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RESUMEN

Se estudio el efecto de la citocinina 6-bencilaminopurina
(BAP) en el intercambio de gases y relaciones hidricas de Triti-
cum aestivum L. durante el retraso de la senescencia foliar en
invernadero. Pldntulas de 21 dias después de la siembra (DDS)
fueron asperjadas con BAP 0,ImM o agua (testigo) cada 3 dias
por 20 dias. El retraso de senescencia foliar en las plantas tra-
tadas con BAP fue monitoreado mediante cuantificacion de clo-
rofila y proteina soluble total. El intercambio de gases se esti-
mo mediante conductancia estomdtica (g,) y tasa de fijacion de
CO,. Las relaciones hidricas se evaluaron midiendo el potencial
de agua total (Y,) y sus componentes, osmético (Y,) y de tur-
gencia (V,), cada 5 dias por 20 dias. Las hojas con BAP mos-
traron mayor concentracion de clorofila y proteina total que el

control tras 26 DDS, diferencias que aumentaron con el tiempo
vy a los 41 DDS fueron 7 veces mayores que el control. La g,
registro valores no significativamente diferentes al estado verde
pre-senescente. Estas respuestas se asociaron con tasas mayores
de fijacion de CO,, con concentraciones cercanas a las hojas
verdes pre-senescentes (6,2umol-CO,m?*s?). El ¥, se mantuvo
constante bajo BAP y Y, fue significativamente menor que en
los testigos, favoreciendo la retencion de solutos en el citoplas-
ma de hojas con retraso de senescencia. El ¥, de las hojas tra-
tadas fue mayor que su respectivo testigo de 31 a 41 DDS. Por
tanto, la citocinina BAP promovio el mantenimiento de la tasa
de fijacion de CO, y las relaciones hidricas durante el retraso
de la senescencia foliar.

Introduccion

Durante su evolucidn, las
plantas desarrollaron diferen-
tes mecanismos para prevenir
dafios producidos por la pérdi-
da de agua. La desecacion del
vastago, por ejemplo, es evi-
tada a través de mecanismos
primarios de defensa como el
cierre de los estomas, cambios
en el indice de transpiracion,
incremento de la elasticidad
de la pared celular o incre-
mentando la fraccién hidrica
del apoplasto a través de mo-
dificaciones en los compo-
nentes del potencial de agua
(Pospisilova et al., 2000). En
condiciones de déficit hidrico
se inhiben varios procesos
fisiolégicos, tales como el cre-

cimiento y apertura estomatica
y, por lo tanto, disminuye el
intercambio de CO, reducien-
do la carboxilacion y el trans-
porte de electrones, acelerando
la senescencia foliar (Lawlor,
2002).

La secuencia de eventos que
ocurren durante la senescencia
foliar en plantas monocarpi-
cas es similar a la que ocu-
rre cuando son sometidas a
un déficit moderado de agua
(-70kPa y -80kPa), debido a
que se altera la arquitectura y
el estatus hidrico de la planta
(Pic et al., 2002), asi como
la estructura de membranas,
originando la degradacién de
proteinas, clorofilas y final-
mente, el desmantelamiento
del aparato fotosintético.

La senescencia acompafiada
por potenciales hidricos bajos,
promueve la remobilizacién de
reservas, principalmente las
derivadas del nitrégeno. En
arroz, la senescencia foliar
acelerada por déficit hidrico
promueve la distribucion de
asimilados para el llenado
del grano, reduciendo el tiem-
po de llenado (Yang et al.,
2002).

Durante la senescencia las
concentraciones de algunas
hormonas, tales como las ci-
tocininas, disminuyen en las
plantas; sin embargo, otras
como el etileno y el acido
abscisico (ABA) se incremen-
tan, del mismo modo que
cuando existe un déficit hidri-
co moderado. Los cambios en

las concentraciones hormona-
les de las plantas son impor-
tantes por que son seflales de
comunicacién en respuesta al
ambiente entre la raiz y tallo
o viceversa (PospiSilova et al.,
2000; Buchanan-Wollaston et
al., 2003).

Las citocininas regulan y
participan en diferentes proce-
sos fisiolgicos y bioquimicos
de desarrollo en la planta;
se sintetizan principalmen-
te en los meristemos y son
transportadas por el xilema.
Estas moléculas pueden pro-
mover division y alargamiento
celular, re-diferenciacion de
plastidios (Zavaleta-Mancera
et al., 1999b), desarrollo de
yemas laterales, retraso de la
senescencia, movilizacién de
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SUMMARY

The effect of cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP) on gas
exchange and water relationships of Triticum aestivum L. dur-
ing delay of leaf senescence in greenhouse. Plants of 21 days
after sowing (DAS) were sprayed with BAP (0.ImM) or water
(control) every 3 days for 20 days. Delay of leaf senescence in
BAP treated plants was monitored by quantification of chloro-
phyll and totally soluble protein. Gas exchange was estimated
by stomatal conductance (g,) and CO, fixation rate. The water
relationships were evaluated by the water potential (¥,) and
its components, osmotic (Y,) and turgor potential (\¥,) every 5
days for 20 days. BAP treated leaves showed higher total con-
centration of chlorophyll and protein from day 26, in compari-

son with the control. The difference increased with time and 41
DAS they were 7 times higher than the control. The g, values
were not significantly different from the pre-senescent green
state. These responses were associated with higher CO, fixation
rates with concentrations near those in the pre-senescent green
leaves (6.2umol-CO,-m?-s”'). The Y, remained constant under
BAP and Y, was significantly lower than in the controls, favor-
ing the retention of solutes in cytoplasm of leaves with delay of
senescence. The ¥, of BAP leaves was significantly higher than
the respective controls from 31 to 41 DAS. Therefore, cytokinin
BAP promoted the maintenance of the CO, fixation rate and
water relationships during the delay of leaf senescence.
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RESUMO

Estudou-se o efeito da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP)
no intercimbio de gases e relacdes hidricas de I L. durante
o atraso da senescéncia foliar em invernadeiro. Pldntulas de
21 dias depois de semeadas (DDS) foram borrifadas com BAP
0,ImM ou dgua (tetemunho) cada 3 dias por 20 dias. O atraso
de senescéncia foliar nas plantas tratadas com BAP foi moni-
torado mediante quantificacdo de clorofila e proteina soliivel
total. O intercambio de gases se estimou mediante condutincia
estomdtica (g,) e taxa de fixagdo de CO,. As relagdes hidricas
se avaliaram medindo o potencial de dgua total (‘Y,) e seus
componentes, osmotico (Y,) e de turgéncia (¥,), cada 5 dias
por 20 dias. As folhas tratadas mostraram maior concentra¢do
de clorofila e proteina total que o controle apds 26 DDS, dife-

rengas que aumentaram com o tempo e, aos 41 DDS foram 7
vezes maiores que o controle. A g, registrou valores ndo signi-
ficativamente diferentes ao estado verde pré-senescente. Estas
respostas se associaram com taxas maiores de fixacdo de CO,,
com concentragoes proximas as das folhas verdes pré-senescen-
tes (6,2umol-CO,-m?-s). O ¥, se manteve constante sob BAP
e Y, foi significativamente menor que nos testemunhos, favore-
cendo a retencdo de solutos no citoplasma de folhas com atra-
so de senescéncia. O Y, das folhas tratadas foi maior que seu
respectivo testemunho de 31 a 41 DDS. Portanto, a citocinina
BAP promoveu a manutengdo da taxa de fixacdo de CO, e as
relagoes hidricas durante o atraso da senescéncia foliar.

nutrientes, desarrollo floral y
germinacion de semillas, entre
otros (Taiz y Zeiger, 1998;
Schmiilling et al., 1997). Las
citocininas también afectan di-
rectamente la sintesis y degra-
dacién de clorofila (Wingler
et al., 1998), proteina y ul-
traestructura de los cloroplas-
tos (Zavaleta-Mancera et al.,
1999b), asi como promueven y
mantienen la apertura estoma-
tica (Tanaka et al., 2006).

Es conocido el efecto de
citocininas en el retraso de la
senescencia foliar, retardando
la pérdida de pigmentos y pro-
tefnas del cloroplasto (Bucha-
nan-Wollaston et al., 2003),
promoviendo la acumulacién
de enzimas antioxidantes y re-
duciendo la concentracién de
H,0, (Zavaleta-Mancera et al.,

2007). Durante el envejeci-
miento la hoja pierde agua, lo
que promueve inhibicién de la
fotosintesis e intercambio de
gases, y se genera incapacidad
de recuperar su estado hidrico
inicial. Numerosos trabajos
refieren el efecto positivo que
tienen las citocininas en el
intercambio de gases durante
la senescencia. Por ejemplo,
en Nicotiana y Digitalis la
transpiracidon y apertura esto-
mdtica se incrementé cuando
fueron propagadas in vitro
con un medio enriquecido de
citocininas, siendo el efecto
dependiente de la concentra-
cion (Diettrich et al., 1992;
PospiSilova et al., 2000)

Las citocininas antagonizan
diversos procesos fisiologicos
inducidos por la pérdida de
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agua, principalmente aque-
llos que son mediados por el
ABA. El ABA es un inhibidor
de crecimiento que promueve
la senescencia, mientras que
las citocininas son considera-
das como potentes inhibidores
de ésta y actian como anta-
gonistas del ABA (Noodén y
Leopold, 1988; Tanaka et al.,
2006). Durante éste proceso
se promueve la acumulacién
de ABA y de etileno en hojas
y otros 6rganos de la planta
(Buchanan-Wollaston et al.,
2003). La acumulacién de
ABA en las hojas de plantas
expuestas a un continuo déficit
hidrico afecta los movimien-
tos estomdticos induciendo el
cierre, reduciendo la tasa de
transpiracién, el transporte
de solutos hacia las partes

aéreas de la planta y la tasa
de asimilacién de CO,, pro-
cesos que también ocurren
de manera natural durante la
senescencia (Kramer, 1989;
Chandlee, 2001).

Sin embargo, el efecto po-
sitivo de las citocininas en la
apertura estomdtica y trans-
piracion no es consistente en
todos los casos y varfa de-
pendiendo de la especie y la
concentracién. En algodén
(Gossypium hirstium), linaza
(Linum usitatissimum), maiz
(Zea mayz) y remolacha (Beta
vulgaris) las citocininas no
afectan significativamente la
apertura estomadtica, transpi-
racién y tasa neta fotosintética
(Radin et al., 1982, Driige y
Schonbeck, 1992; Pospisilova
et al., 2001). Estos autores
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concluyeron que el efecto de
las citocininas en el intercam-
bio gaseoso no es general y
depende frecuentemente de la
especie y concentracién sin
haber diferencias significativas
entre métodos de aplicacion
(asperjado y solucién nutri-
tiva).

La funcién de las citocini-
nas en la regulacién del es-
tado hidrico de la planta es
poco conocido y ain menos
estudiado durante la senes-
cencia (Cowan et al., 2005),
por lo que el objetivo trazado
en este trabajo fue analizar
el efecto de la citocinina 6-
bencilaminopurina (BAP) en
el intercambio de gases y re-
laciones hidricas durante el
retraso de la senescencia foliar
de T. aestivum.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Un promedio de 60 semillas
de trigo (Triticum aestivum
var. Temporalera) se sembra-
ron en charolas de plastico de
33x28x13cm conteniendo una
mezcla de peat moss y agro-
lita (95/5 v/v). Las charolas
se colocaron en un disefio
completamente al azar, con
tres repeticiones para cada ex-
perimento en un invernadero
del Colegio de Postgraduados
Campus Montecillo, a 19°29°’N
y 98°54°0 y 2250msnm (Gar-
cia, 1988) con temperaturas
méxima y minima promedio
de 30 +2°C y 8 +4°C. Las
charolas se regaron con agua
corriente cada tercer dia du-
rante todo el experimento.
Tras 20-21 dias después de la
siembra (DDS) las pldntulas
presentaron la segunda hoja,
la que se utilizé para realizar
las evaluaciones.

Tratamientos

Plantulas de 20-21DDS que
mostraron la segunda hoja
expuesta, se asperjaron (5ml)
con una solucién de 0,1mM
de 6-bencilaminopurina (BAP;
Sigma) con 0,02% dimetil-
sulfoxido (DMSO; Sigma) y
0,02% Tween 20 (Boehrin-
ger Mannheim GmbH). Las
plantulas testigo se asperjaron
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con una solucién preparada
de la misma forma que la so-
lucién de BAP pero sin el
fitorregulador. Las aspersio-
nes se realizaron a las 9:00
horas cada tercer dia durante
20 dias, para un total de 7
aspersiones. El retraso de la
senescencia foliar de la segun-
da hoja asperjada con BAP
fue monitoreada mediante la
cuantificacién de clorofila y
proteina soluble total.

Cuantificacion de clorofila

Fragmentos de 3cm de la
parte media de la segunda
hoja fueron macerados en 4ml
de acetona 80% a 4°C. El
extracto se centrifugd a 840g
por 10min. El sobrenadante
fue recuperado y ajustado a
4ml; la concentracion de clo-
rofila total (Chl) se cuantific
de acuerdo a Lichtenthaler y
Wellburn (1983) se expresé en
mgChl-gPF.

Cuantificacién de proteina
soluble

Muestras de 150mg de te-
jido fresco de la parte me-
dia de la segunda hoja fueron
congeladas en N, liquido y
maceradas con 1ml de amor-
tiguador de fosfatos 50mM
pH 7,5 con ImM DTT; 0,1
mM EDTA y 12,5% glicerol.
El extracto se centrifugé a
15000g a 4°C por 10min. Se
usaron Sul del sobrenadante
para la determinacién de pro-
teinas de acuerdo al método
de Bradford (1976).

Intercambio de gases

Las mediciones de inter-
cambio de gases se realizaron
in situ con un sistema abierto
y portétil de andlisis de ga-
ses en el espectro infrarrojo
(CIRAS-1, PP Systems, In-
glaterra) en la seccién central
de la segunda hoja con ligula
expuesta. La cdmara de inter-
cambio de gases se mantuvo a
una temperatura de 29 +2°C,
irradianza de 320umol-m?-s™!,
humedad relativa del 52% y
concentraciéon de CO, de re-
ferencia de 390umol-mol-.
Las mediciones se hicieron
en 10 individuos por trata-

miento cada cinco dias por
un periodo de 20 dias. La
conductancia estomadtica (g;)
se registr6 en mmol-m?2-s! y
la tasa de fijacién de CO, (A)
en umol-m2-s.

Relaciones hidricas

Las mediciones de potencial
de agua total (‘¥,) se hicieron
con una bomba de presién
tipo Scholander (Scholander
et al., 1965. La lamina se in-
trodujo dentro de la cdmara,
dejando la parte basal expues-
ta. La presién interior de la
camara se incrementd hasta
obtener un balance de presion
en la columna de agua del
xilema en la hoja, el cual se
alcanzé cuando una pequefia
gota de savia aparecid en la
zona expuesta (Turner, 1988).
El potencial osmético (F,) se
determiné en un fragmento de
la misma hoja que se usé para
el ¥,; el cual fue
envuelto en papel
aluminio, intro-
ducido en N, li-
quido y macerado
en un tubo epen-
dorff para extraer
el contenido celu-
lar. Se tomé una
alicuota de 10pl
del material ex-
traido, la cual se
adicion6 a discos
de papel filtro -
donde se midi6 el
¥, con un osmé- 0

3ra

Chltotal (mg-g PF)

zaron correlaciones simples.
El paquete estadistico utiliza-
do fue Statgraphics Plus 4.

Resultados

La concentracién de clorofi-
la (Chl) y la proteina soluble
total fueron cuantificadas con
el objetivo de monitorear el
estado de senescencia de las
hojas en el tiempo. La con-
centracion de Chl en hojas
asperjadas con 0,ImM BAP
fue significativamente mayor
que aquella registrada para
el tratamiento testigo (Figura
1a). Esta diferencia se observé
y se mantuvo a partir de los
26 DDS, con valores de 91,
73, 73 y 57% en relacién a
la concentracion Chl inicial,
a los 26, 31 36 y 41 DDS,
respectivamente. En contraste,
la concentracién de Chl en el
tratamiento testigo disminuy6
drasticamente en el mismo

O Testigo 0O BAP

*

th

metro de presidn
de vapor previa-

mente calibrado |
(Vapro/Wescor 2

5520). El poten- —
cial de turgencia & |
se calculé como :
la diferencia entre £ 8 [
el ¥, yel ¥, g I
©
Andlisis $
estadistico 24T

La significancia
estadistica de las

diferencias entre 0
los tratamientos
se determiné me-
diante la prueba
de t-student con
un nivel de signi-
ficancia del 5%;
también se reali-

21

26 31 36 41
Dias después de la siembra

Figura 1. Concentracién de clorofila total (a) y de
proteina soluble total (b) durante la senescencia de
la segunda hoja de T. aestivum (testigo) y su retraso
por efecto de 0,lmM BAP. Los datos son promedios
+ES; n= 8. Los asteriscos denotan diferencias signi-
ficativas entre tratamientos (P<0,05).
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Figura 2. Tasa de asimilacién de CO, (a) y conductan-
cia estomdtica (b) durante la senescencia de la segunda
hoja de T. aestivum (testigo) y su retraso por efecto de
0,ImM BAP. Los datos son promedios +ES; n= 8. Los
asteriscos denotan diferencias significativas entre trata-

mientos (P<0,05).

tiempo, con valores de 77,
67, 42 y 12% en relacion a la
concentracidn inicial.

La concentracién de pro-
teina soluble total también
disminuyé con el tiempo en
ambos tratamientos, pero en
forma mds pronunciada en
el tratamiento testigo (Figura
1b). A los 26 DDS no se ob-
servé diferencia significativa
entre tratamientos; sin em-
bargo, para el dia 31 DDS la
diferencia entre tratamientos
fue muy evidente. Para ese
momento la concentracién de
proteina soluble en las hojas
tratadas con BAP no presentd
cambio significativo en re-
lacién con la concentracién
inicial, mientras que en las
hojas del tratamiento testigo la
proteina se degradd significati-
vamente (P<0,05) en un 39%
con respecto a la concentra-
cién inicial (21 DDS). A los
36 DDS la proteina en las ho-
jas del tratamiento testigo se
degradé en 76%; en contraste,
la concentracién de proteina
en las hojas tratadas con BAP

se redujo solo
29%. El efecto
mds pronuncia-
do y significa-
tivo se observé
a los 41 DDS,
cuando las ho-
jas tratadas con
BAP conserva-
ron 50% de su
proteina solu-
ble total inicial
mientras que
las hojas del

¥, (MPa)

02 I I I I

20 25 30 35 40 45
Dias después de la siembra

Figura 3. Relaciones hidricas durante la senescencia de
la segunda hoja de T. aestivum (testigo) y su retraso
por efecto de 0,lmM BAP. a: potencial de agua (\¥,),
b: potencial osmético (W,) y c: potencial de turgencia
(). Los datos son promedios +ES; n= 8. Los asteris-
cos denotan diferencias significativas entre tratamientos

tratamiento tes- (P<0,05).
tigo Unicamente
conservaron el 4%.

La concentracién de clo-
rofila total y la cantidad de
proteina soluble total de la se-
gunda hoja se correlacionaron
positivamente; para las plantas
tratadas con BAP el valor de
r* (P<0,05) fue del 92% mien-
tras que para las plantas no
tratadas fue de 99%.

La tasa de asimilacién de
CO, (A) en las hojas trata-
das con BAP se mantuvo sin
cambios significativos duran-
te el experimento, mientras
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que en las hojas testigo, la
A se redujo significativamen-
te, encontrandose diferencias
significativas a los 31, 36 y
41 DDS entre los dos tra-
tamientos (Figura 2a). Es-
tos resultados indican que el
BAP mantuvo funcionando la
maquinaria fotosintética, con
valores promedio de 4umol
CO,-m2-s!, cercanos a los
observados en las hojas ver-
des pre-senescentes (6,2umol
CO,-m?%s7). Las plantas testi-
go redujeron la A en 61,3%,

56,2% y 94% a los 31, 36
y 41 DDS, respectivamente,
mientras que, en contraste, a
los 41 DDS las hojas tratadas
con BAP presentaron un pro-
medio mayor que el testigo
y similares al estadio inicial
(Figura 2a).

Con respecto a la g, los
resultados se comportaron
de manera similar a los ob-
tenidos en la A. Ambas va-
riables estdn estrechamente
relacionadas; a mayor con-
ductancia estomadtica, ma-
yor serd la A. La g, (Figu-
ra 2b) se mantuvo en 68%
(864,9mmol-m2-s7) en las ho-
jas tratadas con BAP a los 41
DDS, mientras que en hojas
testigo se redujo significativa-
mente a 41% (534mmol-m?>-s™)
respecto al valor inicial
(1272mmol-m2-s™).

Durante la senescencia (21-
41 DDS) las hojas del trata-
miento testigo disminuyeron
gradualmente su ¥, (Figura
3a) hasta alcanzar un valor
de -0.62MPa a los 41 DDS;
en contraste, el W, de las
hojas tratadas con BAP no
cambio significativamente del
dia 21 DDS (verde pre-senes-
cente) manteniéndose en un
promedio de -0,45MPa. Las
plantas tratadas con BAP
mantuvieron en general un
¥, (Figura 3b) menor que
las plantas testigo, sin em-
bargo solamente en los dias
26 y 31 DDS se observaron
diferencias estadisticamente
significativas. El ‘¥, (Figura
3c) disminuy6 gradualmen-
te en el tiempo en ambos
tratamientos, pero los valo-
res fueron significativamente
mayores en las hojas tratadas
con BAP (P<0,05). En 31
a 36 DDS las hojas trata-
das con BAP mantuvieron
su Y, a 0,82MPa sin cam-
bios significativos (P<0,05);
en contraste, las hojas del
tratamiento testigo reduje-
ron su P, significativamente
a 0,52MPa. A los 41 DDS
el W, en las hojas del trata-
miento testigo se redujo a
0,38MPa, en contraste con
las hojas con BAP que pre-
sentaron valores de P, de
0,61MPa, significativamen-
te mayores que el testigo
(P<0,05).
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Discusion

El retraso de la senescencia
foliar de trigo por efecto de
aplicaciones de BAP, eviden-
ciado por concentraciones
altas de Chl y proteina solu-
ble total, estuvo asociado con
tasas altas de A, ¥,, ¥, y Y.
Se observd que la concentra-
cién de Chl total y proteina
soluble en hojas del trata-
miento testigo disminuyeron
significativamente a los 41
DDS, en contraste con las ho-
jas asperjadas con BAP, que
conservaron concentraciones
altas de Chl y proteina.

Entre los muchos procesos
bioquimicos que modulan las
citocininas en plantas esta la
inhibicion de la actividad de
clorofilasas y proteasas du-
rante el retraso de la senes-
cencia (Buchanan-Wollaston
et al., 2003). El hecho que
la aplicacion de BAP man-
tuviera concentraciones altas
de proteinas en T. aestivum,
comparados con las hojas del
tratamiento testigo, se puede
asociar a los valores altos de
Y,. En condiciones de ¥, alto
hay modulacién de la sintesis
de proteinas como la sucrosa-
fosfato-sintasa, mientras que
en condiciones de ¥, bajo
su sintesis es inhibida debido
a una acumulacién de iones
que desestabiliza la molécula
dimérica (Huber y Huber,
1996). Cuando el ¥, es bajo,
se incrementa la pérdida de
polisomas y se promueve una
desestabilizacién de la es-
tructura cuaternaria de las
proteinas. La BAP y otras
citocininas modulan la expre-
siéon de varias proteinas clo-
ropldsticas, pueden promover
la aparicién de la protocloro-
filide 6xido reductasa (POR)
responsable de la sintesis de
clorofila (Zavaleta Mancera et
al., 1999a) y la acumulacién
de Rubisco, proteina esencial
en la carboxilacién (Ookawa
et al., 2004). En el presente
estudio se encontré que la
BAP (0,1lmM) mantuvo los
valores mas altos de ¥,, has-
ta en 80%, en contraste con
las hojas del tratamiento tes-
tigo, en donde solo se man-
tuvo el 21% del valor inicial.
Los valores de ¥, bajos de
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las hojas senescentes de trigo
(testigo), generados por una
disminucién en el contenido
relativo de agua, se reflejaron
en una reduccién de la A y
g, como lo sugirié Lawlor
(2002) para plantas C3 y C4.
Esta reduccién en la A estuvo
probablemente asociada a una
disminucion del transporte de
electrones normalmente ob-
servada en hojas con ¥, bajo
(Gay y Thomas, 1995).
Durante la senescencia se
promueve el cierre de los es-
tomas por la acumulacién de
ABA, fenémeno que ocurre
de manera natural (Kramer,
1989; Wingler et al., 2000;
Dodd, 2003). Los estomas
son sensibles a la aplicacién
de citocininas y su respuesta
depende de la especie y edad
de la hoja. De acuerdo con
los resultados obtenidos, la
BAP probablemente antago-
niz6 el efecto del ABA en
las hojas senescentes y man-
tuvo la apertura estomadtica
en trigo, favoreciendo asi un
intercambio de gases eficiente
en las hojas con retraso de
senescencia. Datos similares
fueron encontrados en Ara-
bidopsis por Tanaka et al.
(2006), quienes demostraron
que la citocinina benciladeni-
na y la auxina 4cido naftale-
noacético, inhibieron el cierre
estomdtico promoviendo el
intercambio de gases. La so-
breproduccién de citocininas
en plantas transformadas de
Petunia inhibié el efecto del
ABA vy retrasé la senescencia
de flores, ademds de dismi-
nuir la sensibilidad al etileno
(Chang et al., 2003). Los
mecanismos por los cuales
la BAP promueve la apertura
estomdtica podrian involucrar
una estimulacién directa de
la membrana a través de una
hiperpolarizacién, resultado
de una translocacién de H*;
proceso que activa la ade-
nilato-ciclasa e induce un
incremento en el contenido
intracelular del adenosin 3,5
monofosfato ciclico, que a su
vez interactiia con el sistema
calcio-calmodulina y con la
regulacién de canales permea-
bles al ABA, favoreciendo la
apertura estomdtica (Incoll et
al., 1990; Pharmawati et al.,

1998). El ¥, bajo encontrado
en las hojas senescentes del
tratamiento testigo se corre-
lacioné (r= 81; P<0,05) con
la pérdida de proteina soluble
total y una disminucién en la
Ay g,. Es probable que el
¥, bajo haya afectado algin
factor de acoplamiento y al
ATP en el cloroplasto, como
lo sugirieron Tezara et al.
(1999). En este estudio, la
disminucién de la A no se
asocié con los bajos valores
de W, registrados (P>0,05),
pero si se correlaciond (datos
no mostrados) con la con-
centracion relativa baja de
la proteina LSU de Rubisco
(P<0,05) cuantificada a los
41 DDS en hojas senescentes
(tratamiento testigo). Estos
resultados coinciden con los
encontrados en plantas de
tabaco en donde valores de
Y, bajos redujeron la con-
centracion y actividad de Ru-
bisco, asi como la sintesis
de nuevas proteinas (Lawlor,
2002; Parry et al., 2002),
promoviendo un incremento
de iones Mg?* dentro del clo-
roplasto y una disminucién
en la sintesis de Rubisco y
Rubisco-carboxilasa necesa-
rias para la asimilacidn del
CO, (Lawlor, 2002).

El ¥, aumenta durante la
senescencia de las plantas en
ambos tratamientos, aunque
en menor grado en las hojas
tratadas con BAP (Figura
3b), respuesta que contrasta
con las observaciones repor-
tadas en plantas de soya (Zur
et al., 1981). En las hojas
tratadas con BAP se mantu-
vieron los valores del ¥ por
debajo de los de las hojas
testigo, lo que indica una ma-
yor concentracion de solutos
en el citoplasma. Es probable
que la sintesis de nuevas pro-
teinas promovida por BAP
(Buchanan-Wollaston et al.,
2003) aumentara el conteni-
do de solutos intracelulares,
manteniendo la turgencia de
las células reflejada por el
Y, en las hojas con retraso
de senescencia o, alternativa-
mente, que la aplicacién de la
BAP haya permitido mantener
mayor tiempo la integridad
del plasmalema y de esta for-
ma evitar la salida de iones

por efecto de la senescencia.
El efecto de la BAP en la
reduccién de la pérdida de
electrolitos fue demostrada en
hojas de trigo incubadas en
la oscuridad (Zavaleta-Man-
cera et al., 2007). Plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum)
transformadas con el gen ipt
y sometidas a estrés con sales
presentaron concentraciones
altas de citocininas que pro-
movieron la acumulacién de
prolina, otros aminodacidos y
azucares solubles, confirien-
do tolerancia a las plantas
transformadas (Thomas et al.,
1995). Mecanismos similares
pudieran estar regulando la
concentracién de solutos en
las hojas con retraso de se-
nescencia.

Con respecto al ‘¥, las ho-
jas tratadas con BAP man-
tuvieron valores significa-
tivamente mayores que las
hojas del tratamiento testigo
entre 31 y 41 DDS, periodo
en el que el testigo redujo su
P, hasta en 68%. Un estu-
dio previo en trigo demostré
que la BAP redujo la pérdida
de iones, evidencia indirec-
ta de la integridad de mem-
branas (Zavaleta-Mancera et
al., 2007). Se propone que la
BAP mantuvo la integridad
de la membrana a través de
un efecto protector contra
la degradacién de proteinas
integrales que mantienen la
permeabilidad y ayudan a
mantener la turgencia de la
célula. Existen pocos estu-
dios sobre el efecto de las
citocininas en el intercambio
de gases y relaciones hidri-
cas durante la senescencia,
y la mayoria de los traba-
jos se enfocan al estudio del
efecto de las citocininas en
la rehidratacién después de
un estrés hidrico (Rulcovd y
Pospisilovd, 2001). Las cito-
cininas promueven un aumen-
to en el ¥,, favoreciendo la
rapida recuperacioén del con-
tenido relativo de agua en la
planta, pero ain no se cono-
cen los mecanismos de accién
de estos procesos (Rulcovd y
Pospisilova, 2001), por lo que
se sugiere llevar a cabo estu-
dios sobre la interaccién del
ABA y BAP en las relacio-
nes hidricas e intercambio de
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gases durante la senescencia
y su retraso. En el presente
trabajo no se observaron va-
lores de ¥, (-0,6MPa) que
indicaran estrés hidrico, pero
la citocinina mantuvo la tur-
gencia de las células en con-
traste con el testigo.

Conclusiones

La citocinina 6-bencilami-
nopurina (BAP), al retrasar la
senescencia foliar en T aesti-
vum, evitd la degradacion de
clorofila y proteina soluble
total, y mantuvo valores sig-
nificativamente mds altos de
los potenciales de agua total,
osmdtico y de turgor en com-
paracién con el tratamiento
testigo, valores que fueron
similares al estado inicial
(pre-senescente). Se mantuvo
la actividad fotosintética de
la hoja. La BAP mantuvo la
apertura de los estomas y
como consecuencia la con-
ductancia estomatica, efecto
que se reflej6 también en el
mantenimiento de la tasa de
fijacién de CO,.
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