 93 DDS y en la
var. Lupita lo fue a los 50 DDS.

En el caso de la papa las caracteristicas que presentan sus hojas como alto IAF
de la var. Tollocan o mayor concentracion de clorofila y de la proteina Rubisco de la
var. Lupita responden a las necesidades de la planta para cumplir con la formacion de

tubérculo en su respectivo ciclo biologico.
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C API TUL O 11

Cambios estructurales y degradacion nuclear en dos variedades de Solanum

tuberosum L. var. Lupitay Tollocan durante la senescencia foliar
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1RESUMEN

La senescencia es un proceso dependiente de energia debido a la sintesis de
nuevas proteinas que se encargan de la degradacion de carbohidratos, lipidos, proteinas
y acidos nucleicos. La primera estructura que cambia en la senescencia foliar es el
cloroplasto, seguido por todos los organelos celulares y al final el nicleo. Se cuentan
con reportes sobre la senescencia foliar en Arabidopsis, Triticum aestivum L. (trigo),
Oryza sativa L. (arroz), Nicotiana rustica L. (tabaco); también en los pétalos de algunas
flores con importancia comercial como petunia (Petunia), perritos (Anthirrium),
alstroemeria (Alstromeria) (Yamada et al., 2006; van Doorn et al., 2005; Wagstaff et
al., 2005; Wingler et al., 2005; Lin y Wu, 2000; Xu y Hanson, 2000; Zavaleta-Mancera
et al., 1999), pero se cuenta con poca informacion con respecto a los cambios ocurridos
durante la senescencia foliar en los que la translocacion de fotosintatos es esencial para
el llenado del tubérculo, como en el caso de la papa (Solanum tuberosum L). En esta
especie existen variedades con diferente ciclo biologico. La papa es considerada como
uno de los principales cultivos alimenticios a nivel mundial, es cultivada y consumida
ampliamente en América y Europa (Jackson, 1999).

Durante el envejecimiento celular de la hoja, el cloroplasto es el primer organelo
en mostrar signos de desmantelamiento, luego la mitocondria muestra signos de
deterioro de membranas, asi como las demas estructuras dentro de la célula. El nucleo
es el ultimo organelo celular en degradarse, primero el ADN se fracciona dentro de la
envoltura nuclear, formandose pequefios cuerpos de cromatina condensados y
finalmente la doble envoltura nuclear se rompe. El mantenimiento de la integridad
nuclear es necesaria para dirigir la expresion de genes asociados a la senescencia (del
inglés; senescence asociated genes, SAGs). La degradacion nuclear en el proceso de

apoptosis se conoce bien en células animales, pero poco se sabe acerca de la
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degradacion nuclear de las células vegetales y especificamente de las células verdes del
mesofilo.

La integridad del nucleo normalmente persiste hasta etapas finales de la
senescencia. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue estudiar el proceso de
senescencia foliar en dos variedades de papa con distinto ciclo biologico: Lupita (ciclo
corto) y Tollocan (ciclo intermedio), para entender el proceso de envejecimiento de la
hoja y su relacion con la formacion del tubérculo. En este trabajo se relaciond la pérdida
de pigmentos fotosintéticos, poblacion de plastidios con la degradacion de ADN y
proteinas, contribuyendo al conocimiento de la PCD en Solanum tuberosum. La
informacion obtenida tiene valor practico como un indicador mas de la tuberizacion.

Se realizaron muestreos del foliolo terminal para el analisis del ADN (en geles
de agarosa), estructura foliar y conteo de cloroplastos en las variedades de papa Lupita
y Tollocan. Los resultados obtenidos muestran que la var. Tollocan tuvo mayor espesor
en la hoja (256 um) que Lupita (181 pm), otra diferencia importante fue el grosor del
parénquima esponjoso con 97 um en Lupita y 187 um en Tollocan. Con respecto al
numero de cloroplastos no se encontraron diferencias significativas entre las variedades,
pero si entre los estados de senescencia. Los resultados de la electroforesis no se
mostraron fraccionamiento del ADN en ambas variedades al menos hasta los 93 DDS,
de manera que a hasta esta fecha de muestreo las variedades contaban aun con un
pequeiia fraccion de clorofila (0.26 pg mg™) en Lupita y (0.39 ug mg™) en Tollocan.

Se concluye que la diferencia fue por la concentraciéon de clorofila, siendo la
var. Lupita la que mas acumula. La anatomia foliar fue similar en ambos casos, con
excepcion del grosor de la lamina debido a que Tollocan tuvo el mayor grosor (256
pm). Hasta el dia 93 después de la siembra no se observd ADN fraccionado en ambas

variedades.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Senescencia

Muerte celular programada (PCD). De sus siglas en inglés programed cell
death (PCD) es un proceso genéticamente controlado; la expresion de nuevos genes
servird, durante la PCD, para dirigir de manera eficaz la cascada de procesos
proteoliticos dentro de la célula (Jordan, 2003). Este proceso esta asociado a cambios
morfologicos, bioquimicos y estructurales que conducen a la muerte de la célula. La
senescencia es un tipo de PCD que estad regulada por la edad, se puede activar al entrar
en contacto con patdgenos, condiciones ambientales adversas y condiciones internas de
estrés (Rogers, 2006; Coupe et al., 2004; van Doorn and Woltering, 2004; Mittler et al.,
1997). Se menciona que ésta es el resultado de la permeabilizacion de las membranas
celulares y la posterior pérdida del turgor (Yamada et al, 2006). La literatura menciona
que existen varios tipos PCD; por ejemplo, el género Monstera se caracteriza porque
sus laminas presentan hoyos, debido a que en las primeras etapas sufrieron PCD;
cuando los vasos conductores del xilema mueren en el transcurso de su desarrollo, se
pierde el contenido celular para que en estado maduro puedan conducir agua y los
solutos necesarios para toda la planta (Gepstein, 2004; Smart, 1994). También en la
formacion del corcho, en la respuesta hipersensitiva RH, la respuesta a la
incompatibilidad del polen, en la formacion del aerénquima de las raices de Sagittaria
lancifolia (Gladish et al., 2006; Mittler y Lam, 1995; Palavan-Unsal et al., 2005). La
PCD se distingue de la necrosis porque en €sta no se requiere de energia, es un dafio
severo, violento y catastrofico, esto es ocasionado por un medio fisico o por la
presencia de toxinas; en ella se pierde la regulacion de los procesos y conduce a la lisis
de las membranas y la liberacion del contenido celular. La necrosis ocurre cuando las

condiciones llegan a ser tan estresantes que la célula es incapaz de mantener su
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estructura y viabilidad (Gladish et al., 2006; Jordan, 2003). Cuando se ejecuta el
programa de la célula es un proceso irreversible e inevitablemente conduce a la muerte.
La senescencia foliar, un tipo de PCD. Las hojas pasan por tres estados de
desarrollo: en un principio experimentan una rapida expansion y crecimiento,
caracterizada por una demanda elevada de carbono y nitrégeno; el segundo es cuando la
hoja se expande completamente para llegar a su madurez, la ultima etapa es la
senescencia que se inicia al percibir algunas sefiales internas y externas que disparan la
expresion de genes asociados con el desensamblaje celular previo a la muerte (Langston
et al., 2005, Teixeira et al. 2005, Ryun et al., 2001). El término senescencia proviene
del latin “envejecer” (Keech et al., 2007; Buchanan-Wollaston et al., 2003). Segun
Smart (1994) el concepto de senescencia es diferente al de envejecimiento, este tltimo
se refiera a los cambios degenerativos observables del organismo o tejido, los cuales
ocurren en el tiempo, sin hacer referencia a la muerte del mismo; en cambio el termino
senescencia si incluye a la muerte. Esta ultima etapa de la vida de la hoja no debe
entenderse como un proceso de catabolismo desordenado, sino como un fendémeno
ordenado y complejo. Uno de los primeros sintomas de la senescencia foliar se
manifiesta por el cambio del color verde a amarillo, naranja, rojo e incluso cafg,
dependiendo de la especie vegetal (Buchanan-Wollaston et al., 2003). La senescencia
de la hoja comienza en las células del mesofilo, después se sigue a otros tipos celulares
(Pyung et al., 2007). Durante esta etapa se han encontrado genes que codifican enzimas
hidroliticas que se encargan de fraccionar y movilizan los nutrientes acumulados por
fotosintesis. La degeneracion de las células en el tejido es lento, debido a que la planta
asegurara la translocacion de las macromoléculas hacia sitios de demanda como hojas,

frutos o yemas de crecimiento (Pyung et al., 2007) o bien hacia los sitios de
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almacenamiento como tubérculos, raices tuberosas y cormos (Keech et al., 2007;
Langston et al., 2005).

Se menciona que las flores son un buen modelo para estudiar la senescencia,
porque su tiempo de vida es corto y los cambios morfologicos y fisioldgicos son
evidentes. Por ejemplo, la senescencia de los pétalos de Petunia esta acompafiada por la
hidrolisis de macromoléculas, que favorecen el desarrollo del ovario y las semillas.
Desde un punto de vista energético, la translocacion es un proceso favorable para la
planta porque puede disponer de las moléculas que de otra manera se desecharian con el
marchitado de los pétalos (Langston et al., 2005). No obstante, otro modelo que se ha
usado para estudiar la senescencia foliar es la especie Arabidopsis thaliana L., la cual se
caracteriza por presentar un ciclo de vida corto, las hojas basales senescen primero en
forma progresiva y esta forma de senescencia es conocida (Pyung et al., 2007).

Desde el punto de vista evolutivo la senescencia foliar, es una condicidon
seleccionada para que las plantas sobrevivan cuando las circunstancias son
desfavorables (Pyung et al., 2007). Desde el punto de vista agricola la senescencia
foliar prematura limita la produccién de materia de seca del grano; y en el caso de que
el organo de interés sea la hoja, que son usadas como alimento humano o forraje, la
senescencia demerita el valor nutritivo y comercial. En el caso de flores de corte la
senescencia prematura de las flores u hojas afecta la vida florero y por lo tanto su valor
comercial.

Condiciones que inducen la senescencia foliar. La senescencia foliar se induce
o acelera por variables externas e internas. Como variables externas pueden incluirse el
ataque de patogenos (bacterias, hongos, virus), temperaturas extremas, exposicion a
ozono, radiacion excesiva (estrés fotooxidativo), estrés hidrico, deficiencia de

nutrientes, obscuridad prolongada (Keech et al., 2007; Bhattacharjee, 2005; Coupe et
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al., 2004; Xu and Huang, 2004). Como variables internas puede incluirse la edad del
organo o envejecimiento de la planta; los reguladores de crecimiento como el etileno,
donde la produccion méaxima promueve la marchitez de los pétalos en algunas especies
(Langston et al., 2005); las citocininas cuya reduccion dispara la senescencia foliar, en
algunos casos la presencia de auxinas acelera el proceso y en otros lo retrasa; en la
etapa de reproduccion se acelera la senescencia debido a que los asimilados se
canalizan a los d6rganos reproductivos. Durante el metabolismo se producen especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) como el superdxido (O'z), radical
hidroxilo (OH"), peroxido de hidrogeno (H,0O»), radicales de peroxi (ROQO"), oxigeno
singulete ('0,), sin embargo, en la senescencia las ROS juegan un papel crucial debido
a que son unos de los causante de la peroxidacion de los lipidos de las membranas
(Bhattachaejee, 2005; Vranova et al., 2002). La ROS inhiben la funcién de algunas
enzimas, dafiando proteinas y lipidos de la célula (Mora y Lopez, 2006).

Retraso de la senescencia y reverdecimiento. Durante el periodo de
senescencia, las células del tejido foliar reciben una serie de sefiales fisiologicas que las
conducen a la muerte. Sin embargo, la degradacion del cloroplasto puede ser detenida y
aun revertida por las citocininas, como se ha visto en trabajos previos con las especies
de Nicotiana rustica, Brassica oleraceae, Triticum aestivum, Dactylis glomerata
(Martinez-Gutiérrez et al., 2008; Wilson-Garcia et al., 2008; van Doorn and Woltering,
2004; Coupel et al., 2004; Zavaleta et al., 1999). En la naturaleza este fendmeno se
muestra en Zantedechia aethiopica; después de la polinizacion, la espata experimenta
un reverdecimiento debido a la transformacion de los amiloplastos a cloroplastos (van
Doorn, 2005). Zavaleta-Mancera et al. (1999) realizaron un experimento en el cual se
reverdecieron hojas senescentes de Nicotiana rustica L. aplicando la citocinina (BAP),

sus resultados mostraron que los gerontoplastos (cloroplastos senescenetes) se
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trasformaron en cloroplastos verdes funcionales, con una alta concentracion de
clorofila, sin embargo las hojas senescentes asperjadas con BAP so6lo podian reverdecer
cuando los gerontoplastos contenian algunas membranas internas intactas y el 18% de
su clorofila inicial (Zavaleta et al., 1999). Estos ultimos datos indican la plasticidad
genética que tienen algunas especies vegetales, en las que puede observarse la
rediferenciacion de pastidios. Se menciona que los tratamientos que revierten la
senescencia, tienen que actuar antes del punto de no retorno. El reverdecimiento
también se obtiene eliminando la punta de la rama y las hojas inmaduras, para
modificar la fuente y demanda y favorecer el retraso de la senescencia en hojas

inferiores (Smart, 1994).

2.2 Cambios bioquimicos

Algunos estudios demuestran que el inicio de la senescencia estd determinada
por la expresion de asociados a la senescencia (SAG, por su siglas en inglés)
(Buchanan-Wollastone et al., 2003). El sintoma mas evidente de la senescencia foliar es
el cambio del color, debido a la degradacion de la clorofila (Gepstein, 2004). La
degradacion de la molécula de clorofila comienza con el rompimiento de la estructura
del anillo tetrapirrolico, mediado por la clorofilasa; el producto de la reaccion es un
compuesto llamado clorofilide. La clorofilasa actua de preferencia en la clorofila a
aunque puede actuar en la clorofila b. Después se remueve el Mg por la enzima Mg-
dequelatasa cuyo producto es la feoforbide, esta es transformada a un compuesto
llamado catabolito rojo de clorofila (RCC) el cual es convertido en un catabolito
fluorescente de clorofila (FCC) por la feoforbide a oxigenasa (PAO) y la enzima
catabolito clorofila rojo reductasa (RCCR), finalmente el FCC se excreta hacia la

vacuola donde por procesos de tautomerizacion se transforma en un catabolito no
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fluorescente de clorofila (NCC). La degradacion de la clorofila hasta el NCC es
necesaria para prevenir la acumulacion de intermediarios fitotoxicos. Esto ultimo es un
aspecto importante de la senescencia porque si fuera diferente, los productos serian
peligrosos para la célula (Hortensteiner, 2006). Keech et al. (2007) mencionan que
durante la senescencia, los genes asociados a la fotosintesis disminuyen, mientras que
los encargados de la respiracion y el transporte de electrones se mantienen o
incrementan. La degradacion de las macromoléculas se debe a una sobre expresion de
genes que codifican enzimas encargadas de degradar lipidos, proteinas, nucledtidos y
polisacaridos (Gepstein, 2004); algunos autores los agrupan en genes asociados a la
senescencia (SAG). Los SAG se agrupan en dos categorias, aquellos que se expresan
durante toda la senescencia y los que aparecen en las primeras etapas del desarrollo y se
incrementan durante la senescencia (Teixeira et al., 2005; Smart, 1994). En esta etapa
las enzimas antioxidantes disminuyen su actividad y junto con las condiciones
ambientales adversas, se producen especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales son
toxicas para la célula y responsables de la peroxidacion de las membranas (Xu and
Huang, 2004). La glutamina sintetasa es una enzima importante en la asimilacion del
nitrégeno inorganico a formas organicas, ésta cataliza la reduccion del amonio y
glutamato a glutamina, la glutamina es la que provee de nitrogeno organico a la planta.
Las investigaciones demuestran que la concentracion total de la glutamina sintetasa
disminuye durante la senescencia. En cambio, se ha observado que la glutamina
sintetasa 1 (GS1) se incrementa durante la senescencia y se sugiere que sea un SAG II

(enzimas que aparecen durante la senescencia) (Teixeira et al., 2005).
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2.3 Cambios fisiolégicos durante la senescencia

En esta etapa del desarrollo los procesos anabdlicos cambian a catabolicos
(Gepstein, 2004). Durante la senescencia la asimilacién de carbono es sustituida por el
movimiento de carbohidratos hacia otras partes en crecimiento (Wagstaff et al., 2005).
Para que esto ocurra se sintetizan proteinas que cambian los procesos fisiologicos. Para
la degradacion de macromoléculas y su movilizacion participan varias proteasas como
la cisteina proteasa, serina proteasa y aspartil proteasa que participan en la movilizacion
del nitrégeno via amino acido transportado por el floema, en el transporte de azucares,
péptidos, amino acidos y de cationes (Buchanan-Wollaston et al., 2005). Mientras
ocurren los procesos de degradacion de las membranas se habla de que las enzimas
antioxidantes comienzan a declinar su actividad (Xu and Huang, 2004). Buchanan-
Wollaston et al. (2005) mencionan que los tejidos senescentes se mantienen protegidos
contra una muerte prematura, por el ataque de patogenos organismo oportunista, por
medio de la sintesis de proteinas alternativas oxidasas (AOX) para evitar la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), el papel de la AOX es limitar la formacién de
ROS por la reduccion de la actividad de la cadena respiratoria y con ello se reducir el
estrés oxidativo en la mitocondria

En las flores de Petunia se observa una mayor produccion de etileno, el cual
regula el proceso de la senescencia de las flores, al mismo tiempo se observan los
sintomas de marchitamiento de los pétalos (Langston et al., 2005). Se sabe que el acido
salicilico (ASA), es una molécula importante en la respuesta sefial a patdogenos, sin
embargo promueve la expresion de genes de senescencia (Buchanan-Wollaston et al.,

2005).



2.4 Cambios subcelulares

El amarillamiento de la hoja es indicativo de la pérdida de clorofila y de la
desintegracion de los cloroplastos (Gepstein, 2004). Una caracteristica de la senescencia
son los cambios estructurales del cloroplasto: las membranas de los tilacoides (grana) se
desacoplan y comienzan a desintegrarse y al tiempo se forman vesiculas lipidicas con
material degradado conocidas como plastoglobulos, al mismo tiempo la cantidad de la
enzima Rubisco disminuye (Keech et al., 2007; Pyung, et al., 2007). Después ocurre el
desmantelamiento de los organelos membranosos como la mitocondria, aparato de
Golgi y finalmente el ntcleo. La pérdida de la membrana plasmatica conduce al colapso
y a la muerte celular (Pyung, et al., 2007). Algunos reportes indican que las proteinas
del estroma, Rubisco y glutamina sintetasa, se degradan por la presencia de especies
reactivas de oxigeno (ROS). La mitocondria y el nucleo son los ultimos organelos en
desaparecer de la célula, se piensa que la mitocondria se encarga de mantener la
produccion de ATP necesario para llevar el proceso en orden y ser fuente de esqueletos
de carbono para el ciclo del 4cido tricarboxilico que facilita la movilizacion del
nitrogeno y otros nutrientes (Keech et al., 2007). En trabajos anteriores realizaron
experimentos para conocer el efecto que tenia la obscuridad en la forma de las
mitocondrias; en obscuridad las mitocondrias son casi esféricas, comparadas con
aquellas que tuvieron iluminacion normal (Keech et al., 2007). En los cloroplastos las
membranas tilacoidales contienen las clorofilas y varias proteinas organizadas en
complejos cosechadores de luz llamadas en conjunto LHCI y LHCII, el citocromo y la
ATP sintetasa, que son degradados durante la senescencia foliar. Los fotosistemas [ y II
(PSI y PSII) son unidades que poseen varios cientos de moléculas de clorofila,
alrededor de 50 catotenoides, un citocromo f, una plastocianinia, dos citocromos bsea,

una molécula de ferredoxina y un dimero de clorofila P700; en cambio el fotosistema II
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tiene cerca de 200 moléculas de clorofila a y b que absorben a los 680 nm, 50
carotenoides, un dimero de clorofila, una quinona, cuatro plastocianninas, seis a&tomos

de manganeso y dos moléculas de citocromo b sso (Scheeler, 1993).

2.5 Degradacién nuclear

Deterioro del ADN. Las evidencias experimentales indican que la senescencia
es un proceso bajo control genético (Hensel et al., 1993). El objetivo principal del
catabolismo de los acidos nucleicos, en la senescencia foliar, es degradar el ADN y
ARN a sus componentes elementales y transportarlos hacia los tejidos demanda.
Durante la degradacion de los acidos nucleicos se involucran ARNasa, ADNasa y
endonucleasas, cuya actividad enzimatica se incrementa durante la senescencia
(Langston et al., 2005). El fraccionamiento del ADN nuclear se observa durante los
ultimos momentos de vida de la planta, esto se evidencid en el envejecimiento natural
de los pétalos de petunia Yamada et al. (2006). Algunos autores sefialan que la
degradacion del ADN ocurre en dos fases; 1) se forman fragmentos de ADN de ~50,000
pb, ésta coincide con la condensacion de la cromatina. 2) esta etapa se caracteriza por
presentar fragmentos de ~200 pb. Los ensayos de TUNEL mostraron que posterior a la
polinizacion, los pétalos presentaron fraccionamiento en mas del 90% del ADN de los
nucleos, en los geles de agarosa se revelan fragmentos de 160 pb (Yamada et al., 2006;
Langston et al., 2005). Otros autores como Pagoria y Maravolo (2005) mencionan que
los fragmentos de ADN caracteristicos de la senescencia son de 180 a 200 pb, estos
autores confirmaron la presencia de fragmentos de ADN en el talo de Marchantia
polimorpha, usando la técnica de TUNEL. Esta técnica se basa en teflir sélo los

extremos 3-hidroxil del ADN; en este ensayo se incorpora un oligonucle6tido marcado
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con un fluorocromo y con esto se asegura una vision de la cantidad relativa de ADN

fraccionado in situ (Khrisnamurty, et al., 2000).

Cambios estructurales en el nudcleo. El fraccionamiento del ADN puede
evidenciarse mediante varias técnicas: 1) Geles de agarosa para conocer la integridad
del ADN (Gladish et al., 2006; Yamada et al., 2006; Xu y Hanson, 2000), 2) Citometria
de flujo (Jordan, 2003; Watanabe et al., 2002), 3) Ensayo de TUNEL el cual consiste en
marcar secuencias de bases libres mediante un anticuerpo etiquetado con un marcador
fluorescente (Pagoria y Maravolo, 2005; Danon et al., 2000), 4) Microscopia
electronica de transmision (Gladish, et al., 2006). Existe algunos trabajos enfocados al
estudio del envejecimiento nuclear en diferentes tejidos; por ejemplo en pétalos de
Petunia, en el talo de una hepatica, protoplastos de hoja de Brassica napus, senescencia
inducida en pétalos de petunia (Pagoria y Maravolo, 2005; Wagstaff et al., 2005;
Watanabe et al., 2002; Xu y Hanson, 2000).

Se menciona que en las células animales, el nicleo sufre una serie de cambios
caracteristicos de la apoptosis: encogimiento nuclear, fraccionamiento del ADN,
formacion de cuerpos apoptéticos y digestion por macrofagos. Surgidé entonces el
interés por conocer el proceso de degradacion nuclear pero en plantas, buscando
similitudes y diferencias con las células animales. Danon et al. (2000) al realizar una
revision del tema, mencionan que la morfologia del nucleo, de cultivos celulares de
zanahoria, durante la PCD presenta condensacion y encogimiento del citoplasma y
nicleo. Asi mismo se plantean tres tipos de fragmentacion del ADN: en ntcleos
normales, en nucleos de media luna y fragmentados es un fenomeno parecido a la

apoptosis.
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El autor propone que la célula de zanahoria se hace mas vacuolada, la cromatina
del nucleo se condensa ligeramente y transcurrido mas tiempo, la condensacion es mas
evidente Watanabe et al. (2002). El nucleo se hace esférico y con varios cuerpos de
cromatina condensada distribuida de manera uniforme. En otra etapa adquiere una
forma aplanada y lobulada; en esta etapa la cromatina comienza a condensarse, presenta
formas irregulares y finalmente el nucleo se desintegra (Gladish et al., 2006). En un
estudio realizado con flores de tres especies (Antirrhinum, Argyranthemum y Petunia),
se muestra que cada una presenta un patron de desintegracion del nucleo diferente;
Antirrhinum se caracterizd por presentar cuerpos pequefios de cromatina fragmentada
dentro de la envoltura nuclear. En otro patréon se mostréo que el nucleo se reduce en
masas cada vez mas pequeflas esto se observo tanto en Petunia como en
Argyranthemum (Yamada et al., 2006).

Son pocas las especies vegetales en las que se ha revisado el proceso de
fraccionamientos del ADN. En la papa (Solanum tuberosum) no se conoce el fenomeno
de senescencia foliar y menos aun los procesos de fraccionamiento del ADN en el
nucleo. En el presente estudio se revisan los cambios en la concentracion de pigmentos,
poblacion de plastidios y niveles de proteinas durante la senescencia foliar de dos

variedades de papa con distinto grado de precocidad.
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3.0BJETIVOS

Objetivo general
Estudiar la degradacion del ADN y los cambios en la poblacion de plastidios en

las variedades Lupita y Tollocan, durante la senescencia foliar.

Objetivo especifico

Estudiar la integridad del ADN y su fraccionamiento mediante geles de agarosa

durante la senescencia foliar.

Conocer la estructura foliar de las var. Lupita y Tollocan y caracterizar los cambios en

la poblacion de plastidios durante la senescencia foliar.
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4 HIPOTESIS

Durante la senescencia foliar los componentes celulares son degradados y el
nucleo sera el ultimo componente en degradarse

La fragmentacion del ADN se presentara en la tltima etapa de la senescencia
foliar en ambas variedades.

El ntimero de plastidios disminuird durante la senescencia foliar en ambas

variedades.
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5.MATERIALES Y METODOS

5.1 Material bioldgico

Se trabajo con las variedades de papa Lupita y Tollocan ya descritas en la
seccion 5.1 del primer capitulo. Las plantas provenientes de tubérculos de 30 DDS,
fueron proporcionadas por el Ing. Victor Magallanes del Programa Nacional de Papa
del INIFAP-Metepec, estado de México. Se utilizaron hojas en tres estados de
senescencia caracterizadas por el contenido relativo de clorofila: V= estado verde >40
unidades SPAD; S1= senescencia inicial 23-26 unidades SPAD; S2= senescencia

avanzada <5 unidades SPAD.

5.2 Estructura foliar

Se muestreo el foliolo terminal de la hoja del 4° y 5° entrenudo de seis plantas
por estadio de senescencia (V, S1, S2) de cada variedad. Se cortaron fragmentos de 1x2
mm con una navaja de doble filo y fijaron en FAA [50% etanol, 5% dacido acético
glacial, 10% formalina (formaldehido 37%) y 35% agua destilada] por 48 h,
posteriormente los tejidos se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de
fijador y luego se deshidrataron en etanoles graduales (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100,
100%) por 2 h en cada cambio. Después los tejidos se transfirieron a una secuencia de
LR-White y etanol 100% (1:3), LR White-etanol 100% (1:1) y LR White-etanol 100%
(3:1), durante tres horas en cada cambio a 4 °C. Luego se transfirieron a resina 100%
por durante 11 h a 4 °C. Los tejidos se colocaron en capsulas de gelatina de 2 cm de
largo, las cuales se polimerizaron en una estufa a 62 °C por 24 h. Posteriormente los
bloques de resina con el tejido se recortaron y orientaron en plano transversal, los
cuales se volvieron a incluir con LR White. Los portaobjetos se lavaron con agua

destilada y luego con acetona 100% para eliminar la grasa de la superficie. Se
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obtuvieron cortes semifinos (2 um) con un ultramicrétomo (Reichert Om U2), usando
cuchillas de vidrio. Los cortes se tomaron con un anillo de 1 mm de didmetro. Se
obtuvieron 10 cortes de cada bloque y se extendieron en un bafio de flotacion (acetona
10%), posteriormente se colocaron en el portaobjetos y se adhirieron colocandolos
sobre una parrilla (60 °C). Para tefiir los cortes se prepar6 azur II 1% (colorante A)y
azul de metileno 1% en una solucion de borax 1% (colorante B). Los colorantes A y B
se mezclaron en partes iguales (1:1). Se coloco una gota de la mezcla (sol. A y B) sobre
los cortes y se dejo el portaobjetos sobre la parrilla (previamente calentada a 60 °C) por
10 s. Luego el exceso de colorante se elimind con agua desionizada. Para la observacion
en microscopio se agregd una gota de aceite mineral sobre el corte y se colocd un
cubreobjetos. Las observaciones se realizaron en un microscopio Optico compuesto
(Fotomicroscopio III Carl, Zeiss, Alemania). Las imagenes se capturaron en una camara
digital para microscopia (PAXCAM 3). Las imagenes se manipularon con el programa

Adobe Photoshop CS3.

5.3 Conteo de cloroplastos

Se contabiliz6 el nimero de cloroplastos por célula del parénquima en
empalizada, no se contaron los cloroplastos de las células del parénquima esponjoso
debido a su gran tamafo y forma irregular, el corte semifino (2 um) no representaba a la
célula. Se utilizé un cuadro de numeros aleatorios para seleccionar la célula. El conteo
se realiz6 en 60 células de seis cortes provenientes de seis plantas diferentes, con el

objetivo de 40X y 100X.
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5.4 Integridad del ADN

Extraccion del ADN. Los foliolos terminales de las hojas del 4° y 5° entrenudo
se lavaron agua destilada. Se pesaron 200 mg de tejido fresco y se macerd con 1 mL de
solucién amortiguadora de extraccion (Tris-HCI 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1.4
mM, CTAB 2%, PVP 1%, B-ME 0.2%, pH 8.0). Se tom6 una alicuota de 750 uL y se
llevo a 65 °C por 90 min en bafio seco, agitindose cada 7 min, luego se agregaron 750
pL de solucion de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se agitd por inversion. La
mezcla se centrifugd a 8,000 g por 5 min a 20 °C, se tomaron 400 pL de sobrenadante y
se agregaron 133 uL de acetato de amonio 7.5 M. La mezcla se incubd en hielo por 10
min, se centrifugd a 10,000 g por 10 min y se recuperod el sobrenadante. A un volumen
conocido de sobrenadante se agregaron 0.6 volumenes de isopropanol y se agitd por
inversion. Las muestras se mantuvieron a 4 °C durante 10 h. Después se centrifugaron a
8,000 g por 20 min y el precipitado se lavo con etanol 70% (agitando por inversion)
luego se centrifugd a 8,000 g por 10 min, y se lavdo nuevamente. El tubo con ADN
precipitado se dejo escurrir sobre papel secante hasta que se observo transparente. Una
vez seco el ADN se resuspendi6 con agua ultrapura (MilliQ), se agitd vigorosamente y
luego se tomo6 una alicuota de 2 plL para ser leido en el espectrometro nanodrop
(Thermo Scientific_Nanodrop Modelo 1000) para medir su pureza y concentracion (ng
ul™h.

Electroforesis en agarosa. Se prepar6 un gel de agarosa TBE 1.5%. Se
cargaron los carriles con 1000 ng de ADN y 2 pL con la solucion acuosa de Halt (azul
de bromofenol 0.25%, 0.25% de xileno cyanol FF, 30% glicerol). El marcador utilizado
fue de amplio rango (Ladder 100, Invitrogen) (100 a 1500 pb). El gel corrié a 75 V por
90 min en una camara de electroforesis horizontal para agarosa. EL gel se revel6 con

una solucion de bromuro de etidio (1.5 pg mL™) por 30 min en agitacién constante, se
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dejo escurrir y se colocod directamente sin ningin lavado y se observd en un
transiluminador y se tomaron fotografias en un fotodocumentador (UNISAVE modelo

GAS9200/1/2/3 version 12).
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6.RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Estructura foliar

La hoja presenta una anatomia tipica de una dicotiledonea. Las epidermis
adaxial y abaxiales son uniestratificadas. El parénquima en empalizada es de un solo
estrato, presenta parénquima esponjoso que representa dos tercios de la hoja (Figuras 20
a 25). Las laminas de los foliolos de la hoja trifoliada de la var. Lupita tuvo un espesor
promedio de 181 £+ 30 um, mientras que en la var. Tollocan de 256 = 8§ um (Cuadro 5).
El ancho del parénquima empalizada con 83 pum en ambas variedades. Se encontraron
diferencias en el ancho del parénquima esponjoso (var. Tollocan) esto podria indicar
que esta variedad presenta una mayor zona para el intercambio gaseoso. La epidermis
adaxial y abaxial de las dos variedades presentaron dos tamafios en las epidermis. La
var. Tollocan presentdé mayores didmetros de las células epidérmicas abaxiales
comparado con la var. Lupita (Cuadro 5). Las células del parénquima esponjoso de la
var. Tollocan fueron mas grandes en promedio (43 = 3 um) que las de la var. Lupita (37

+ 3) (Cuadro 5).

6.2 Conteo de cloroplastos y nucleos

El conteo de cloroplastos no indicé diferencias significativas (p<0.05) entre las
variedades. El numero de plastidios por célula, disminuyeron drasticamente cuando la
hoja sufrié pérdida del 60% de su clorofila. En las hojas de las dos variedades, en
estado V (60 SPAD) y S1 (23-26 SPAD), se observaron nucleos intactos en las células
del parénquima en empalizada, parénquima esponjoso y células epidérmicas. En las
hojas de la var. Tollocan con senescencia avanzada S2 (< 5 SPAD), las células
presentaron el tonoplasto colapsado con la presencia de cuerpos intensamente tefiidos

(1-2 um) de forma irregular dispersos en la célula. En el caso de la var. Lupita las

94



células del mesofilo esponjoso presentaron de 1 a 2 particulas irregulares (1 pum), se
observan pocos nucleos en el corte transversal probablemente debido a su forma
estrellada.

La Figura 26 muestra el conteo de cloroplastos en las células de parénquima
empalizada. La presencia de los estos organelos disminuy6 de manera gradual. En las
hojas V de Lupita y Tollocan, se obtuvo un promedio de 25 + 0.66 y 24 + (.72
cloroplastos por célula empalizada; en hoja S1tuvieron valores promedio de 15 + 0.54 y
16 + 0.65; las hojas S2 con 1 = 0.16 y 2 £ 0.27 cloroplastos para Tollocan y Lupita,
respectivamente. La comparacion de medias (Duncan) indico no diferencias
significativas en el nimero de cloroplastos entre las variedades, pero si denotd

diferencias entre los diferentes estados de senescencia (Figura 26).
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Cuadro 5. Algunos caracteres anatomicos de las hojas de las variedades Lupita y

Tollocan.

Caracter Lupita Tollocan
Ancho de la lamina foliar (um™ 186 £ 19 227+ 30
Ancho del parénquima empalizada en corte 74+10 73+£13

transversal (pm )

Ancho del parénquima esponjoso en corte 94+ 17 120 +26
transversal (um).*

Diametro mayor de las células epidérmicas 68 £19 60 £ 18
adaxiales de mayor tamafio (um).

Diametro mayor de las células epidérmicas 24+£6 269
adaxiales de menor tamafio (um).

Diametro mayor de las células epidérmicas 44 + 24 43 +12
abaxiales de mayor tamafio (um).

Diametro mayor de las células epidérmicas 17+30 22 £05
abaxiales de menor tamafio (um).*

Diametro mayor de las células de 37+20 35 +09

parénquima esponjoso (im).

*Diferencias significativas (p< 0.05)
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Figura 20. Corte semifino (2 wm) del foliolo terminal de la hoja de papa (S. tuberosum) var. Lupita en estado verde (51 SPAD), epb:
epidermis abaxial; epd: epidermis adaxial; mp: mesofilo empalizada, ms: mesofilo esponjoso; t: tricoma, e: estoma; n: nicleo; hv: haz
vascular; las flechas indican a los plastidios. La barra=100 pm.
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Figura 21. Corte semifino (2 um) del foliolo terminal de la hoja de papa (S. tuberosum) var. Lupita en estado inicial de senescencia (S1: 23
SPAD), epb: epidermis abaxial; epd: epidermis adaxial; mp: mesofilo empalizada; ms: meso6filo esponjoso, t: tricoma; e: estoma; n: nicleo;
hv: haz vascular; las flechas indican a los plastidios. La barra=100 pm.
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Figura 22. Corte semifino (2 um) del foliolo terminal de la hoja de papa (S. tuberosum) var. Lupita en estado avanzado senescente (S2: 7
SPAD), epb: epidermis abaxial; epd: epidermis adaxial; mp: mesofilo empalizada; ms: meso6filo esponjoso; t: tricoma; e: estoma; n: nicleo;
hv: haz vascular; las flechas indican a los plastidios. La barra=100 um.
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Figura 23. Corte semifino (2 um) del foliolo terminal de la hoja de papa (S. tuberosum) var. Tollocana en estado verde (46 SPAD), epb:
epidermis abaxial; epb: epidermis adaxial; mp: mesofilo empalizada, ms: meso6filo esponjoso, t: tricoma, e: estoma; n: nicleo; hv: haz
vascular; las flechas indican a los plastidios. La barra=100 pm.
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Figura 24. Corte semifino (2 um) del foliolo terminal de la hoja de papa (S. tuberosum) var. Tollocan en estado inicial de senescencia (S1:
22 SPAD), epb: epidermis abaxial; epd: epidermis adaxial; mp: mesofilo empalizada, ms: mesofilo esponjoso, t: tricoma, e: estoma; n:
nucleo; hv: haz vascular; las flechas indican a los plastidios. La barra=100 pm.
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Figura 25. Corte semifino (2 um) del foliolo terminal de la hoja de papa (S. tuberosum) var. Tollocan en estado avanzado de senescencia
(S2: 6_SPAD), epb: epidermis abaxial; epd: epidermis adaxial; mp: mesofilo empalizada; ms: mesoéfilo esponjoso; t: tricoma; e: estoma; n:
ntucleo; hv: haz vascular; las flechas indican a los plastidios. La barra=100 pm.
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Figura 26. Poblacion de plastidios durante la senescencia foliar de las variedades Lupita
y Tollocan. Los datos son promedio + E.S., n=60. (*) Denotan diferencias significativas
entre estados de desarrollo para cada variedad (p< 0.05). V >45 SPAD; S1: 23-26
SPAD, S2: <5 SPAD.
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6.3 Integridad del ADN

Los resultados de la electroforesis en geles de agarosa, no presentaron deterioro
o fraccionamiento del ADN en ambas variedades. El gel muestra que las bandas de
ADN de las muestras tuvieron valores mayores a los de referencia empleados (1500
pb). Esto evidencia que el ADN de los nucleos, al menos en estas fechas de muestreo
(39, 50, 72 y 93 DDS) y bajo las condiciones de invernadero, no se fragmentaron. Cabe
sefialar que se realizaron cinco repeticiones de los geles y en todos los casos fue
consistente el patron de ADN, sin embargo en los cortes no se observaron nucleos en la
ultima fecha de muestreo (93 DDS). Estos resultados podrian explicarse porque los
cortes fueron delgados (2 wm) y no permitieron observar a la célula completa, por lo
que no fue posible observar cuantos ntcleos habian por area de tejido y la forma que
tenian antes de morir la hoja. Para estudiar los niicleos in Situ se requiere realizar cortes

posteriores a estas fechas de muestreo para conocer si existe fraccionamiento del ADN.

Segun estos datos el ADN se mantiene integro durante los primeros 93 DDS a
pesar de que los niveles de clorofila disminuyeron drasticamente y la poblacion de
plastidos también lo hizo (2 plastidios/célula). Se requiere observar estados mas
avanzados de senescencia para observar como se deterioran los nucleos y como ocurre
el fraccionamiento, implementando una prueba de TUNEL que detecta fragmentos de
180 bp o multiplos de éste, pero en cortes gruesos (10 wm). Durante el ciclo bioldgico
de ambas variedades, se propone que en los geles de agarosa no se detectaron
diferencias cualitativas, debido a que éstos revelaron que el ADN estaba aun integro

(Figura 27).
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<=1500 pb

<= 1500 pb

Figura 27. Analisis de ADN en gel de agarosa. Variedades Lupita (A) y variedad
Tollocan (B). Los nameros 39, 50, 72 y 93 DDS, M. ref. = marcador de referencia.

105



Anatomia de la hoja

Los cortes semifinos de las variedades estudiadas mostraron una epidermis
tabular con células altas (63 £ 7 um) y bajas (24 £ 3 um) esta estructura concuerda con
la descripcion de S. tuberosum var. Russet Burbank realizada por McCauley y Evert
(1988), aunque estos autores no mencionan el tamafio celular. Existen pocas diferencias
anatomicas entre las variedades; la var. Lupita presenta hojas mas delgadas (181 + 30
pm) que Tollocan (256 + 8 um), y la var. Russet Burbank estudiada por McCauley y
Evert (1988) con 271 um. La hoja de papa es bifacial (no es simétrica visto el corte
transversal), las células de parénquima en empalizada forman un estrato de células
alargadas (83 wm) en Lupita y Tollocan, datos que concuerdan con los de la var. Russet
Burbank (85 pm), de acuerdo a McCauley y Evert (1988). El parénquima empalizada
representd un tercio del grosor de la lamina, s6lo en la var. Tollocan. Las células del
parénquima en empalizada no son compactas, se menciona que esta caracteristica es
una ventaja para la difusion del CO,, durante la fotosintesis (Mauseth, 2003).

El parénquima esponjoso de la var. Lupita fue mas compacto (97 = 6 um), que
el de la var. Tollocan (187 + 8). Estas diferencias estuvieron determinadas por el
numero de estratos y volumen de los espacios intercelulares. La forma de estas células
es irregular con diametros de 6 a 24 pm. El parénquima esponjoso de la var. Lupita esta
formado por 4 estratos y el de la var. Tollocan de 5-6 estratos. En corte transversal la
var. Tollocan present6 una mayor area de espacios intercelulares.

Se menciona que el haz vascular es bicolateral, con xilema central y floema
hacia el haz y hacia el envés; la funcidon de esta estructura es que el floema adaxial sirve
para mandar fotosintatos a la hoja, mientras que la abaxial para exportar de la hoja hacia
otras partes de la planta. El parénquima esponjoso es ramificado, pero las que se

encuentran cerca de las empalizadas son menos ramificadas y llegan a formar una capa
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conocida como células colectoras. En las células colectoras y empalizadas se
encuentran los granulos de almidon (McCauley y Evert, 1988).

Los plastidios de las hojas en estado S1 se observaron mas redondeados que los
cloroplastos de las hojas verdes; esta tendencia corresponde a lo descrito previamente
en tabaco, Nicotiana rustica (Zavaleta et al., 1999) y en trigo, Triticum aestivum
(Zavaleta et al., 2007). La mayoria de los plastidios se concentraron en las células en
empalizadas, aunque también se distribuyen en las células del parénquima esponjoso,
pero en menor cantidad (Figura 20 y 23). La comparaciéon de medias del nimero de
cloroplasto entre variedades no indicé diferencias significativas (p< 0.05), lo cual
podria sefialar que la diferencia en la concentracion del clorofilas se debe a diferencias
entre las variedades y concentracion de clorofila por cloroplasto. En cuanto a la
abundancia de éstos se demostrd una tendencia hacia la pérdida de plastidios durante la
senescencia (Figura 22 y 25). En el estado avanzado de senescencia (S2) con valores
menores a 5 SPAD se observo una pérdida casi completa de plastidios, mientras que los
nucleos se observaron en algunas células. Seria necesario realizar un estudio con
microscopia electronica de transmision para estudiar los cambios subcelulares durante
la senescencia entre las variedades y asi como detectar los cambios estructurales del

nucleo previos a su degradacion.

Integridad del ADN

El analisis de los geles de agarosa en Lupita y Tollocan mostraron que la
molécula de ADN se mantuvo integra hasta los 93 DDS, sin evidencia de degradacion,
observandose una sola banda en cada carril. Es posible que la degradacion del ADN
suceda en estadios mas avanzados de senescencia. En contraste, en las células animales

se reporta una primera fase donde se forman fragmentos de 50 kbp, y en una segunda
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fase en la que se detectan fragmentos de 200 bp (Yamada et al., 2006; Torriglia et al.,
1995). En el caso de las plantas se han reportado dos tipos de patrones: 1) el primero
presenta el mismo bandeo tipico de fragmentacion de ADN que las células animales, y
2) un segundo patron que se caracteriza por la ausencia del apilamiento de fragmentos
de ADN (Yamada et al., 2006). Los resultados obtenidos en papa concuerdan con el
segundo patrén por la ausencia de fragmentacion a los 93 DDS, posteriormente la
planta murié debido al frio de la temporada y con ello la senescencia se acelerd (Figura
25). Buchanan-Wollestone et al. (2005) menciona que el bandeo tipico del ADN,
durante la degradacion del nicleo, ocurre con poca frecuencia en las hojas senescentes,
en cambio en los pétalos de Petunia, Argyranthemum y Antihrrium se ha demostrado la
aparicion del bandeo tipico de ADN, evidencia del fraccionamiento (Yamada et al.,
2006). Otro método para la deteccion del fraccionamiento del ADN es la prueba de

TUNEL in situ, con la que puede detectarse el fenomeno en cortes de tejidos.
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7.CONCLUSIONES

La anatomia foliar de las variedades estudiadas fue similar, con excepcion del
grosor de la lamina. La var. Tollocan (256 + 8 um), presentd hojas mas gruesas que la
var. Lupita (181 + 30 um), debido a un mayor nimero de estratos (5-6) del parénquima
esponjoso y mayores espacios intercelulares.

No se observaron diferencias significativas en el numero de cloroplastos por
célula en las variedades estudiadas, los altos en la var. Lupita indican que los
cloroplastos en €sta son mas ricos en clorofila que los de la var. Tollocan.

Hasta los 93 DDS no se encontrd fraccionamiento en el ADN, sin embargo
tampoco se encontraron nucleos en los cortes realizados en esta fecha de muestreo en
las dos variedades estudiadas.

En los estadios de senescencia estudiados, las variedades Lupita y Tollocan de
papa no presentaron fraccionamiento de su ADN durante la tuberizacion y senescencia
hasta los 93 DDS. Se requiere de un analisis del DNA en estadios mas avanzados de
senescencia (>93 DD, < 6 SPAD) para determinar si el fraccionamiento del DNA

sucede o no previo a la necrosis de la hoja.
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