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RESUMEN

Se hizo una investigacion in vitro sobre el proceso de senescencia en segmentos de ramas
de Stenocereus queretaroensis (Web.) Buxbaum. Para ello se aplicd la fitohormona
benciladenina (BAP) con el fin de retardar dicho proceso. Este trabajo reveld que la aplicacién
de ésta retarda la expresién del sindrome de senescencia siendo ese retraso mas evidente en
condiciones de obscuridad que en la condicién de luz. Se observé ademds que la tasa de
senescencia es mayor durante los primeros dos dias, para después continuar aunque con una tasa
menor, por lo que se presume que la senescencia inicial se debe mas a un efecto fisico que
metabolico. Ademds, no se descarta la influencia de el control nuclear en el proceso de
senescencia, ya que la aplicacion de cicloheximida (CH) retérdé la expres'ién de ésta y su efecto
fué mas pronunciado que el registrado cuando se aplicé BAP, aunque el efecto de ésta ocurre
después transcurrir un periodo comprendido entre dos y cuatro dias con relacién al inicio de los
tratamientos, por lo cual se concluye; que los genes nucleares que regulan la senescencia tardan
un minimo de 48 horas para expresarse.

El contenido de almid6n presente en los segmentos afecté la accién de la BAP, ya que
cuando el contenido de almidon fue de 0%, se encontré un mayor efecto hormonal en el control
de la senescencia, medida ésta a través del contenido de clorofila y viabilidad de los
cloroplastos, que cuando esta hormona se aplicd en segmentos que contenian el 50% y 100%
de almidon. Lo anterior nos permite concluir que los niveles de'energia libre potencial presentes
en el almidén, colaboran en el desarrollo del proceso de senescencia, con lo cual este proceso

se consideraria como endergénico.



I. INTRODUCCION

El desarrolio de cualquier organismo vegetal conlleva dos procesos fundamentales: el
crecimiento y la diferenciacic’);l. Ambos eventos ocurren en forma sincronizada durante el
desarrollo vegetal. El crecimiento de los 6rganos de las plantas resulta de Ja accién conjinta
de la division y elongacion celular las que se acompafian de un proceso de especializacion celular
conocido como diferenciacion (Bidwell, 1979; Salisbury y Ross, 1994). Los procesos
ameriorme>nte descritos, son continuos durante la vida de la planta, aunque en las fases finales
de ésta disminuyen notablemente, debido a que se inicia la fase de maduracién, culminando con
la senescencia celular, la cual «es una secuencia de acontecimientos perfectamente ordenados y
programados que propician la pérdida de organizacién en las funciones vitales» (Bidwell, op.
cit.). Una forma de activar la senescencia o muerte celular es a través de la induccidn de
heridas, la herida posee una gran variedad de efectos entre los que se encuentran: la degradacién
de fosfolipidos y por tanto, de las membranas. En tabaco en algunas ocasiones éstas heridas
incrementan la actividad de la peroxidaza en 50 veces, por ello las actividades de peroxidacién
aumentan en el tejido herido (Thimann, 1980).

Las hormonas vegetales juegan un papel importante en la regulacién del desarrollo
vegetal, por tanto es frecuente encontrar reportes en los que se menciona su participacién activa
en diferentes eventos, tales como: floracién, embriogénesis,‘maduracién de’frutos, senescencia,
y otros, ademds de actuar como transductores de los mensajes ambientales, lo cual es una
necesidad prioritaria en las plantas por su caracteristica de permanecer fijas a un sustrato
(Bradford y Trewavas. 1994). Sin embargo el esquema anterior contrasta con el de los
animales, en los cuales su desarrollo es controlado por aproximadamente 40 hormonas, mientras
que en los vegetales el control de su desarrollo se circunscribe Gnicamente a cinco fitohormonas:
auxinas, citocininas, giberelinas. acido abscisico y etileno.

La mayoria de los estudios de la respuesta hormonal se ha realizado en cspeciesv
cultivadas y en pocos casos se reporta su respuesta en plantas no-domesticadas. Uno de los
principales objetivos de este trabajo es contribuir al conocimiento bioldgico de Stenocereus

queretaroensis que es una planta de reciente domesticacién que todavia conserva caracteristicas

»



biologicas comunes con plantas silvestres (Pimienta y Nobel, 1994; Nobel y Pimienta, 1995).

En este trabajo se intenta comprender la respuesta del tejido sometido a las lesiones mecanicas

(heridas) que activan el proceso de senescencia que conduce hacia la muerte celular y c6mo es
. que el efecto de esta herida o dafio al tejido puede ser regulado a través de factores fisicos,

bioguimicos, genéticos y hormonales.

(%)



II. HIPOTESIS

La expresion del sindrome de senescencia en segmentos de ramas de Stenocereus
queretaroensis esta sujeta al control hormonal, el cual a su vez, se encuentra regulado por la
expresion de genes nucleares, por lo que cabe esperar que la aplicacion de la fitohormona
(benciladenina) asi como la del inhibidor de la transcripcién nuclear (cicloheximida), retarden
o inhiban con diferentes grados de intensidad, el desarrollo de la senescencia inducida a través

de las heridas provocadas al extraer €l tejido.



III. OBJETIVOS

L. 1. General.

Analizar e] sindrome de senescencia en segmentos de ramas de Stenocereus queretaroensis,
a través de las influencias e interacciones que se llevan a cabo entre los factores fisicos y
bioquimicos que afectan el desarrollo de este proceso.

11.2. Particulares.

1. Determinar el efecto de la luz y la temperatura en la expresion del proceso de

senescencia en segmentos de ramas de S. queretaroensis.

2. Investigar el efecto de la citocinina benciladenina en el sindrome de senescencia del

pitayo.

3. Evaluar la importancia de la participacion de los genes nucleares en la expresion del

proceso de senescencia en segmentos de ramas de S. queretaroensis.



IV. REVISION DE LITERATURA .
IV.1. Descripcién de las Zonas Aridas y Semi-Aridas.

Las zonas aridas son aquellas en donde llueve muy poco o nada, presentdndose por lo
regular carencias de agua, ocupan una extensién importante de los continentes, estimindose ésta
en una quinta parte del drea de la tierra. Se calcula ademds, que sostiene a casi un billén de
personas, ‘donde habita el 20% de la poblacion mundial (UCAR, 1991). Una d¢ las
carac£er1’sﬁcas notables de las regiones dridas y semidridas de México, es su gran dinimica y
variedad, la cual puede observarse a nivel geoldgico, geomorfolégico, climdtico, edifico,
ecoldgico, de aprovechamiento, y otros. Con respecto a la cubierta vegetal de estas zonas, se
presentan caracteristicas de gran interés, en algunas facetas de su fisonomia y floristica; las
formas arbustivas prevalecen cominmente en las vegetaciones xerdfilas, en algunas ocasiones
dominan los arboles y en otras las especies herbaceas, sobre todo las gramineas. Los contrastes
son marcados entre las comunidades esencialmente siempre verdes, comparadas con otras
tdtalmente caducifolias, de igual forma ocurre para las estructuras simples frente a otras
multiestratificadas y de interrelaciones complejas. La abundancia local de algunas formas
biolégicas especializadas, contribuyen asimismo a efectos fisondmicos notables, a menudo
espectaculares (Rzedowski, 1983). En las regiones aridas las caracteristice;s topograficas de la
roca madre y sobre todo del suelo. opacan la influencia del clima. Por lo general, las texturas
arenosas son mas favorables que las arcillosas. igualmente, los suelos someros y pedregosos de
cerros que sostienen por lo comin mucho mas biomasa y biodiversidad, que los suelos profundos
y finos de los terrenos aluviales de las grandes ilanuras. La variedad de formas bioldgicas
vegelales, es un rasgo comin en muchas regiones aridas del mundo y pueden interpretarse, como
el resultado de un gran ndmero de vias distintas, que han encontrado las plantas, para adaptarse

a las limitaciones de agua (Rzedowski, op cit.).



IV.2. Descripcion de la Familia Cactaceae.

La familia Cactaceae es originaria del continente Americano, aunque debido a la ausencia
de restos fosiles no se puede establecer la época de aparicion y origen (Bravo, op. cit.). Sin
embargo, este grupo es relativamente joven desde el punto de vista evolutivo y se cree que las
cacticeas derivaron de las portulacaceas, aunque Mauseth (1991) con base en evidencias
biogeograficas ha propuesto que el posible origen de esta familia fue hace 90 0 100 millones de
afios. Su diseminacion fue después de que América del Sur y Africa estuvieron totalmente
separadas (20 a 30.millones de afios) (Boke, 1980). Ya que este ultimo continente s6lo posee el
género Rhipsalis perteneciente a esta familia (Muiloz, 1995).

Las cacticeas son especies nativas de las zonas dridas y semi- dridas, por lo general son
espinosas y se caracterizan por poseer Organos especiales llamados aréolas. Los limbos de sus
hojas estdn reducidos a pequefias escamas o primordios anatomicos, los cuales solo se
desarrollan en especies de los géneros Pereskia y Pereskiopsis y por lo comidn son grandes
grandes, aplanados y carnosos. Poseen espinas de tamafio y forma variables producen ramas,
gloquidas, gldndulas (lana) y pelos. Sus flores casi siempre son solitarias, y en ocasiones se
encuentran en inflorescencias. Presentan frutos jugosos dehiscentes, con el pericarpio cubierto
de aréolas y escamas. Las semillas de las cacticeas, tienen variaciones en el tamafio, estructura,
forma y color de la testa, aunadas, también a las caracteristicas del embrién y tejidos
almacenadores de las sustancias nutritivas. Todo ello ha sido atribuido a sus caracteres

filogenéticos y taxondmicos (Bravo. fide Robles, 1994).



1V.3. Clasificacion Taxondriica de Stenocereus queretaroensis.

Stenocereus queretaroensis (Weber) Buxbaum, puede cvlasiﬁcarse de la siguiente manera.
Orden Cariophyllales ! ‘
Familia Cactaceae
Subfamilia Cactoidea
Tribu Pachycereae
Subtribu Stenocereinae
Género Stenocerelis
Especie queretaroensis
y se le conoce con el nombre vulgar de "Pitayo de querétaro” (Buxbaum, 1950; Bravo,

op cit.).
IV.3.1. Distribucién geografica del género Stenocereus.

El género Stenocereus se encuentra ampliamente distribuido en México y tiene .
representantes en las Antillas y en la parte norte de América del Sur (Bravo, op. cit.). Las
especies silvestres de este género que producen frutos comestibles, son encontrados de manera
comun hacia el interior de las montafias costeras sub-tropicales y en las Hanuras costeras de las
zonas semi-dridas de la costa oeste (desde Sonora hasta Chiapas) y en la costa este (desde
Tamaulipas a Veracruz) de México.” Respecto a las especies cultivadas, que son consideradas
como las de mayor importancia econdmica, se encuentran: S. queretaroensis, S. griseus, S.
pruinosus 'y S. stellatus. De ellas, Stenocereus queretaroensis se cultiva en los sigﬁientes estados
del territorio mexicano: Jalisco, Colima, Guanajuaito y Querétaro. De manera particular, el
estado de Jalisco cuenta con una amplia distribucién tanto de las formas sitvestres, como de las

poblaciones cultivadas (Pimienta y Nobel, 1994). '



IV.4. Descripcion Anatdmica y Morfolégica de Stenocereus queretaroensis.

Stenocereus queretarcensis es una planta arborescente, por lo comin mide mis de 8
metros de altura, tiene un tronco con un bien definido y cuenta con numerosas ramas, los tallos
son cilindricos y generalmente tienen 8 costillas prominentes, con un didmetro que oscila entre
los 13 y 18 cm; cuando éste llega a la madurez, es de color verde con tintes rojizos. El
conjunto de ramas forma una copa muy amplia, llega en ocasiones a medir hasta 4 m de altura.
Presenta de 2 a 4 espinas centrales gruesas, de aproximadamente 4 cm de largo. El fruto varia
de globoso a ovoide, mientras que el periodo de ‘maduracién abarca el lapso comprendido de
finales de abril hasta junio (Pimienta y Nobel, 1994).

Al madurar el fruto, las aréolas se desprenden quedando el pericarpelo desnudo, las semillas son
numerosas, pequefias y fragiles (Bravo, op. cit.). La flor de S. queretaroensis comienza a abrir
al iniciar la noche (7 pm) y dos horas mds tarde se encuentra completamente abierta; luego,
comienza a cerrarse durante las primeras horas del dia y lo hace completamente al mediodia
(Lomeli, 1991). La cuticula de los tallos de S.queretaroensis presenta alrededor de 14pm de
grosor, que es considerada como gruesa y representa una importante adaptacién a la aﬁdez, ya
que con ello la planta reduce la transpiracién y aumenta su capacidad para soportar los periodos
largos de sequia (Nobel, 1994). Con respecto a los estomas, ¢l pitayo presenta una densidad
baja de éstos (30 a2 42 mm?) en las ramas fotosintéticas. La longitud de los estomas es de
40um y las células guarda estan rodeadas por cuatro células subsidiarias en posicion radial
(Jiménez et al., 1995).

1V.5. Adaptaciones Morfolégicas del Pitayo a la Aridez.

En condiciones de aridez, donde el agua es el principal factor limitante, la evolucion de
las especies vegetales se establece al sufrir éstas, modificaciones estructurales y funcionales.
El pitayo como un especie nativa de las zonas aridas y semi-dridas ha sufrido diversas
adaptaciones, sin embargo presenta un menor nimero de modificaciones anatGmicas, que

contribuyan para adaptarse a la aridez con respecto 2 los miembros de Opuntia (Pimienta et al,



1995). En el pitayo, los estomas no se encuentran hundidos y sus hojas son reemplazadz}.s por
tallos fotosintéticos, que presentan una baja densidad de estomas comparada con la densidad que
se aprecia en las hojas (Gibson y Nobel, 1986). Ademas, la presencia del tejido llamado
«aerénquima», en el mismo colénquima, al lado del tejido clorénquima, presenta homologia con
el mesdfilo de las hojas de las dicotiledoneas del tipo mesomorfico, conocidas como hojas
dorsiventrales; en las que se diferencian dos capas de parénquima: de empalizada y esponjoso.
Observaciones sobre la morfologia del xilema, revelan que en distintas variedades de pitayo se
presentan niveles altos de especializacion (Jiménez et al. op. cit.).

IV.6. Embriologia del Pitayo.

El desarrollo de la semilla en S. queretaroensis ocurre bajo la epoca de estiaje, sin
embargo, con la aplicacion de agua el nimero de semillas se incrementa, pero no asi el tamafio
de éstas. Después de la polinizacién, cuando ocurre el estrés hidrico frecuentemente se presenta
la aborcion del embrién y la reduccion en el nimero de semillas producidas. Con la aplicacién
de agua durante el desarrollo de éstas, la probabilidad de aborcién del embrién disminuye,
aunque el tamafo de la semilla también se reduce. la maduracién de semillas, acontece poco
antes de la estacion lluviosa, de esta forma tanto la germinaciéon como el
desarrollo de las semillas, asi como el establecimiento de las plantulas ocurre al inicio del
periodo himedo (Dominguez, 1993).

Las semillas de S. quereraroensis contienen una cantidad relativamente alta de lipidos y

germinan en respuesta a la luz. En otras especies silvestres las semillas también responden a

la luz, son pequenas y ricas en lipidos {(Dominguez, op. cit.). Por su tamafo pequefio y bajos

requerimientos de luz, estas semillas tienen que estar cerca de la superficie del suelo, para poder
lograr un exitoso establecimiento de sus pldntulas (Salisbury y Ross, 1994). Las caracteristicas
bioldgicas de las semillas y otros atributos reproductivos de S. queretaroensis son similares a
las que presentan las plantas no-domesticadas y retlejan con ello, la domesticacion relativamente

reciente de esta especie (Pimienta y Nobel. 1995).



IV.7. Fisiologia del Pitayo.

El pitayo asimila CO, por las noches, lo cual es caracteristico de las plantas que
presentan metabolismo &cido crasuliceo (MAC). «En este tipo de metabolismo existe una
diferencia en tiempo y espacio con respecto ala fijacion y reduccién del CO,».

Una evaluacion de la actividad fotosintética del pitayo, mediante un analizador de gases
en condiciones de invernadero, presentd una tasa neta de asimilacion del CO, en un periodo de
24 h de 190 mmol m*! d', mostrando una relacién directa con la intensidad de radiacién
fotosintéticamente activa, que incide sobre la planta (Nobel y Pimienta, 1955). La actividad
fotosintética del pitayo es afectada por las temperaturas nocturnas y la duracién del periodo de
sequfa, cuando la temperatura es de 35°C y la temperatura nocturna es de 18°C, la tasa
fotosintetica es de 230 mmol m™ d*, sin embargo se reduce un 20% (177 mmol m™ d!) cuando
se mantiene la misma temperatura y la nocturna se reduce a 8°C. La aptividad fotosintetica, es
afectada por la sequia cuando ésta se prolonga por mas de 15 dias (Pimienta y Nobel, 1995).
Estos valores de tasas fotosintéticas registradas en S. queretaroensis son similares a losreportados
en otras especies MAC perennes y silvestres. Esto es "otra evidencia de una reciente e
incompleta domesticacion en la que Gnicamente han participado los campesinos, los que le han
asignado una mayor importancia a la calidad de los frutos y a la resistencia a factores naturales

adversos, sin considerar la productividad de biomasa (Pimienta y Nobel, 1994; Robles, ap. cit.).
1V.8. El Pitayo y sus Implicaciones Econdmicas.

Los frutos del pitayo conocidos como «pitayas», son producidas por diferentes especies
del género Stenocereus han sido un fruto comestible de gran importancia en las zonas semi-
dridas tropicales y subtropicales de México, desde tiempos muy remotos. Las pitayas alcanzan
precios competitivos en los mercados regionales, teniendo una apreciable rentabilidad econémica
por la baja aplicacion de energia antropégena e.g. agua de riego, pesticidas y fertilizantes
(Pimienta y Nobel, op. cit.). En plantas maduras con alrededor de 23 afios de edad, se producen

rendimientos que pueden llegar a ser de aproximadamente 17 toneladas por ha-'. Las plantas
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son longevas, ya que en la subcuenca de Sayula'se encuentran plantaciones comerciales de hasta
méas de 100 afos de edad, que alin presentan rendimientos comerciales aceptables, aunque
menores a los que presentan plantas maduras de 40 a 50 afios (Pimienta y Nobel, op. cit.;

Dominguez, op. cit.).
1V.9. Fotosintesis.

El proceso fotosintético se elucidd gracias a una serie de investigaciones, entre las que
destacan las efectuadas a principios de los afios cincuenta por Calvin y colaboradores, ya que
lograron que las plantas fotosintetizaran compuestos intermediarios a partir de “CO,. Sus
resultados permitieron descifrar la naturaleza de las reacciones quimicas involucradas desde la
incorporacién del CO, por los cloroplastos de las hojas hasta su transporte por la savia en forma
de compuestos organicos (CH,O)n (Somerville y Somerville, 1984; Salisbury y Ross op. cit.).

La fotosintesis se compone de casi un centenar de reacciones, las cuales ocurren en las
plantas verdes, agrupadas en dos fases: La fotoquimica, que ocurre solamente cuando las plantas
estan iluminadas y la de carboxilacién, que puede suceder en ausencia o presencia de luz
(Thomas er al., 1988). En la fase fotoquimica la captacién de la energia radiante y
electromagnética se realiza a través de un conjunto de pigmentos, que absorben la energia
luminosa y la convierten en energfa quimica, la cual se almacena como réductor en forma de
NADPH y como potencial de fosforilacion en forma de ATP. Para remover los electrones del
agua y efectuar 1a reduccion del NADP+ a NADPH asi como la fosforilacion del ADP hacia
ATP, se requiere fa operacion en secuencia de dos fotosistemas, sin embargo; el transporte de
electrones se encuentra normaimente limitado por la tasa de fijacion del CQO, la cual regenera
NADP+ y ADP (Hind, 1988). La liberacion asociada de O, proporciona una medida
conveniente de la tasa de asimilacion de carbono (Bidwell, 1979). Por otro lado, en la fase de
carboxilacion el ATP Y el NADPH. se emplean para reducir el biéxido de carbono para formar
glucosa y otros productos organicos. La formacién de oxigeno ocurre solamente en presencia
de tuz, mientras que la reduccion del bidxido de carbono no precisa de luz, por lo tanto, son dos

procesos distintos y separados. A pesar de que las reacciones en las que se reduce CQ, hasta
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glucosa, pueden transcurrir en la obscuridad, son reguladas por la luz (Salisbury y Ross;:op.
cit.)

En las células fotosintéticas eucaridticas, ambas fases fotoquimica y de carboxilacion
ocurren en los cloroplastos, los cuales son considerados las fabricas de energia mas importantes
en los vegetales. No obstante, las hojas verdes contienen también mitocondrias; estos organelos
producen ATP para atender las necesidades energéticas de la célula durante la noche, empleando
oxigeno para oxidar al carbohidrato producido en los cloroplastos durante el dia (Bidwell, op.

cit.; Thomas er al, op. cit.).
IV.9.1. Reaccién de Hill.

Los primeros estudios sobre el transporte de electrones y fotofosforilacién en fracciones
de cloroplastos, se efectuaron empleando métodos de aislamiento gue provocaban que las
envolturas externas de estos organelos se destruyeran como consecuencia del chogue osmético
que sufrian, por tanto, se causaba la pérdida de los aceptores finales de los electrones (NADP+
y ferrocianﬁro); sin embargo, se observd que al perder la barrera de permeabilidad los
cloroplastos, se podian emplear aceptores artificiales de electrones como oxidantes y reductores
te/rmina!es, ADP y fosforo inorganico; lo que permitiria entender y evaluar fa actividad de
segmentos aislados de la cadena de transporte de electrones, asi como las reacciones de
fotofosforilacion relacionadas con la fotosintesis (Yamashita, 1971; Arnon, 1991).

E! estudio de las reacciones parciales en fracciones de cloroplastos produjo informacién
valiosa como la generada por Hill y sus colaboradores en 1951, quienes descubrieron que el CQ,
liberado durante ia fotosintesis podia ser separada de la fijacion de CQO, en presencia de una sal
ferrica. Encontraron que {os cloroplastos aislados de las hojas liberan O, en presencia de varias
sustancias solubles contenidas en la planta mediante la adicidn de reactivos que podian aceptar
los electrones que son extraidos del agua durante la fase fotoquimica de la fotosintesis. A esta
actividad del cloroplasto se le conoce como «la reaccion de Hill» (Castelfranco, op. cit.; Arnon,
op. cit.). Uno de los colorantes que se utiliza con més frecuencia como aceptor artificial de la
reaccion de Hill es el 2,6 Diclorofenol indofenol (DCPIP); el empleo de este reactivo se debe

a su capacidad de aceptar electrones a partir del PS-1Ib, propiedad que es importante en el

12



estudio del proceso fotosintético, ya que esta parte-de la cadena de transporte de electrones se
vincula estrechamente con la fotélisis del agua, ademds; la fotoreduccién del DCPIP tiene mayor
relacién con la produccion de O, que la mostrada por otros aceptores artificiales; como es el
caso de el ferrocianuro (Marghlies, 1966; Yamashita et al., 1971; Huzisiege y Yamamoto,
1973).

1V.9.2. Metabolismo écido crasuliceo (MAC) en el ambiente desértico.

La fisiologia y ecologia de las plantas MAC ha recibido recientemente mucha atencién,
principaimente en lo que se refiere a los estudios sobre isétopos de carbono y el balance del agua
en la relacion ambiente-tejido. Actualmente, existe la tendencia a evaluar los cambios que
ocurren con respecto a los carbohidratos, en cuanto a su contenido y distribucién en aquellas
plantas que estdn creciendo bajo la influencia de un ambiente desértico.

Desde hace tiempo, la determinacién del contenido de dcido malico se utiliza como un indicador
de la actividad MAC, atin cuando éste se acompaile de glucanos, mucilago y azicares solubles.
Es por ello, que se ha pensado la funcidn del glucano, es convertirse en la fuente de carbono
para la sintesis del dcido malico, de igual forma se estudia el papel del mucilago implicado en
eventos relacionados con la econoinia del agua en los cactos (Sutton ef al., 1981; Nobel, 1990).

[V.9.2.1. Metabolismo MAC.

Algunos géneros de entre 25 y 30 familias muestran el metabolismo MAC, en otros
casos sin embargo, es exclusivo de ciertos grupos (e.g. Crasulaceas y Cacticeas) (Kluge y Ting,
1978). El metabolismo 4cido crasuldceo se define como una fluctuacién masiva diurna de la
acidez titulable, debido a las variaciones en el contenido de dcido malico. La fluctuacion de
dcidos orgénicos es el resultado de la fijacion noctu?na del CO,. que es catalizada por la enzima

1

fosfoenol piruvato-carboxilasa (PEP¢) (E.C. 4. i.31) usando al fosfoenol piruvato como

aceptor, produciendo oxalacetato, el oxalacetatp es rapidamente reducido a malato, a través de
o
una reaccién catalizada por la enzima inalato desh idrogenasa, después, el malato es transportado

a las vacuolas,donde se acumula durante la noche, causando la acidificacion tipica de las plantas

- '
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MAC (Lutge y Ball, 1979). Durante el subsecuente periodo de luz, el 4cido milico fluye de~
la vacuola al citoplasma y después a los cloroplastos donde es descarboxilado para producir CO,
y in carbohidrato de tres carbonos (piruvaio), el cual es precursor del fosfoenolpiruvato que es
el aceptor del CO, en el mesdfilo. Este CO, es fijado y reducido a través del ciclo de Calvin
em los cloroplastos (Ting, 1985; Nobel y Jordan, 1983; Kalt et al., 1990).

1V.9.2.2. El mucilago y el almidon en los cactos.

Los llamados complejos mucopolisacaridos, se refieren principalmente a mucilagos, que
se presentan en algas, células de la cofia en raices, frutos y semillas, también se encuentran en
tallos vegetativos (Esau, 1963). El mucilago puede actuar como un reservorio de agua, ya que
pasee la capacidad higroscopica de retenerla, de esta forma durante los perjodos estacionales que
favorecen la pérdida del! agua, el mucilago colabora evitando la pérdida de ésta a nivel
irmracelular‘ (Loik y Nobel, 1991).

Existen variaciones en cuanto al contenido de mucilago, entre las distintas especies, de
acuerdo con ciertos factores climdticos y ambientales; como son la luz, temperatura y otros. Se
ha propuesto que el mucilago es un factor que aumenta la resistencia al frio; pbr ejemplo, en
Opuntia ficus-indica cuando baja la temperatura (8-5c) el contenido de éste se incrementa en
ur 24% y en Opuntia humifusa es de aproximadamente el doble (Goldstein y Nobel, 1991; Loik
y Nobel, op. cit.).

Los cloroplastos de las plantas MAC, presentan tasas bajas de fijacion fotosintética del
CO2 y acumulan una gran cantidad de almidén, o cual nos sugiere alguna diferencia funcional
entre los cloroplastos MAC y los cloroplastos C; y C,, con respecto a la distribucién de
fotosintetizados. En algunas especies cuando la traslocacion es lenta y la fotosintesis es réapida;
se acumulan los granulos de almidon, los cuales presionan los tilacoides de los cloroplastos de
manera que quedan muy jumos e impiden fisicamente que la luz llegue a ellos impidiendo la
fotosintesis. (Gerwick, 1977; Margulies, 1966). El almid6n se almacena en forma de granulos
insolubles en agua que se constituyen a partir de moléculas de amilopectina, muy ramificadas
y de amilosa, casi sin ramificar. El almidén que se acumula en los cloroplastos durante la

fotosintesis es el carbohidrato de reserva que mds abunda en las hojas de la mayoria de las
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especies. Sin embargo, el que se forma en los amiloplastos de los 6rganos de almacenamiento,
a partir de sacarosa traslocada u otros aziicares no reductores, representa un sustrato respiratorio
importante para los érganos de almacenamiento. La degradacion del almidon provee a la planta
un aporte importante de energid, que se obtiene a través de la respiracién, ademds, aporta una
serie de sillares de carbono que se constituyen en'intermediarios durante la ciclos de biosintesis
en la formacién de grasas y proteinas. En condiciones desfavorables (ambiente [imitante o
lesiones), los niveles de energia libre potencial prese)mes en el almidén mantienen el estado
metabolico funcional por mds tiempo, utilizando para tal fin a los sillares de carbono y a la
" énergfa liberada durante la descomposicion del polisicarido, para ser utilizados en actividades
tanto anabolicas como catabolicas debido a que sus componentes representan un potencial

reductor de consideracién (Salisbury y Ross, op. cit.).
1V.10. Efecto de la Luz en la Mortogénesis.

La luz es un factor ambiental importante que controla el crecimiento y desarrollo de las
plantas, ya que tiene un efecto sobre la fotosintesis debido a que en este proceso los pigmentos
fotosintéticos capturan la energia luminosa para transformarla en energia quimica. Otro efecto
es el fotomorfogénico, en el cual un pigmento llamado fitocromo actia como trasductor
ambiental de importantes procesos en las plantas (Bidweil, op. cit.); como es el caso del
fototropismo y otros efectos, productos de la luz y que son independientes de la fotosintesis, y
la mayoria de éstos controlan la forma de fa planta. En la morfogénesis de la planta influyen
cuatro tipos de fotoreceptores:

1) Fitocromo, el cual absorbe principalimente la luz visible en la regién del rojo, rojo lejano y
la luz azul.

2) Criptocromo. pigmentos no identificados que absorben longitudes de onda en las regiones del
azul y ultravioleta. Estos pigmentos son comunes en las Criptégamas.

3) Fororreceptor UV-V, son uno o mas compuestos no identificados que absorben radiacién
ultravioleta en longitudes de onda entre 280 y 320 nm.

4) Fotoclorofilina A, pigmento que absorbe la luz roja y azul y que una vez reducido, origina

clorofila a (Salisbury y Ross, op.cit.; Thomas et al., op. cit.).
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IV.10.1. Efecto de la luz en el desarrollo y la senescencia.

EI concepto de fotomorfogéhesis se divide en tres partes:
1) Recepcitn de la fuz mediante los pigmentos.
2) Trasduccién de las sefiales de la luz, desde los pigmentos a los genes
3) La induccidn del desarrollo a través de la regulacién genética. De las partes anteriormente
descritas la mas inaecesible es la trasduccién.

Por otra parte, la luz regula el inicio de la senescencia en muchas especies, a través de
la duracién de las horas luz en el dia, la calidad e intensidad de la misma. La luz roja inhibe
la hidrélisis de ARN en papas, ademds se demostré que retarda la senescencia, evitando la
pérdida de clorofila y proteinas, lo anterior sefiala un efecto cualitativo de lé luz en el retraso

de la senescencia que involucra al fitocromo (Thimann, op. cit.; Goldthwaite y Laetch, 1967).
1V.10.2. Efecto de la luz en la sintesis de clorofila.

La luz promueve la sintesis de clorofila, en las amplitudes de longitud de onda del
espectro de luz visible. La luz verde (500 - 600nm) es menos efectiva en incrementar la sintesis
de clorofila, que la fuz azul (400 - 500nm) y que la luz roja (600 - 700nm). La respuesta al
estimulo luminoso a través del incremento en la sintesis, se encuentra determinada por las
caracteristicas heredables (Burton, 1982). El efecto de la luz sobre la sintesis de clorofila y el
desarrollo de los cloroplastos resulia en primera instancia dt;, una accién de disparo del pfr
(fitocromo rojo-lejanro) que origina la produccién de 4cido deltz}‘-aminolevurbnico (ALA) a partir
de 4cido glutdmico. EI ALA es el precursor metabolico que se convierte en cada uno de los
cuatro anillos pirrolicos de la clorofila. Sin embargo, el ALA no se conviérte todo en clorofila
sin que haya mayores irradaciones de luz azul o roja. En cambio, la ruta fetabolica se detiene
cuando se forma un compuesto conocido como protoclorofilida a. la cual difiere de la clorofila
a solo por 1a ausencia de una cola fitol y en dos dtomos de hidrégeno. La protoclorofilida a se

reduce con rapidez a clorofila a en presencia de luz azul o roja (Salisbury y Ross, op. cit.).
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IV.11. Senescencia.

La senescencia es una secuencia de eventos bioquimicos y fisioldgicos, que comprenden
el estadio final del desarrollo’ desde la fase de la madurez, hasta finalizar con la muerte
{Bidwell, op. cit.). El proceso de senescencia se caracteriza por una serie de cambios internos
y externos (visibles); entre los cuales destaca el amarillamiento, la reduccién en Ja tasa
fotosintética, alteraciones en la tasa respiratoria e hidrolisis de polimeros (proteinas, azdcares
y 4cidos nucleicos). En contraparte, el envejécimiemo, se refiere a todos los cambios que
ocurren como consecuencia del paso del tiempo y que no concluyen con la muerte como
consecuencia directa de este evento; mientras que la senescencia siempre desencadena un proceso
que termina en la muerte de una célula u organismo (Smart, 1994).

Se han definido los siguientes tipos de senescencia: monocérpica, secuencial, otofal. La
senescencia monocarpica puede ocurrir como una consecuencia de la reproduccion, mientras que
la senescencia secuencial, es el resultado de la competencia por recursos entre las hojas maduras
basales y las apicales j6venes. La senescencia otofial de los drboles deciduos se debe a cambios
en la duracién del fotoperiodo o por la modificacién de la amplitud de la temperaturas
estacionales; sin embargo, el inicio de la senescencia ocurre antes de que aparezcan los sintomas
visuales obvios, por 10 que es posible, que el control molecular de los pasos que se suceden en
la senescencia de una hoja, marquen la clave para entender correctamente este proceso (Smart,

op. cit.). La senescencia foliar requiere de un cierto nimero de células viables, ademas de la

-expresion de nuevos genes (Thomas y Stoddart, 1980). La expresion de esos genes altera el

patrdn de senescencia, se conocen seis categorias de genes reguladores de la senescencia:

1) Genes que controlan las actividades primarias de las células viables (respiracion, sintesis de
proteinas).

2) Genes que se expresan inicialimente, aunque todos sus efectos llegan ha ser aparentes
posteriormente (e.g. genes homeoticos, o proteinas que llegan a ser activas posteriormente
(enzimas vacuolares, zimdgenos).

3) Genes que codifican para el crecimiento o para la asimilacién de carbono y sus componentes
(genes nucleares y genes de plastidios para las enzimas del ciclo de Calvin y las proteinas

tilacoidales)



4) Genes regulatorios que se expresan en el inicio de la senescencia considerados como genes
causales.

5) Genes que codifican para los ARNSs, proteinas y enzimas que llevan a cabo la degradaci6n
de pigmentos.

6) Genes que codifican para protefnas que removilizan productos almacenados (enzimas de la

gluconeogénesis) (Smart, op. cit.; Guiamet et al., 1990).
IV.11.1. Estudio e importancia de la senescencia.

La senescencia representa un valor positivo para los procesos de sobrevivencia, evolucion
y reciclaje. Esta puede ocurrir en una época del afio, en la que el ambiente se vuelve limitante,
debido al frio y a la competencia con otras planwas. El fendmeno de senescencia ocurre en el
follaje de los édrboles desciduos en el otofio, mientras que algo similar ocurre durante la
maduracion de frutos. La senescencia del follaje da a la tierra un cambio de apariencia en la
coloracion (visto ésto, desde el espacio por los satélites, ya que se observa una onda de color
que va desde el negro verdoso, amarillo, rojo y pardo). Entre | o 2 billones de toneladas de
clorofila y unos 200 millones de toneladas de carotenoides son degradados anualmente (Hendry,
1988). Durante la senescencia los procesos anabdlicos son superados por los procesos
catabdlicos, éstos incluyen a la degradacion de proteinas, 4cidos nucleicos, lipidos y
carbohidratos.

Si se pudiera entender o controlar [a regulacion interna de la senescencia al nivel de
genes (trasduccion y expresion) seria posible manipular el proceso y buscar reducir las pérdidas
en forrajes, pastos, frutos y granos. Algunas otras implicaciones relacionadas con la senescencia
incluyen, las perdidas durante el transporte y la manipulacién de algunos productos, por ejemplo
en las flores cortadas (Stoddart, 1982); y el ataque de patégenos, que se incrementa si se
presenta la senescencia prematura (Matthews, 1991).  Otro de los roles de la senescencia es
actuar como catalizador de la llamada adaptacion evolutiva, ya que ésta llega acompafiada por
la reproduccion, la cual provee una combinacion genética en la siguiente generacion, ademds

interviene en la dispersién (Leopold, 1961).



La senescencia ha llamado [a atencién eﬁ la biologia vegetal, debido a que es un proceso
fundamental, para la diferenciacion de tejidos especializadds como es el caso de los vasos y
traqueidas- de! xilema (del griego £vhbw, lignificarse y -ema). En este caso, la diferenciacién
de estos elementos del xilema Yequiere de la senescencia o degradacion del protoplasma, para
que se forme un espacio hueco que es necesario para el correcto funcionamiento del xilema

como un tejido conductor de agua y minerales (Torrey et al., 1971).

1V.11.2. Factores internos y externos que causan la

senescencia.
1V.11.2.1. Factores internos.

Entre los factores internos que desencadenan la senescencia se encuentran la
competencia por nutrimientos, el sombreado, el estado fisico y la reproduccién (Figura 1). La
competencia por nutrimientos (fotosintetizados) ocurre entre los diferentes Organos de las plantas
y se conjuga con la pugna por espacio y luz, lo que genera una red de comunicacion inierna que
controla las tasas de crecimiento y formacidon. En esie caso, las hojas se encuentran en una
posicion mis destavorable, ya que pueden senescer debido a la competencia establecida entre
los 6rganos circundantes (Thomas y Stoddart, op. cit.). -

Las hojas de las especies monocarpicas pueden vivir por mis tiempo si se evita la
reproduccion sexual. La senescencia del frijol de soya y de las espinacas ha sido dilatada pot
la remocion de sus flores y frutos. También la reproduccién ejerce una fuerte influencia sobre

el tiempo de la senescencia en cultivos anuales (Leopold, op. cit.).

La interaccién entre los contenidos de los reguladores del crecimiento, propician que
éstos participen de forma activa en el control y expresion del sindrome de senescencia (Hurtado,

1987).



La aplicacién de cinetina (citocinina), tiene un leve efecto de retardar el sindrome de
senescencia, sobre las hojas de Taraxacum, pero este efecto es fuertemente inhibido por la
aplicacion de giberelinas (Fletcher y Osborne, 1966). Las citocininas dilatan la senescencia de
las hojas y pueden promover el reverdecimiento en hojas amarillas de muchas especies (Dyer
y Osborne, 1971). La aplicacién externa de citocininas en un 4rea localizada de una hoja, puede
retardar el amarillamiento (Richmond y Lang, 1957).

Por otra parte, las auxinas pueden ser hébiles en retardar el sindrome de senescencia. Por
ejemplo, el 4cido nafialenoacético, retarda la senescencia de Rhoeo y Mesembryanthemum en
segmentos de hoja. Sin embargo otras fitohormoﬁas y sustancias, como el etileno, acido
abscisico, jasmonatos, poliaminas y silicatos, cominmente actian como promotores de la

senescencia y su efecto alin estd bajo estudio (Smart, op. cit.).
IV.11.2.3. Factores externos.

Entre los factores externos que influyen en la senescencia destacan: el fotoperiodo
(duracién de las horas de luz en el dia), el flujo de luz (calidad de luz) y la exposicion a
temperaturas extremas altas o bajas (Figura 1) (Caers er al., 1985). También el agua y las
relaciones minerales participan en el desarroilo de la senescencia, las aguas salinas incrementan
la senescencia en hojas de Heliantus y Nicotiana, la cual se acompana por la degradacion de
proteinas (Salisbury y Ross, op. cit.).

Otro de los factores a considerar, es la invasion por patdgenos, ya que pueden acelerar

la senescencia o prevenirla e.g. las islas verdes en Nusry mildwew (Smart, op. cit.).
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1V.11.3. Reversibilidad de la senescencia.

La remocién del 4pice del tallo y las hojas jovenes de algunas plantas tales como la
Nicotiana, dilata la senescencia. La aplicacién de citocininas revierte la senescencia (Leopold
y Kawase, 1961; Thimann, 1980; Jordi er al, 1994). La luz puede revertir la senescencia en
hojas separadas de la planta que estuvieron por un corto tiempo en la obscuridad. El efecto de
la luz es menos notable conforme se incrementa el tiempo de permanencia en la obscuridad
{Vonsahak y Richmond, 1975). Es posible rever[i; la senescencia en estadios tempranos 0
iniciales del proceso, mieniras no se rebase e! punto de no retorno en el proceso (Figura 2).
La senescencia puede ser el resultado de una baja en la tasa fotosintética teniendo como
consecuencia un efecto en los niveles de ATP y carbohidratos (Thimann et al., 1977). Se ha
propuesto que las sefiales de maduracidn suprimen Ja expresién de los genes fotosintéticos en
las hojas, acarreando consigo la declinacion en la tasa fotosintética y la desrepresiGn de genes

asociados con la senescencia (Garcia, 1991; Her_lsel et al., 1993).
1V.11.3.1. Teoria del decaimiento.

En este modelo, se propone que el umbral comprende un deterioro en el procéso de
defensa interno contra los radicales libres; con ello-el sistema de destoxificacin declina y la
senescencia es visible, también puede ser medido bioquimicamente por los sintomas que presenta

el sindrome (Smart, op. cit.).

IV.11.4. La senescencia en los organelos.

El cloroplasto es uno de los sitios primarios del catabolismo en la senescencia, cuando
éstos se tornan amarillos debido a la degradacion de la clorofila, exponiendo a los carotenoides.
Los cloroplastos senescentes pueden transformarse en cromoplastos, sin embargo los
cromoplastos, también pueden originarse de protoplastidios, amiloplastidios o cloroplastos
jovenes los que todavia pueden dividirse, sintetizar carotenoides y retener su genoma (Garcia,

op. cit.; Neri et al. 1993).



HOMEOSTASIS ACLIMATACION CATASTROFE

Nueva expresidn Radicales
de genes libres

Reversibilidad de
la senescencia

Tiempo
HOJA VERDE----~~---~--- »SENESCENCIA -------~ »NECROSIS
MADURA A
Estrés
medio

Estrés extremo

Figura 2. Propuesta sobre las relaciones entre la senescencia y
nacrosis (Smart, 1994).



En contraste, los cloroplastos senescentes se desarrollan solo a partir de cloroplastos
maduros, los cuales no pueden dividirse, retener el ADN ni mostrar capacidad bioquimica.
Estas diferencias han dado lugar al término «gerontoplasto», para describir la senescencia del
cloroplasto (Sitte, 1977). No obstante la mitocondria permanece intacta hasta estadios altamente
avanzados de la senescencia (Peoples et al., 1980), por ello se mantiene una gran tasa
respiratoria durante los estadios tempranos de la senescencia (Sexton y Woolhose, 1984). Cabe
sefialar que cerca del 20% de la tasa respiratoria puede ser atribuida a la respiracion de
aminoacidos, y una pequefa parte de ésta tasa puede ser asignada a la respiracion de azilcares
. solubles. Sin embargo, el resto puede ser causadd por el desacoplamiento del proceso de

respiracién desde la fosforilacién (Tetly y Thimann, 1974).
IV.11.5. Degradacion de pigmentos en la senescencia.

Durante la senescencia, el amariliamiento es e} sintoma més obvio. La combinacién; luz,
oxigeno y clorofila produce radicales libres, con un potencial altamente destructivo que degradan
tanto a la clorofila, como a la compartamentalizacion (Salisbury y Ross, op. cit.).

Los carotenoides y demds pigmentos accesorios son mas estables que la clorofila durante
la senescencia (Thimann, 1980). Es por ésto que predominan la conservacion de pigmentos

amarillos, sobre la retencidn de pigmentos verdes (Matile. 1992).
IV.11.6. Similaridades entre la senescencia de hojas y frutos.

Durante la senescencia de las hojas y los frutos ocurren eventos similares. ya que se
presentan incrementos en la actividad de las enzimas hidroliticas. El aparato fotosintético es
desmantelado, el almiddn vy la clorofila son degradados: se estimula la respiracidn y en algunos
casos se produce etileno. Se sugiere que la senescencia de las hojas y la maduracion de frutos,

involucran una expresién comdn de genes (Smart, op. cif.).
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IV.11.7. Degradacién, senescencia y pérdida de proteinas de partes

reproductivas y vegetativas en cultivos y alimentos cosechados.

Con la edad, las hojas'empiezan a tener una declinacién en la habilidad de sintetizar
proteinas, lo cual es atribuido a un posible incremento en la tasa de degradacién. También la
sintesis llega a ser disminuida si el material vegetal es almacenado previamente en la obscuridad

(Martin y Thimann, 1972).
IV.11.7.1. Cambios en las estructuras lipidicas‘.

En cereales y nueces pueden ser importantes los cambios en sus lipidos ya que el
enranciamiento es un producto de etlos. La destruccion de los lipidos también repercute en las
membranas por contenerlos en su estructura. La hidrélisis de las grasas mediada por lipasas (las
cuales son esterasas) ocurre de manera comun, aunque de forma leve durante el almacenaje de
cereales y nueces. Al ocurrir ésta se liberan 4cidos grasos y glicerol, los cuales son
transformados posteriormente finalizando en la vias metabdlicas de formacién de azicares o en

los ciclos de la respiraciéon (Burton, 1982).
1V.11.7.2. Cambios en el contenido de clorofila.

La pérdida de clorofila es irrelevante por si misma en los alimentos cultivados, pero es
indicativo de que otros cambios estan ocurriendo y es la sefial visible de que los vegetales han
sido almacenados por largo tiempo, lo cual se puede emplear como un indice de aceptabilidad
en el drea comercial (Burton, op. cit.).

La degradacién de clorofila se puede disminuir si los dlimentos son expuestos a la luz al
ser almacenados. El retraso de la degradacién de clorofila en el material almacenado, se debe
a que el vegetal continua funcionando bajo el estimulo luminoso, por lo que se presenta una baja
susceptibilidad a la degradacion promovida por las enzimas del cloroplasio, ademds la
degf!adacién de clorofila en la obscuridad se debe a que la enzima que la sintetiza ha perdido el

sustrato que requiere (Shimizu y Tamaki, 1963).
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Cuando se corta una hoja madura pero todavia activa, esta comienza a perder clorofila,
ADN, proteinas y lipidos con mayor rapidez que la qué tendria normalmente cuando estaba
unida a la planta. Este envejecimiento prematuro o senescencia evidente por el amarillamiento
de a hoja, ocurre con especial rapidez si las hojas permanecen en la obscuridad (Park y Thiman,
1989).

La iluminacion promueve el desarrollo de los cloroplastos desde protoplastidios
citopldsmicos, estimulando la sintesis de clorofila, también es posible que el fiiocromo este
involucrado, el ejemplo clasico entre los alimentos cultivados lo constituyen las papas
(Cuadre 1), las cuales reverdecen si son expuestos por ciertos periodos a la luz, mientras son

empaquetadas en plasticos (Tiang, 1994; Jordi er al., op. cit.).

Cuadro 1. Efecto de la temperatura sobre la sintesis de clorofila,
en la luz (1000-1100 lux) y su subsecuente retencidn en
la obscuridad, en tubérculos de papa (Burton, 1982).

Temperatura Clorofila total (mg/100 g de peso fresco)
°c Después de 16 dias de Después de 33 dias en la
iluminacidn. obscuridad, subsecuentes
a los 16 dias de
iluminacidén.
2 0.5 0.5
5 2.4 2.4
10 4.6 5.4
15 10.2 8.6
20 9.2 8.8

g

IV.12. Senescencia: el Ambiente y los Genes.

Todos los procesos bioquimicos que determinan la forma y la funcién de las plantas, son
el resuitado de informacién codificada en la secuencia del ADN del genoma y de la interaccién

de ésta con el ambiente (Salisbury y Ross, op. cit.). La cual es transformada en actividad
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bioquimica y en la estructura macromolecular resultante de la planta, a través de la biosintesis

de enzimas o proteinas especificas via transduccién y transcripciéon (Thomas er al., op. cit.).
IV.12.1. Genes regulados por la luz.

Las respuestas como apertura de estomas y los movimientos de las hojas, son muy
rapidos, y es mds probable que sean el resultado del efecto de la luz, sobre un proceso molecular
controlado por genes ya expresados. No obstante la manera en que los fotorreceptores propician
la fotomorfogénesis aun no se entiende, sin embargo se cree que existen dos formas establecidas
con base en la rapidez de accidn; una puede ser un efecto rdpido sobre la permeabilidad de
membrana, la otra consistiria en un efecto mds lento sobre la expresion genética. En la
actualidad la investigacion sobre el control de la expresion de los genes avanza con gran rapidez,
aunque dicho control quizd depende a menudo de los efectos anteriores inducidos por la luz
sobre los cambios en la permeabilidad de la membrana, éstos influyen en el flujo de iones (en
especial Ca’+) a través de la membrana plasmatica, tonoplasto, reticulo endoplasmico o
envoltura nuclear (Salisbury y Ross, op. cit.).

La luz llega a afectar otros procesos fisiologicos al controlar la actividad de genes
especificos y de alguna forma la expresion directa de los genes que codifican para proteinas (en
las plantas tratadas con luz aparecen RNAm (inicos). La expresion de varios genes que codifican
para diversas proteinas en ciertas especies se encuentra regulada por la luz e.g. la subunidad
grande y pequefia de la Rubisco, la proteina enlazadora de la clorofila a/b, la proteina de 32Kdn
aceptora de electrones del fotosistema I, la PEP carbo;gﬂ!;asa, la 3-fosfoglieraldehido
deshidrogenésa, el fitocromo y la diquinasa de fosfato y'.pi%hf'v.ati)- (Salisbury y Rose, op. cit.).

La senescencia de las hojas en la luz tiene -un "c':urso' 4mé.s lento que en la obscuridad,
posiblemente por una consecuencia de la in[ercepz:i()n de la luz en hojas superiores, afectando
tanto la intensidad como la calidad de ésta; debido al sombreado. También las hojas separadas
de las plantas expuestas a la luz senescef_'p a una velocidad mds lenta que las que se conservan
en obscuridad, las diferencias entre la tasa de senescencia de hojas que permanecen unidas a la
planta y la de hojas separadas, se _a[pi)buyen a la reduccion en el contenido de carbohidratos. Sin

embargo, Cinhball en 1939 encontro6 que no hay relacion diregta entre los carbohidratos solubles

27

e



en la hoja y el comienzo de la senescencia. Después Segiura en 1963, demostré que el retardo
de la pérdida en el contenido de proteinas y de clorofila en discos de hojas de tabaco por luz
roja, fue superado a través de la iluminacién con luz rojo lejano, con lo que se involucré al
pigmento fitocromo.

En la obscuridad, los procesos catabdlicos de los compuestos organicos son mas
acelerados. Por ejemplo, en las hojas de Arabidopsis thaliana sometidas a la obscuridad, hubo
disminuci%n de pigmentos, siendo ésta, paralela a la pérdida de proteinas solubles; la clorofila

se degradé mis rdpido que los carotenoides (De Kok y Graham, 1989).
IV.12.2. Genes regulados por la temperartura.

La temperatura puede interactuar con otras variables ambientales, como la baja intensidad
de luz y conducir hacia una respuesta probable de senescencia. El estrés por calor acelera el
proceso de senescencia. En los vegetales se producen dos tipos de broteinas (hps): de peso
molecular alto (70 a 95 Kda) y otras de peso molecular bajo (15 a 30 Kda). Cuando se
incrementa la temperaura, se dispara la sintesis de hps. mientras que la de otras proteinas'
disminuye (Salisbury y Ross, op. cit.).

Las hps tienen una participacion importante de proteccion, particularfnente en el periodo
de transicion o de ajusie posterior a la exposicion a éstas temperaturas y posiblemente puedan
evitar danos durante ciclos breves, algunas hps han sido identificadas como proteasas (Salisbury

y Ross, op. cit.).
IV.12.3. Genes regulados por las hormonas.

La regulacién ambiental de los genes que controlan la biosintesis de hormonas, representa
un mecanismo poderoso para controlar el desarrollo vegetal. ya que la combinacién especifica,
en cantidades relativamente particulares de hormonas, conirolan y determinan la morfogénesis
vegetal (Skoog y Miller, 1957). El modo de accién de las hormonas vegetales, es a través de
sefiales de cambio generalizadas, que se activan cuando se fleva a cabo su unién con un receptor

especifico, presente solo en algunas células o tejidos. Esta respuesta gwue involucra a la
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expresion génica depende de la presencia de 10s receptores en el tejido. Sin embargo, muchas
de las respuestas fisioldgicas ocurren por un efecto'directo de las sefiales ambientales y
hormonales, que no implican necesariamente algﬁh cambio inducido por la expresién génica,
incluso serian el resultado de la interaccién del ambiente o la hormona con un receptor
especifico (bioquimicamente activo), que no interactue con el ADN. El gene que codifica para
dicho receptor generalmente es controlado por el ambiente y solo se activa en los tejidos en un
determinado momento, de fa misma forma en que los receptores interactuan con el ADN y
controlan la expresién génica.

Por otro lado,‘se ha encontrado evidencia sdbre genes cuya expresion es controlada por
las AG, AlA, ABA y etileno, en los tejidos de varias especies de plantas (Salisbury y Ross, ap.
cit.).

1V.13. Fitohormonas.

Went y Thimann (fide Hurtado, op. cit.). definen a las fitohormonas como aqueilas
sustancias producidas en cierta parte de la planta, que luego son transferidas hacia otro sitio y

en este lugar influencian un proceso fisioldgico especitico
1v.13.1. Citocininas. -

La formacidn de raices adventicias en la base del peciolo demora la senescencia
de la hoja separada de la planta. Al parecer las raices aportan algo a la hoja que la mantiene
fisiologicamente joven, es probable que ese factor contenga una citocinina la cual es transportada
de la raiz a las hojas a través del xilema (Salisbury y Rose, op. cit.).

En experimentos en Jos que se promovié la disminucién de citocininas producidas en las
raices, tales como estrés por agua o deficiencia mineral, se indujo la senescencia de las hojas
(Colbert y Beever, 1981). Mostrando con ello que la capacidad de las citocininas de retardar
la senescencia esta relacionada con su influencia en una gran variedad de procesos metabolicos

(Figura 3) (Richmond y Lang, op. cit.}. Caers et al, (1985) encontraron que un shock de 47°C
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por 2 minutos a las raices de maiz, disminuia el contenido de citocininas inhibiendo la actividad
fotosintética y la acumulacién de clorofila. Estos efectos fueron revertidos mediante la aplicacion
de benciladenina. Otras lineas de investigacion han sefialado la participacion de las citocininas
en la expresién y conwrol de genes.

Kenneth V. Thimann (1980), investigd extensamente como las citocininas retardan la
senescencia en hojas separadas de la planta de avena, mediante una serie de experimentos en los
cuales la adicidn de citocininas en la solucidén en que flotan las hojas reemplazan el efecto de
la luz demorando la senescencia, es decir las citocininas mantienen la integridad de la membrana
del tonoplasto, evitando que las proteasas de la vacuola central escapen hacia el citoplasma,
hidrolizando a las proteinas de la membrana del cloroplasto y mitocondrias. Asimismo, Leshem .
(1988) ha encontrade evidencias que sugieren que las citocininas protegen. a las membranas
contra la degradacién. Sus resultados revelan que las citocininas actian evitando la oxidacidn
de los 4cidos grasos no saturados de las membranas, de igual forma inhiben tanto la formacién,
como la descomposicion acelerada de radicales libres como el superoxidb (O,) y el oxidrilo (OH)
(Thompson et al., 1987, Leshem, op. cit.). La adicién de citocinina a hojas etioladas, horas
antes de ponerlas a la luz tiene dos efectos principales; favorecer el desarrollo (en la luz) de los
etioplastos para formar cloroplastos e impulsar la formacion de la grana, a la vez que se

incrementa la velocidad en la formacion de la clorofila (Parthier, 1979).
IV.14. Inhibidores de la Expresion Nuclear.

Se han realizado miiltiples estudios que involucran inhibidores de la expresidn nuclear
sobre la senescencia v se ha concluido que este proceso. depende mas de la expresion del
genoma, que del efecto producto de la herida o separacion del material vegetal de la planta
original (Thimann, 1980: Park y Thimann, 1990).

Cuando se utiliza inhibidores de la.expresion nuclear se ha logrado retardar la senescencia
y en estudios mds recientes se detectd a genes nucleares y citoplasmicos reducen los efectos de

la senescencia con respecto a la pérdida de clorofila (Guiamet et al., op. cit.).
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IV.14.1. Cicloheximida.

La cicloheximida (CH) es un inhibidor de la expresién nuclear a nivel de la traduccién
en el citoplasma. Se han encontrado evidencias sélidas que lo describen como un poderoso
inhibidor dei accéso de la senescencia en la obscuridad. La CH redujo la pérdida de la clorofila,
en hojas de Anacharis canadensis en la obscuridad (Thimann, op. cit.). No obstante que la
aplicacién de cicloheximida (10 mg/L) en Anacharis se lleva a cabo 7 dias después de iniciado
el proceso de senescencia.

-Con base en lo anterior se sugiere que las proteinas o enzimas que se sintetizan durante
la senescencia. se transforman en proteasas considerablemente activas. Ya que de este modo
las enzimas pueden preferentemente actuar en la remocién del peréxido acumulado, liberando
o retirando a los radicales libres oxidativos a los que la clorofila es susceptible (Thimann, op.

cit.)
1V.14.2. Cloramfenicol.

Otro inhibidor de la sintesis protéica es el cloramfenicol, que actiia sobre los ribosomas
de los cloroplastos. Dentro de la investigacion mencionada anteriormente, no tuvo un efecto
significativo en el retardo del sindrome de senescencia, mientras que con la CH si, ésto nos
indica que la degradacion a través de enzimas y la senescencia posterior se originan en el
citoplasma. La inhabilidad de! cloramfenicol para controlar la pérdida de clorofila a través de
enzimas, contrasta con el poderoso efecto de la CH para promover la formacién de clorofila

(Thimann, op. cit.).



V. MATERIALES Y METODOS.

V.1, Material Vegetal y Procedencia.

En este trabajo se utilizaron ramas de pitayo (Stenocereus queretaroensis (Web.)
Buxbaum) de 7 a 10 afios colectadas de una poblacion silvestre ubicada al Oeste de Zacoalco de
Torres, a los 20°13°30" latitud Norte y a los 103935 latitud Oeste. Las ramas fueron plantadas
en los jardines aledafios al edificio del Departamento de Biologia Molecular, del Centro
Universitario de Ciencias BiolGgicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara. Estas,
tuvieron un peso fresco en promedio de 7826.2g, una longitud de 1.5m y un didmetro promedio
de 11.2cm. El criterio de eleccion de las ramas fue el vigor, representado por las siguientes
caracteristicas: color verde brillante, robustez y sin dafios visibles causados por parasitos y

factores naturales adversos.
V.2. Establecimiento de los Experimentos.

Las ramas de pitayo fueron lavadas con agua corriente y jabon evitando dafiar la
epidermis. Posteriormente las espinas fueron retiradas. Cada rama fue seccionada en pedazos
de uma longiwd aproximada de 20cm, bajo méiximas condiciones asépticas. Los segmentos
(5mm de didmetro x 9cm de largo) fueron extraidos de la parte interna de la costilla de las ramas
del pitayo e influyeron tejidos de parénquima medular y clorénquima.

En la primera evaluacion se colocaron 5 segmentos por caja de petri estril y a c/u de
ellas se aplicaron 10 mbL de benciladenina (BAP) (Sigima B-9395) a distintas concentraciones:
10%, 107 y 10°M y un tratamiento testigo en el que se aplicé agua estéril. Se utilizaron dos
cajas de petri por unidad experimental, 8 unidades experimentales por fecha de analisis, con
cuatro repeticiones. Dando un total de 32 unidades experimentales. Estos mismos tratamientos
se aplicaron en ramas que habian sido cubiertas con papel aluminio hasta que en estas se registré
una disminucién del 50% de los granulos de alinidén al momento de cubrirlos (el porcentaje de
granulos de almidén en los cloroplastos de los tejidos, fue establecido al cuantificar el nimero

de cloroplastos activos a la tincién con lugol. En un corte de tejido observado al microscopio
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éptico con 400 aumentos, y con muestra minima de 10 campos). Un tercer experimento con las
mismas concentraciones de BAP, se llevé a cabo en cilindros que se colectaron de ramas que
fueron cubiertas con papel aluminio hasta que en éstas se redujo el porcentaje de granulos de
almidén a un 0%. '

En la segunda parte de estos experimentos se evalud el efecto del inhibidor de genes
nucleares denominado cicloheximida (CH) (Sigma C-0934) y se empled a las siguientes
concentraciones (10?3, 10° y 107M) en segmentos de pitayo. Para facilitar la absorcion de este
inhibidor se adicioné a las soluciones de CH el surfactante tween (2%).

Durante el desarrollo de los experimentos se registré la intensidad de luz para ello se
empled un sensor cuantico LI-COR modelo Li-189 y las temperaturas diarias se tomaron con
un termémetro de maximas y minimas.

En los experimentos en los qﬁe se evalué anto el etecto de BAP como de CH, un grupo
de cajas de petri se mantuvo en la condicién de luz y otro grupo similar se colocé en obscuridad,
cubriendo las cajas de petri con papel aluminio. Por lo que ambas condiciones (luz y obscuridad)
fueron establecidas de forma idéntica en cada uno de los experimentos realizados.

En el momento en que se iniciaron los experimentos con BAP se colectaron los
segmentos en los que se llevo a cabo la extraccién y determinacion del contenido de clorofila
(Arnon, 1949). Asi como el aislamiento de cloroplastos para determinar su viabilidad
(Castelfranco, op. cit.). Esto se realizd con el fin de obtener los valores basales iniciales de los
tejidos en tratamiento. A partir de esta fecha se tomaron muestras de segmentos cada 24 horas
en cada tratamiento, hasta que los segmentos experimentales mostraron sintomas avanzados de
senescencia. En el caso de la evaluacion del efecto con CH, se llevaron a cabo las mismas
determinaciones, sin embargo las muestras se tomaron cada 2 dias.

Ademis a lo largo del desarrollo experimental se registraron los cambios en la coloracién y
forma de los sezmentos de las ramas de pitayo, los cuales se consideraron como signos visuales

caracteristicos del avence del proceso.
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V.3. Descripcién de la Metodologia para Determinar el Contenido de Clorofila y la Viabilidad

de Cloroplastos.
V.3.1. Extraccién y determinacién del contenido de clorofila.
A 2 g de tejido se les adicioné 8 mL de acetona fria (80%), se homogenizé con la ayuda

de una varilla de cristal. El homogeneizado se centrifugd a 12 000 g (centrifuga Beckman J2-

21) por 10’a -4°C. El sobrenadante se colectd en una probeta fria, cubierta con papel aluminio,

Al precipitado se le agregd 8 mL de acetona fria (80%) y se centrifugé usando la misma =

velocidad y tiempo mencionados previamente. De la mezcla de sobrenadantes se tom6 una
alicuota (4 mL), la cual se empled para medir la absorbancia a 645 y 663 nm en un
espectrofotdmetro (Sequoia Turner modelo 340).

Con las lecturas obtenidas en ambas longitudes de onda se calculd el contenido de

clorofila total, a y b, empleando la férmula desarrollada por Bruinsma (1961).

Clorofila total = 8.02 (A663nm) + 20.2 (A645nm)= pg /mL
Clorofila A = 12.7 (A663nm) - 2.59 (A645nm)= pg /mL
Clorotila B = 22.9 (A645nm) - 4.68 (A663um)= pg /mL

Posteriormente, se relacionaron los pug/mL de clorofila con los gramos de peso fresco de

tejido para calcular el contenido de clorofila en ug/g de peso fresco.
V.3.2. Aislamiento y determinacién de la viabilidad de cloroplastos.

Se emplearon 5 g de tejido, los cuales se cortaron en trozos pequefios, y se les adiciond
25 mL de medio de aislamiento (fostato de sodio mono y dibasico 0.05 M a un pH 6.8; sacarosa
034 My c(oruro de potasio 0.01 M). EI tejido se homogeneizd dos veces en una licuadora
doméstica por dos lapsos de 15 segundos a maxima velocidad. El homogeneizado se filtré a
través de 4 capas de manta de cielo. El filtrado se centrifugd a 27,000 g a 2°C por 30°. Se

elimind el sobrenadanie y el precipitado se resuspendid en 12.5 mL de medio de aislamiento.
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Se agitdé cuidadosamente (con la ayuda de un pincel de pelos de camello) y se centrifugd a
12,000 g 2°C) por 20°. Finalmente se descartd el sobrenadante y al precipitado se le agregé
10 mL de medio de aislamiento, para obtener una suspensién de cloroplastos.

Enseguida, se procedi6 a realizar la evaluacién espectrofotométrica de la reaccién de Hill,
para ello se tomaron 2 mL de suspension de cloroplastos y se colocaron en una cubeta del
espectrofotémetro cubierta con papel aluminio, a ésta se le agregd 0.0020 g de 4dcido ascérbico
y 1 mL de DCPIP (2,6-Diclorofenol-indofenol) 0.12mM; esta preparacién sirvié como blanco.
En una segunda cubeta se adicionaron 2 mL de suspensién y 1 mL de DCPIP y se empled para
medir la integridad de la membrana de los cloroplastos, para tal fin se iluminé directamente con
una ldmpara de luz incandescente con una energfa potencial de 192 pmoles m* s, Cada 2
minutos se registré la absorbencia a 620 nm, hasta que se llev6 a cabo una reduccidn superior
al 80% del DCPIP. Con los resultados obtenidos se calcularon los pmoles de DCPIP

reducidos/mg de clorofila/ h* (Castelfranco, op. cit.).
V.4. Andlisis Estadistico.

Se emple6 un disefio completamente al azar (Martinez, 1988). Se obtuvé media,
desviacién y error estindar, ademds se aplicé la prueba T de Students para determinar las

diferencias entre los tratamientos por medio del programa de estadistico SAS (Camacho er. al.,

1982). Y se realizé el andlisis de correlacion lineal.
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V1. RESULTADOS.

VI.1. Observaciones Visuales del Proceso de Senescencia.

En los experimentos realizados, fueron observados {os cambios en la coloracion del tejido
los cuales se expresaron por la disminucion gradual del color verde con el transcurso del tiempo,
lo que indirectamente indicé la degradacion de clorofila siendo més evidente en la condicién de
luz que en obscuridad, ademis se observd una coloracion rojiza en los segmentos particularmente

en la condicidn de luz en los tejidos con mayor contenido de almidén.
V1.2, Andlisis de las Variables Ambientales luz y Temperatura.

El primer experimento (tejidos con 100% de almidon) duro ocho dias, en él, la mitad de
las cajas de petri fueron colocadas bajo un régimen constante de luz de 42 + 1.92 ymol m? s?
y una temperatura de 29°C 1 2.12. El segundo experimento (tejidos con 50% de almidén) duro
4 dias y el promedio de wmol m2s™ fue de 41 + 0.38 y la temperatura de 28°C + 0.57. Por
su parte, el tercer experimento (tejidos con 0% de almidén) duré 4 dias, bajo un promedio de
46 + 0.49 umoles m? s y una temperatura de 27.7°C + 0.67. En el cuarto experimento (CH)
el promedio de pmoles m~ s** fue de 41 + 0.74 y la temperatura de 32.5°C + 0.45 en los ocho

dias que duro el experimento.

“ VI.3. Efecto de la Benciladenina (BAP) en la Senescencia de Segmentos de Pitayo con

Diferentes Contenidos de Almidén.

La evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de BAP en segmentos de pitayo
con diferentes contenidos de almidén (100%, 50% y 0%), en condiciones de luz y obscuridad,
reveld que en todos los casos se presenid una reduccion significativa del contenido de clorofila
total durante los primeros 2 dias, sin embargo: esta disminucidn es superior en los tejidos con
el mayor porcentaje de almidén (100%) (Figura 4(I)), que en los que tenian una menor cantidad

de éste polimero (Figuras 4(11) y 4(11I)).
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En la condicién de obscuridad resulté ser mds lenta la degradacion de clorofila que en
luz, particularmente en los segmentos con el 0% de almid6n (Figura 4(II1 a y b)). Despues de
dos dias para los tratamientos que duraron 8 dias y de un dia para los tratamientos que duraron
cuatro dias, la reduccion de esté pigmento fue mas lenta en las distintas concentraciones de BAP,
con lo cual se incrementé la cantidad de clorofila alcanzando un 90% del valor inicial. El
tratamiento testigo en la condicion de luz perdid entre el 60 y el 75% de clorofila en los
cilindros con 100% y 50% de almidén (Figuras 4(Ia) y 4(Ila)). Mientras tanto en tejidos con
el mismo contenido de almidén pero en obscuridad, disminuyo la degradacién de clorofila
después de 2 dias (Figura 4(Ib)) y en el tratmiento con 0% de almidén se incrementd la cantidad

de clorofila (Figura 4(I1b)).

VI1.4. Efecto de la Aplicacion de Cicloheximida (CH) en la Senescencia y Contenido de

Clorofila, en Segmentos de Ramas de Pitayo.

Es importante sefialar que la aplicacién de CH mostro efectos mas evidentes en el retraso
de la senescencia que los observados con BAP. El porcentaje de clorofila es superior en las
diferentes concentraciones de CH (10-° y 10-°M, 60 y 70% respectivamente) que el porcentaje
de clorofila en el tratamiento testigo (30%) (Figura 5). En este experimento se encontraron
diferencias entre las tasas de degradacion de clorofila en las condiciones de luz y obscuridad,

después de dos dias siendo menor la degradacion de clorofila en obscuridad (Figura 5b).

VL5. Andlisis del Contenido de Clorofila a y b.

La clorofila a result6 ser la mas estable en Vaquellos tejidos que preservaron por un
periodo mayor de tiempo la viabilidad de los cléroplas[os. En el experimento con CH las
concentraciones 10°M y 10°M conservaron una mayor cantidad de clorofila a, en la condicion
de obscuridad y siempre fue mayor que los valores presentados por el testigo (Cuadro 13),

mientras que en los experimentos con BAP y los distintos porcentajes de almidon en los tejidos,
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la clorofila a se conservé por encima de la clorofila b en el experimento con el 0% de almidén
en las concentraciones 107M y 10°M; superando las cantidades encontradas en el tratamiento
testigo (Cuadro 12). La clorofila a en los experimentos con BAP 50% y 100% de almidon se
conservo méds que la clorofila b aunque las cantidades son menores que en el experimento con

BAP 0% de almiddon (Cuadros 11 y 10).

VI.6. Efecto de la Aplicacion de Benciladenina (BAP) en la Viabilidad de Cloroplastos de

Tejidos con Diferentes Contenidos de Almiddn.

La evaluacién del efecto de BAP a diferentes concentraciones, en la viabilidad de los
cloroplastos de células de parénquima y clorenquima de pitayo con diferentes contenidos de
almidon (100%, 50% y 0%), en las condiciones de luz y obscuridad, mostré que BAP preserva
la viabilidad de los cloroplastos en los tejidos bajo tratamiento, sin embargo, el indice de
reduccion det DCPIP es interior en los tejidos con el mayor porcentaje de almidén (100%)
(Figura 6(I)), que en los tejidos que tenian una menor cantidad de este polisacdrido (Figura
6(I0) y 6(111). ,

En fa condicion de obscuridad se preservd por més tiempo la integridad de las
membranas de los cloroplastos, particularmente en los cilindros con el 0% de almidon (Figura
6(IT1b)). En donde la'respuesta es clara desde el inicio, y la concentracién’IO’gM destaca entre
los diferentes tratamientos superando al tratamiento testigo. Por otro lado, en los segmentos con
100% y 50% de almiddn bajo esta misma condicion, se aprecia la respuesta en la concen(racién

10°M, sin embargo esta 1o es lo suficientemente clara (Figuras 6(I) y 6(II)).

V1.7. Efecto de la Aplicacion de Cicloheximida (CH) en la Viabilidad de Segmentos de Ramas

de Pitayo.
E!l experimento con CH mostr6 que las concentraciones 10°M y 10°M preservaron la

viabilidad de los cloroplastos por mds tiempo que en el tratamiento testigo, en ambas condiciones

ambientales. sOlo que en este experimento la respuesta es superior en la luz presentando
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diferencias estadisticamente significativas (Figura 7a). En comparacién con los tres
experimentos anieriores, la respuesta apreciada en éste tratamiento es mas notoria, ya que desde
el andlisis de signos visuales de la senescencia, confirmados posteriormente por el andlisis
bioguimico, se observa un efecto claro en la retardacion de la misma, al conservar una cantidad
mayor de clorofila por tratamiento y por condicién ambiental que en los tratamientos anteriores

(Figura 7).
V1.8. Andlisis Estadistico.

. Los cambios visuales fueron corroborados a través de la prueba estadistica T de Student
ademads se realizé el andlisis de correlacion lineal en todos los tratamientos (BAP 100%, 50%,
0% de almidéu y CH). Estos andlisis revelaron que existen diferencias estadisticamente
significativas (P <.5) entre la condicion de luz y la de obscuridad en relacién al contenido de
clorofila. Las diferencias entre los tratamientos con BAP y CH también son estadisticamente
significativos (P <.5), mientras que el andlisis de correlacion entre la tasa degradativa de
clorofila y el transcurso del tiempo, demostré que los resultados obtenidos, obedecen a un
proceso real y no a un evento casual (Cuadros 2 al 9). Destacando este hecho en el andlisis de
los ekperimemos con CH (P <.ly.3).

La tasa de degradacion de clorofila fue mayor y mis rapida en la condicién de tuz que
en obscuridad, marcadamente en los primeros dos dias del bioensayo con BAP y de un dia para
CH, aunque éste efecto persistié posteriormente en la luz, mientras que en la condicién de
obscuridad disminuia. Por tanto. fa benciladenina y la cicloheximida retardan la pérdida de
clorofila y por consecuencia la senescencia, segtin la prueba estadistica T de Student y el analisis

de correlacion lineal.
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Figura 7. umoles de DCIPH.mg de clorofila.h"' en segmentos de Stenocereus
queretaroensis incubados en diferentes concentraciones de CH en las
condiciones de a)luz y b)obscuridad.
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“op. cit.; Thompson et al.; op. cit:; Leshem; op c:t Clake et al 1994) Ademas, una parte "

importante de la expresion de este proceso se encuentic aajo el control del genoma nuclear

(Smart, op. cir. ) ya que la aclohexumda uvo, efectos towbles en disminuir el avance de la

senesce ncxa

Sin embqruo es xmportante senalar que los resulm:.os ‘de esta investigacion revelan que

la luz acelera el proceso de senescencia, lo cual contraS“ con lo reportado por. la mayona de .

los trabajos realizados al respectp (Goldyvaue y Laetsch.. 1967, Haber et al., 1969; Thlmann
1980; Neri er al.. 1993: Jordi et al., 1994). Es de har notar el hecho de que tanto en él

testigo como en los [ra[annemos con BAP y CH duranr. 08 prlmeros dos dias de iniciado el

experimento, se pierda entre el 60 y 63% de los valores mqales de cloroﬁla lo cual, fue menos
marcado en la condicidn de obscuridad. por lo que se p=sume que la expresién inicial de la
senescencia se debe mas a un proceso fisico que bioquimiz:. En otras especies, la pérdida inicial
es menor en el testigo, ya que ésta es del 29% en brocoi 1Clarke et al. op. cit.); 5% en trigo
(Shaw et al., 1965) y 17% en cebada (Hukmani y Tripathy.. 1994) por lo que este trabajo revela
la posibilidad de’ que los autores no consideren la degraicion basal. fisica y por tanto no se
puede asumir que en su totalidad este proceso se encuent= regulado por los genes (Figura 8).
Ademas, en nuestro caso también es evidente la sensibiluad del tejido de pitayo a intensidades
Iummosas relauvmnente bajas que en otras especxes no :zusan fotoox1dac1on )
Probablemen[c esta sea una respues[a bioldgica =1 a hxstona evolutiva de ésta espec1e
ya que normalmente las etapas iniciales de su desarrolio. :2 {levan a cabo bajo la condicién de
sombra mdumda ésta, por la vegetacion arbusn\a y am rea a la que se encuentra asocxada en

los ecosistemas tropicales y subtropicales (anenta y N:el, 1994).

La intensidad de 1a luz durante los experimentos nanifestd variaciones de} orden de los

325 pmoles” s” (Figura 9). Aunque la luz desempefi¢ in papel fundamental en el desarrollo
M :

del proceso de senescencia (a través de la fotooxidacién . 2n el experimento con BAP y el del

’




tejido al 0% de almidon se regisiré el mayor nimero deumoles m? s (46), siendo éste el
experimento en el que se enconud la respuesta més clara en la conservacion de clorofila y
viabilidad de cloroplastos.

Durante los experimentos el papel que desempeii6 la temperatura sobre los tejidos no fue
claro, ya que se observo un aumento gradual de la misma en los distintos experimentos 100%,
50%, 0% de almidén y CH (Figura 9). En en los que se aplico BAP, la temperatura promedio
oscilo entre los 28 y 29 “C. Cuando la temperatura influyé en la senescencia de los segmentos,
ésta se manifesté por la deshidratacién de éstos y la evaporacién de los contenidos acuosos en
el interior de las cajas de petri. En el experimento con CH, se presentd la temperatura méas
elevada (32 °C); y se registraron las cantidades mas elevadas de clorofila en los tejidos. Sin
embargo, no se descarta la posibilidad de que la temperatura y la luz se asocien y que a través
de la forooxidacién y la deshidratacién promuevan el proceso de senescencia.

Algo imporrante que se deébe entender es que la senescencia estd programada
genéticamente en cada especie, organo o wjido de las plantas. Por ejemplo, el mecanismo de
senescencia en las hojas se debe a la pérdida temprana de la clorofila, ARN y proteinas,
incluyendo a muchas enzimas. Como éstos y otros componentes celulares se sintetizan vy
degradan de manera constante, la pérdida podria ser el resultado de una sintesis lenta, una rapida
degradacién o ambas (Smart, op. cit.).

La degradacion de la clorofila b en la condicién ambiental de luz fué mayor que la
enconirada en la obscuridad. la explicacion del porque se conserva mds la clorofila a que la
clorofila b, radica en que este tipo de clorofila es menos estable y més susceptible a la
degradacion. Ademds de que ésw tiene la capacidad de transferir la energia de excitacién
{colectada por las clorotifas antena y el resto de los pigmentos accesorios a los centros de
reaccion en los cuales esta clorofila se encuentra asociada a las proteinas). La clorofila a es vital
en la cadena de transporte de los electrones, referidos éstos como flujo de electrones
fotosintéticos hacia el fotosistema 1. que permite llevar a éstos a un estado mas electronegativo.

Con respecto al etecto de las citocininas sobre los vegetales, se ha sugerido que éstas
pueden tener diferentes mecanismos de accién en mdltiples tejidos, sin embargo, lo mas sencillo
serfa que un efecto primario comin, fuera seguido por numerosos efectos secundarios que

dependieran de! estado fisiol6gico de las células blanco (en éste experimento es posible que las
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células del parénquima medular sean el blanco de la citocinina; como se ha encontrado en el
crecimiento in vitro; Hernandez, comunicacién personal) ademds debe ocurrir una potenciacion
del efecto tnicial (a partir de los 1-2 dias) porque las citocininas estdn presentes en bajisimas
concemraciones {(0.01 M). Con base en lo anterior se ha formulado la hipétesis sobre un posible
efecto promotor de las citocininas en la formacién de ARN y enzimas, en parte por que los
efectos de las citocininas normalmente son blogueados por inhibidores de la sintesis de proteinas.
No se han observado efectos especiticos sobre la sintesis de ADN, aunque citocininas exdgenas
con frecuencia incrementan la divisién celular y podrian necesitarse normalmente para este
proceso. sin embargo, aln no se comprende si el efecto antisenescente de las citocininas radica
en alguno de éstos tres aspectos fisioldgicos; si es que las citocininas actdan en la transcripcion,
estabilizacion de los ARNm o en la traduccion, porque se tienen evidencias de todos los casos;
quizd las ciiocininas afecten los tres procesos en las diterentes especies y partes de las plantas.
Una vez que se comprenda en forma definttiva como es que las citocininas influyen en la sintesis
de proteinas, quedard todavia por resolver cdmo es que las enzimas recién traducidas, u otras
proteinas, causan citocinesis, expansion celular y otros efectos (Salisbury y Ross op. cit.).

Por otra parte, ain no es posible explicar en términos enzimaticos las causas del
metabolismo degradasivo durante la senescencia, ya que no se sabe si lo que ocurre es un
descenso en las actividades de sintesis de clorofila o si lo que ocurre es que se incrementa la
destruccion de la misma. Sin embargo, es posible que la enzima clorofilasa actué en el nivel
que se sintetiza la clorofila (Shimizu y Tamaki, op. cit.).

Una de las fases iniciales de la senescencia es la pérdida de la integridad de los
cloroplastos. que es promaovida por un canbio en la envoltura, que inicia con la separacion de
las membranas en sus componentes, lLas proeinas de la membrana del cloroplasio son
degradadas durante el amarillamiento y se piensa que durante la desintegracion de éste, actian
dos sistemas proieoliticos: Uno en el estroma y el otro en el espacio y membrana tilacoide
(Thomas. 1987). El flujo de electrones del fotosistema 1l hacia el fotosistema [ declina de
manera uniforme durante la senescencia. esto es considerado como una evidencia de que los
diferentes componenies de la cadena del transporte de electrones en el cloroplasto, son

inactivados de manera secuencial durante la senescencia (Biswall, 1976).



ViO. CONCLUSIONES

. Los factores fisicos y en espetial la luz, participaron de manera muy activa en la promocion
del sindrome de senescencia tanto con BAP como con CH, lo que nos sugiere que €l control
de este proceso, se encuentra mayormente influenciado por factores ambientales que por la

-regulacién fisiologica.

La aplicacién tanto de BAP como de CH, retardd el proceso de senescencia en segmentos
de ramas de pitayo, sin embargo, este efecto fue mds pronunciado con la aplicacién del

inhibidor de la expresién nuclear que con la fitohormona.

Con respecto a las variables clorofila y viabilidad de cloroplastos, el andlisis de clorofila
resulté ser ei pardmetro mds sensible y confiable, para determinar la sensibilidad de los
tejidos a factores fisicos y bioquimicos vinculados con el proceso de senescencia en ambas

condiciones ambientales. -

El andlisis de los tejidos sobre el porcentaje de almidon (como reserva de energia),
mostré que éste interfiere de alguna forma con la accién de la citocinina. Es probable

que esta interferencia se lleve a cabo en el nivel molecular, a través de la asociacion de la
fitohormona con algiin producto intermediario en la descomposicién del polisacarido, es decir

mediante la formacion de ligandos.
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5. Desde una perspectiva global, las evidencias encontradas durante esta investigacion, sugieren
que el proceso de senescencia en segmentos de ramas‘de S. queretaroensis se activa como
una consecuencia directa de la induccién de las heridas, involucrando con ello la formacién
de productos del metabolismo secundario e.g. radicales libres (fenoles) y peroxidos. Esto
se basa en los cambios de coloracién (rojiza a parda) encontrada en la superficie inmediata

a la herida en el tejido.

6. El tipo de respuesta en los tejidos bajo 1a influencia de los porcentajes de almidén, sugiere
que este proceso requiere de energia para poder llevarse a cabo, ya que cuando el porcentaje
de éste fue mayor, los tejidos senescieron mas rapido y los factores bioquimicos no alteraron

el curso de la senescencia.
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X. APENDICE.

Cuadro 2. Tasas de degradacién de clorofila en pg.h-* a
distintos periodos de tiempo, en segmentos de
Stenocereus queretaroensis, con un 100% de almidén,
incubados en diferentes concentraciones de BAP bajo las
condiciones ambientales de luz (L) y obscuridad (0).

CONCENTRACION TIEMPO (DIAS)
BAP CONDICION
AMBIENTAL 2 4 6 8 r b
107°M L 0.295 0.145 0.093 0.072 (-0.926" ) (-0.035)
0 0.261 0.123 0.109 0.028 (-0.930" ) (-0.033)
107°M L 0.265 0.135 0.094 0.074 (-0.923" ) (-0.030)
o] 0.271 0.131 0.102 0.053 (-0.943" ) (-0.034

10°™ "L 0.217 0.123 0.101 0.081 (-0. .
o] 0.175 0.112 0.105 0.053 (-0.962™") (-0.022)

107°M L 0.268 0.140 0.099 0.086 (-0.912" ) (-0.029)
o] 0.247 0.128 0.095 0.037 (-0

Valor de probabilidad significativo al 0.1
*"Valor de probabilidad significativo al 0.05
“=No significativo

r= Coeficiente de correlacidn.

b= Pendiente.
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Cuadro 3. Tasas de degradacidn de clorofila en pg.h-' a
distintos periodos de tiempo, en segmentos de
S. queretaroensis con un 50% de almidon,
incubados en diferentes concentraciones de BAP, bajo las
condiciones ambientales de luz (L) y obscuridad (0).

CONCENTRACION TIEMPO (DIAS)
BAP CONDICION
AMBIENTAT, 2 4 6 8 r b
10°°M L 0.342 0.190 0.135 0.107 (-0.935" ) (40.075)
0 0.389 0.163 0.125 0.105 (-0.876™) (-0.088)

107°M L 0.265 0.170 0.132 0.154 (-0.819™) (-0.037)
o] 0.359 0.167 0.103 0.095 (-0.899™) (-0.085)
10°'M L 0.320 0.181 0.109 0.110 (-0.913" ) (-0.070)
o] 0.410 0.139 0.116 0.088 (-0.854™) (-0.098)
10°°M L 0.309° 0.177 0.12%3 0.122 (-0.907™) (-0.061)

o 0.395 0.1759 0.100 0.075 (-0.922" ) (-0.103)

*Valor de probabilidad significativo al 0.1
*Valor de probabilidad significativo al 0.05
»=No significativo

r= Coeficiente de correlacién.

b= Pendiente.
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Cuadro 4. Tasas de degradacién de clorofila en pg.h™ a
distintos periodos de tiempo, en segmentos de §S.
gueretaroensis con un 0% de almidon, incubados en
diferentes concentraciones de BAP bajo las condiciones
ambientales de luz (L) y obscuridad (0).

CONCENTRACION TIEMPO (DIAS)
BAP CONDICION 1 2 3 4 r b
AMBIENTAL

10°°M L 0.159 0.074 0.045 0.039 (-0.907") (-0.038)
O 0.070 0.072 0.021 0.032 (-0.816™) (-0.016)

107°M L 0.158 0.060 0.041 0.032 (-0.883™) (-0.039)
0 0.045 0.080 0.009 0.023 (-0.571") (-0.013)

100™ L 0.105 0.068 0.035 0.039 (-0.921%) (-0.023)
o] 0.067 0.063 0.022 0.037 (-0.788™) (-0.013)

107°M L 0.144 0.052 0.030 0.023 (-0.889") (-0.036)

o] 0.050 0.051 0.022 0.031 (-0.774™) (-0.008)

“Valor de probabilidad significative al 0.1
“*Valor de. probabilidad signifigativo al 0.05
»=No significativo i

r= Coeficiente de correlacidn.

b= Pendiente.
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Cuadro 5.

Tasas de degradacidén de clorofila en pg.h-* a
en segmentos de
S. queretarcensis incubados en diferentes
concentraciones de CH bajo las condiciones

distintos periodos de tiempo,

ambientales de luz (L) y obscuridad (0).
CONCENTRACION TIEMPO (DIAS)
CH
CONDICION 1 4 r b
AMBIENTAL
10°°M L 1.006 0.581 0.392 0.289 (-0.918")(-0.11)
0 0.932 0.456 0.300 0.241 (-0.953")(-0.12)
107M L 0.942 0.4%94 0.310 0,230 (-0.912" )(-0.129)
0 0.973 0.486 0.184 0.211 (-0.940" ){(-0.116)
10°°M L 0.888 0.540 0.379 0.276 (-0.884")(-0.139)
o] 1.071 0.369 0.271 0.172 (-0.9627 }(-0.099)
10°'M L 1.104 0.536 0.389 0.300 (-0.904" )(-0.118)
o} 0.999 0.435 0.326 0.235 (-0.914" )(-0.127)

*Valor de probabilidad significativo al 0.1

“Valor de probabilidad significativo al 0.05
"-No significativo
r= Coeficiente de correlacidn.
b= Pendiente.
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Cuadro 6.

Tasas de reduccién del DCPIP (umoles/mg clorofila.h™)

de cloroplastos aislados a partir de segmentos de S.

gueretaroensis con un 100% de almidén,

incubados en

diferentes concentraciones de BAP a distintos intervalos

de tiempo, en condiciones ambientales de luz (L) y
obscuridad (0).
CONCENTRACION TIEMPO (DIAS)
BAP CONDICION
AMBIENTAL 2 4 6 8 r b
10°°M L 7.3% 2.8% ——-- ---- (-0.925" ) (-1.235)
(o] 8.9* 3.9% 6.5% 0.5 (-0.951") (-1.375)
10°°M - L 2.6%* ——-—- 3.1%* ~---- (-0.365™) (-0.235)
0 6.7% 11.8* 25.6% 1.5*% (-0.684™) (-1.245)
10 "M L 6.9% 1.1~ 4.9% 16.1* (-0.566") (-0.605)
(o} 6.5% 3.1%* 27.2%* 6.3*% (-0.0637") (-0.050)
107°M L 6.7% 11.9% 1.7% -~~~ (-0.729™) (-1.515)
e 6.8% 10.0* 13.9% 0.2 (-0.795™) (-1.425)
*(* 107°)

\ *Valor de probabilidad significativo al 0.1
‘ “*Valor de probabilidad significativo al 0.05

b= Pendiente.

»=No significativo
r= Coeficiente de correlacidn.



Cuadro 7. Tasas de reduccidén del DCPIP (umoles/mg clorofila.h™)
de cloroplastos aislados a partir de segmentos de S.
queretaroensis con un 50% de almidon incubados en
diferentes concentraciones de BAP a distintos intervalos
de tiempo, en condiciones ambientales de luz (L) y
obscuridad (0).

CONCENTRACION TIEMPO (DIAS)

BAP CONDICION
AMBIENTAL 2 4 6 8 r b

10°°M L 0.5% -—— - ----  (-0.636™) (- 0.880)
o] 27 .4* 42 .3% 1.5% 1.4% (-0.758™) (-11.860)

107°M L 7.5% 9.2% -——- ----  (-0.411"™) (-1.130)
o 5.6% 5.3% 4.2% 11.3* (-0.916" ) (-1.460)

107M L 4.4% 4.2% 1.8% ----  (-0.960") (-1.566)
o] 13.3* 3.6% 5.9% 3.7% (-0.747) (-2.650)

107°M L 2.1% 2.6% 2.5% ----  (-0.667™) (-0.640)
o] 12.9% 8.0%* 2.7% 4.9%* (-0.855™) (-2.930)

* (% 10°°)

"Valor de probabilidad significativo al 0.1
“Valor de probabilidad significativo al 0.05
~=No significativo :

r= Coeficiente de correlacidn.

b= Pendiente.
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Cuadro 8. Tasas de reduccién de DCPIP (umoles/mg clorofila h™') de
- cloroplastos aislados a partir de segmentos de
S. gueretaroensis con un 0% de almidédn,
incubados en diferentes concentraciones de BAP a
distintos intervalos de tiempo, en condiciones
ambientales de luz (L) y obscuridad (0).

CONCENTRACION TIEMPO (DIAS)
BAP
CONDICION 1 2 3 4 r b
' AMBIENTAL
10°°M L 8.7 15.8%* 3.1* --- (-0.721") (-3.880)
0 3.3* 12.1* 4.6* 9.3* (-0.333") (-1.060)
107°M : L 5.1% 8.7 5.9% 5.3* (-0.170™) (-0.220)
0 5.5% 17.1* 5.6% 11.7* (-0.164™) { 0.716)
10°"M L 7.9% 14 .4* 4.5% 5.9*% (-0.468™) (-1.590)
0 6.6% 14.7* 6.4* 20.6* (-0.632™) ( 3.370)
10-°M L 7.3* 17.5% 7.6%* 9.4* (-0.970") (-0.036)
0 10.0* 17.7* 23.6%* 29.0* (-0.999") ( 6.17 )

*( 10-° )

*Valor de probabilidad significative al 0.1
""Valor de probabilidad significativo al 0.05
~=No significativo

r= Coeficiente de correlacién.

b= Pendiente.
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Cuadro 9. Tasas de reduccidén del DCPIP (umoles/mg clorofila h)
de cloroplastos aislados a partir de segmentos de S.
queretaroensis incubados en diferentes :
concentraciones de CE a distintos intervalos de
tiempo, en condiciones ambientales de luz (L) y
obscuridad (0).

CONCENTRACION TIEMPO (DIAS)
CH  CONDICION
AMBIENTAL 2 4 6 8 r b
10°°M L 9.6* 1.1* 2.8% --- (-0.812™) (-1.355)
0 1.0 1.7* 5.5 (0.8* { 0.187™) {( 0.160)
107M L 6.8 3.3% 4.5 2.6% (-0.798™) (-0.570)
0 4.5 4.1* 4.6* 1.7* (-0.745™) (-0.395)
10°°M L T 3.9% 4.5+ 10.7% 4.5%* { 0.321™) ( 0.400)
0 5.0 7.9% 3.4% 0.8% (-0.742™) (-0.855)
10"M L 10.2* 0.5%* 4.9%* 0.3* (-0.700™) (=1.265)
0 3.0 3.7 0.08% 2.1* (-0.519™) (-0.316)
*(10-%)

*Valor de probabilidad significativo al 0.1
*Valor de probabilidad significativo al 0.05
»=No significativo.

r= Coeficiente de correlacidn.

b= Pendiente.
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Cuadro 10. Contenido de clorofila a y b en pug/mL en segmentos de
tejido de S. qgueretarcensis con el 100% de almidédn,
bajo la influencia de la BAP a distintas
concentraciones, en condiciones ambientales de luz (L)
y obscuridad (0). :

10°°M 10°°M 107'M 107°M
DIA Clorofila Luz Obs. Luz Obs. Luz Obs. Luz Obs.

0 A 6.94 6.94 6.94 6.94 6.94 6.94 6.94 6.94
B 2.15 2.15 2.15 2.15 2.15 2.15 2.15 2.15
2 A 1.07 1.74 1.44 1.50 2.22 2.98 1.49 1.86
B 0.61 0.56 0.76 0.60 1.00 1.22 0.65 0.76

6 A 0.79 0.84 1.06 1.06 0.81 1.06 0.74 1.59
B 0.93 ---- 0.68 0.20 0.51 0.04 0.68 0.20
8 A 6.94 2.91 0.67 2.33 0.43 3.34 0.26 3.15
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Cuadro 11. Contenido de clorofila a y b en pg/mL en segmentos de

’ " tejido de S. gqueretaroensis con el 50% de almiddn,
bajo la influencia de la BAP a distintas
concentracionesg, en condiciones ambientales de luz (L)
y obscuridad (0).

10°°M 107°M 107'M 107°M
DIA Clorofila Luz Obs. Luz Obs. Luz Obs. Luz Obs.

0 A 5.74 $.74 9.74 9.74 9.74 9.74 9.74 9.74
B 3.67 3.67 3.67 3.67 3.67 3.67 3.67 3.67
1 A 3.30 2.70 4.90 3.24 3.95 2.36 4.16 2.56
B 1.87 1.35 2.11 1.52 1.74 1.17 -1.84 1.33
2 A 2.75 3.53 3.35 3.36 3.07 4.35 3.11 3.41
B 1.512 2.03 1.85 1.98 1.60 2.34 1.74° 1.52
3 A 2.03 2.66 2.089 3.98 3.12 3.35 2.25 3.94
B 1.62 1.60 1.77 1.93 2.42 1.68 1.82 2.23
4 A 1.65 1.92 1.13 2.57 1.47 3.34 0.83 4.12
B 1.40 1.37 1.16 1l.66 1.34 1.50 0.78 2.03
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Cuadro 12. Contenido de clorofila a y b en ug/mL en segmentos de
tejido de S. queretaroensis con el 0% de almiddén, bajo
la influencia de la BAP a distintas concentraciones, en
condiciones ambientales de luz (L) y obscuridad (0).

10°°M 107°M 107M 107°M
DIA Clorofila Luz Obs. Luz Obs. Luz Obs. Luz Obs.

0 A 3.82 3.82 3.82 3.82 3.82 3.82 3.82 3.82
B 1.73 1.73 1.73 1.73 1.73 1.73 1.73 1.73
1 A 1.03 2.67 1.06 2.82 1.73 2.43 1.31 2.91
B 0.67 1.16 0.65 1.63 1.27 1.25 0.76 1.42
2 A 1.13 1.36 1.44 1.14 1.52 1.47 1.57 2.01
B 0.80 0.70 1.17 0.52 0.73 1.01 1.43 1.03
6 A 1.28 2.42 1.40 3.06 1.58 2.65 2.02 2.63
B 0.99 1.56 1.1% 1.76 1.36 1.39 1.31 1.26
8 A 1.00 1.712 1.37 2.10 0.90 1.27 1.88 1.52
B 0.76 0.66 1.05 1.17 0.82 0.69 1.38 1.01
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Cuadro 13. C(Contenido de clorofila a y b en ug/mL en segmentos de
tejido de S. gueretarocensis bajo la influencia de la
CH a distintas concentraciones, en condiciones
ambientales de luz (L) y obscuridad (0).

10°°M 10M 10°°M 107°M
DIA Clorofila Luz Obs. Luz Obs. Luz Obs. Luz Obs.

0 S 9.27 9.27 9.27 9.27 9.27 9.27 9.27 9.27
B 9.35 9.35 9.35 9.35 9.35 9.35 9.35 9.35
2 A 3.53 4.10 4.46 4.39 4.73 2.72 2.90 3.69
B 2.31 2.70 2.15 2.21 2.46 1.60 2.04 2.60
4 A 2.38 4.40 4.51 5.83 3.56 5.98 3.06 4.81
B 2.01 2.70 2.04 3.00 2.04 3.06 2.51 2.85
6 A 2.06 4.74 4.67 7.09 2.79 5.24 2.22 3.94
3 2.15 2.46 2.38 3.78 1.93 2.78 2.16 2.25
8 A 1.67 4.04 4.63 5.15 3.16 6.14 2.18 4.14
B 2.82 2.456 2.67 2.70 2.17 3.33 1.78 2.53
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