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RESUMEN

Las citocininas disminuyen su concentracion durante la senescencia
foliar pero la aspersion de la citocinina bencilaminopurina (BAP)
retrasa este proceso, lo cual puede tener aplicaciones en el con-
trol de la senescencia de pastos forrajeros, ornamentales de fo-
llaje y hortalizas verdes. El objetivo del presente trabajo fue
investigar el efecto de la aplicacién de BAP en el metabolismo
primario durante la senescencia foliar de Triticum aestivum L.
cv. Temporalera mediante el estudio del contenido de pigmentos
fotosintéticos, proteinas solubles, Rubisco, carbohidratos, activi-
dad enzimdtica de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y
fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), componentes impor-
tantes del metabolismo primario vegetal. Plantulas de 21 d des-
pués de la siembra (DDS) fueron asperjadas con BAP 0.1 mM o
agua (testigo). A los 41 DDS las hojas tratadas con BAP retrasa-
ron su senescencia, conservaron 60 % de su clorofila y 44 % de
sus proteinas solubles totales en particular de la Rubisco. En
contraste las hojas testigo perdieron 92 % de su clorofila y mas
del 90 % de proteinas, en el mismo periodo. La BAP promovié la
acumulacién de hexosas. El andlisis de los resultados indica que
la BAP puede aumentar la actividad de las enzimas PEPC y
PEPCK durante la senescencia y se discute la funcién de estas
enzimas para regular el pH y la translocacién de compuestos
nitrogenados durante el retraso de la senescencia foliar.

Palabras clave: Triticum aestivum L., Citocininas, hexosas,
fosfoenolpiruvato  carboxicinasa PEPCK, fosfoenolpiruvato
carboxilasa PEPC.

INTRODUCCION

urante la senescencia foliar, la asimilacion de
carbono se reemplaza por el catabolismo de
clorofila y macromoléculas como proteinas,

* Autor responsable < Author for correspondence.
Recibido: Abril, 2008. Aprobado: Febrero, 2009.
Publicado como ARTICULO en Agrociencia 43: 379-391. 2009.

379

ABSTRACT

Cytokinins reduce their concentration during leaf senescence;
but spraying of the cytokinin bencylaminopurine (BAP) delays
this process; this may have applications in the control of the
senescence pasture, ornamental foliage and green vegetables. The
objective of the present study was to investigate the effect of BAP
application on primary metabolism during the leaf senescence of
Triticum aestivum L. cv. Temporalera studying the photosynthetic
pigments content, soluble proteins, Rubisco, carbohydrates,
enzyme activity of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) and
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), major components
of plant primary metabolism. Seedlings 21 d after sowing (DAS)
were sprayed with 0.1 mM BAP or water (control). After 41
DAS the leaves treated with BAP delayed their senescence; they
retained 60 % of chlorophyll and 44 % of their initial total solu-
ble proteins, especially Rubisco. In contrast, control leaves,
senesced, loosing 92 % of chlorophyll and more than 90% of
proteins in the same period. The BAP promoted the accumulation
of hexoses. Results indicated that BAP can increase the activity
of PEPC and PEPCK enzymes during senescence. It is discussed
the function of these enzymes in the regulation of pH and the
translocation of nitrogen compounds during the delay of leaf
senescence.

L,
phosphoenolpyruvate carboxykinase PEPCK, phosphoenolpyruvate
carboxylase PEPC.
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INTRODUCTION

uring leaf senescence, the assimilation of
carbon is replaced by the catabolism of
chlorophyll and macromolecules like proteins,
membrane lipids and ARN; the material accumulated
is turned into exportable nutrients for the developing
organs (Lim et al., 2007). Part of the energy required
for the remobilization of the assimilates is obtained by



AGROCIENCIA, 16 de mayo - 30 de junio, 2009

lipidos de membranas y ARN; el material acumulado
se trasforma en nutrientes exportables para los 6rganos
en desarrollo (Lim et al., 2007). Parte de la energia
requerida para la removilizacion de los asimilados, se
obtiene por el aumento de la respiraciéon (Hopkins et
al., 2007). Se propone que los azicares y algunos re-
guladores de crecimiento inducen la senescencia (Jordi
et al., 2000; Pourtau et al., 2006). Durante la
senescencia los azicares tienen las siguientes funcio-
nes: intervienen en el control de la fotosintesis (Wingler
et al., 1998), son elementos importantes en las relacio-
nes fuente-demanda (Roitsch y Ehnea, 2000) e indu-
cen y regulan enzimas involucradas en la movilizacién
de nitrégeno (Masclaux et al., 2000). Algunas de las
enzimas del metabolismo de aminoicidos como la
glutamina sintetasa citosdlica y el glutamato
deshidrogenasa, intervienen en la senescencia
(Buchanan-Wollaston et al., 2005). Esas dos enzimas
participan en la conversién de aminoicidos en com-
puestos que puedan ser exportados de la hoja, como la
glutamina, principal aminodcido transportable durante
la senescencia natural (Feller y Fischer 1994). Otras
enzimas como la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC)
y la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) se han
estudiado poco durante la senescencia y mucho menos
en plantas C3. La importancia de estas enzimas duran-
te la senescencia es su intervencion en el metabolismo
de lipidos, de nitrégeno y en la regulaciéon del pH
(Buchanan-Wollaston et al., 2005; Chen et al., 2000;
Gregersen y Holm, 2007). Se menciona que las enzimas
PEPC y PEPCK mantienen el floema activo para faci-
litar la exportaciéon de los compuestos nitrogenados
generados durante la senescencia (Chen et al., 2000).
Ademas estas enzimas se encuentran en diferentes teji-
dos vegetales, especialmente en aquellos con un activo
metabolismo de nitrégeno (Walker ef al., 2001; Del-
gado-Alvarado et al., 2007).

Durante la senescencia disminuye la concentracion
de las citocininas, pero su aspersién o la sobre-expre-
sion del gen ipf, que codifica la enzima
isopenteniltransferasa ~ (IPT) de  Agrobacterium
tumefaciens, bajo control del promotor especifico de la
senescencia SAG 12 (Pg,g,-IPT), retrasan los cam-
bios catabdlicos de la senescencia foliar (McCabe et
al.,2001; Lim et al., 2007). A pesar del notable efec-
to que tienen las citocininas para retardar la senescencia
en plantas, el mecanismo de accién aun no es bien
entendido. Se propone que durante la senescencia, las
citocininas son percibidas por receptores asociados a
histidinas cinasas y que la sefial generada se traduce
por medio de una cascada de fosforilaciones que final-
mente estimulan genes blanco responsables del progra-
ma del retardo de la senescencia foliar, donde intervie-
nen principalmente tres modulos: los receptores histidina

380 VOLUMEN 43, NUMERO 4

a respiration increase (Hopkins et al., 2007). It is
proposed that sugars and some growth regulators indu-
ce senescence (Jordi et al., 2000; Pourtau et al.,
2006). During senescence, sugars have the following
functions: they take part in the control of photosynthesis
(Wingler et al., 1998), they are important elements in
the source-sink relationships (Roitsch and Ehnea, 2000)
and they induce and regulate the enzymes involved in
the mobilization of nitrogen (Masclaux et al., 2000).
Some of the enzymes of the amino acid metabolism
like cytosolic glutamine synthetase and glutamate
dehydrogenase take part in senescence (Buchanan-
Wollaston et al., 2005). These two enzymes participate
in the conversion of amino acids into compounds that
can be taken from the leaf; like glutamine, the main
amino acid that is transportable during natural
senescence (Feller and Fischer, 1994). Other enzymes
like the phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) and
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) have
been poorly studied during senescence, and much less
in C3 plants. The importance of these enzymes during
senescence is their participation in the metabolism of
lipids, of nitrogen and in the regulation of pH
(Buchanan-Wollaston et al., 2005; Chen et al., 2000;
Gregersen and Holm, 2007). Enzymes PEPC and
PEPCK keep phloem active to facilitate the export of
nitrogen compounds generated during senescence (Chen
et al., 2000). Also these enzymes are found in different
plant tissues, especially in those with an active
metabolism of nitrogen (Walker et al., 2001; Delga-
do-Alvarado et al., 2007).

During senescence the concentration of cytokinins
diminishes, but their spraying or the over-expression
of the ipt gene which encode the enzyme
isopentenyltransferase (IPT), under the control of the
specific promoter of senescence SAG 12 (Pgq,-IP7),
delay the catabolic changes of leaf senescence (McCabe
et al.,2001; Lim et al., 2007). Despite the outstanding
effect of cytokinins on delaying plant senescence, the
mechanism of action is not well understood yet. The
proposal is that during senescence cytokinins may be
perceived by receptors associated with histidine kinases
and the signal generated be translated through a cascade
of phosphorylations that finally stimulate target genes
that are responsible for the delay program of leaf
senescence where three major modules are involved:
the receptors histidine kinases (HK), phosphotransferase
proteins (HP) and the response regulators (RR) (Lim
et al., 2007).

In this respect, in Arabidopsis spp. the histidine
kinase 3 (AHK3), one of the three receptors of
cytokinins, has a major function in the control of leaf
longevity mediated by the specific phosphorylation of
the ARR2, a response regulator (Kim et al., 2006).
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cinasas (HK), las proteinas fosfotransferasas (HP) y
los reguladores de respuesta (RR) (Lim et al., 2007).
Al respecto, en Arabidopsis spp. uno de los tres recep-
tores de las citocininas, la histidina cinasa 3 (AHK3),
tiene una funcién primordial al controlar la longevidad
de la hoja mediada por la fosforilacion especifica del
regulador de respuesta ARR2 (Kim et al., 2006).

El uso de las citocininas para retrasar la senescencia
foliar tiene uso potencial para aumentar la productivi-
dad de cultivos, para prolongar el almacenamiento
postcosecha y aumentar la tolerancia al estrés (Lim et
al., 2007). En cereales puede ser usado en la manipu-
lacion de la movilizacién de nutrientes para mejorar el
rendimiento (Gregersen y Holm, 2007). Por tanto en
el presente trabajo se estudia el efecto de la aplicacién
de la citocinina BAP en el metabolismo primario de
trigo, durante el retraso de la senescencia foliar, con
énfasis en la acumulacién de azucares y la actividad de
PEPC y de PEPCK.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Un promedio de 50 semillas de trigo (Triticum aestivum L. cv.
Temporalera) se sembraron en charolas de plastico (33 X28 X 13cm),
con una mezcla de peat-moss y agrolita estéril (3/1; v/v). Las charolas
se distribuyeron en un disefio completamente aleatorio, con cuatro
repeticiones para cada experimento. Los experimentos se realizaron
en camaras de crecimiento de ambiente controlado del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, con las siguientes condiciones:
temperatura 23/19 °C (dia/noche), fotoperiodo de 13.5 h e intensidad
luminosa de 210 wmol m=2s~!. La fertilizacién fue con una solucion
completa de Steiner (1984) con KNO, como fuente de nitrégeno.

Retraso de la senescencia

Plantulas de 20-21 d después de la siembra (DDS) que mostra-
ron la segunda hoja madura (ldmina completamente expandida y con
ligula expuesta), se asperjaron (350 mL) con una solucién de 0.1 mM
de 6-bencilaminopurina (BAP; Sigma) con 0.02 % de dimetilsulféxido
(DMSO; Sigma) y 0.02 % de Tween 20 (Boehringer Mannheim
GmbH) (Martinez-Gutiérrez et al., 2008). Las plantulas testigo se
asperjaron con una solucién preparada como la solucion de BAP,
pero sin el regulador de crecimiento. Las aspersiones se realizaron a
las 11:00 h cada tercer dia por 21 d. Se tomaron 3 cm de la parte
media de la segunda hoja foliar, entre las 11:00 y 12:00 am. a los
21, 26, 31, 36 y 46 DDS y se determinaron las variables descritas a
continuacion.

Cuantificacién de pigmentos fotosintéticos

Para determinar clorofila a (Chl a), clorofila » (Chl b),
carotenoides y xantofilas (c+x), muestras de 150 mg de la parte

The use of cytokinins to delay senescence has
potentially uses: to increase crop productivity, to prolong
post-harvest storage, and to increase tolerance to stress
(Lim et al., 2007). In cereals cytokinins may be used in
the manipulation of nutrient mobilization to improve
yield (Gregersen and Holm, 2007). Therefore, the present
study is focused on the effect of cytokinin BAP, on
primary metabolism, during the delay of leaf senescence
of wheat, with an emphasis on the accumulation of sugars
and the activity of PEPC and PEPCK.

MATERIALS AND METHODS
Biological material

An average of 50 wheat (Triticum aestivum L. cv.Temporalera)
seeds were sown in plastic trays (33 X28 X 13cm), with a mixture of
peat-moss/sterile agrolite (3/1; v/v). Trays were placed following a
completely randomized design, with four repetitions for each
experiment. The experiments were conducted in growth chambers
of a controlled environment at the Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo: temperature 23/19 °C (day/night), photoperiod of 13.5 h
with a light intensity of 210 umol m~2 s~!. Fertilization was made
with a full Steiner solution (1984) with KNO, as a nitrogen source.

Senescence delay

Seedlings of 20-21 d after sowing (DAS) showing the second
mature leaf (fully extended blade with exposed ligulae) were sprayed
(350 mL) with a 0.1 mM solution of 6-bencilaminopurine (BAP;
Sigma), 0.02 % of dimethylsulphoxide (DMSO; Sigma) and 0.02 %
of Tween 20 (Boehringer Mannheim GmbH) (Martinez-Gutiérrez et
al., 2008). Control seedlings were sprayed with a prepared solution
like that of BAP, but without the growth regulator. Spraying was
carried out at 11:00 h every other d for 21 d. Three centimeters of
the middle part of the second leaf were taken between 11:00 and
12:00 am. at 21, 26, 31, 36 and 46 DAS and the variables described
below were determined.

Quantification of photosynthetic pigments

To determine chlorophyll a (Chl a), chlorophyll b (Chl b), and
carotenoids and xanthophylls (c+x), 150 mg of tissue from the middle
part of the leaf were ground in 3 mL of 80 % acetone at 4 °C; the
extract was centrifuged for 10 minutes at 840 g. The supernatant
was recovered and adjusted at 4 mL with 80% acetone. Determinations
were performed according with Lichtenthaler and Wellburn (1983)
and expressed in mg g~! fresh weight (FW).

Soluble proteins and content of the LSU
of Rubisco (EC 4. 1. 1. 39)

Samples of 250 mg of the middle part of the leaf were ground in
1 mL of 50 mM pH 7.5 sodium phosphate buffer containing 1 mM
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media de la hoja se maceraron en 3 mL de acetona 80 % a 4 °C; el
extracto se centrifugd 10 min a 840 g. El sobrenadante fue recupera-
do y ajustado a 4 mL con acetona 80 %. La concentracion de cada
pigmento se cuantificé con la formula de Lichtenthaler y Wellburn
(1983) y se expreso en mg g~! peso fresco (PF).

Proteinas solubles y contenido de la subunidad
grande de Rubisco (EC4. 1. 1. 39)

Muestras de 250 mg de la parte media de la hoja se maceraron
con 1 mL de amortiguador de fosfato de sodio 50 mM pH 7.5 que
incluyé 1 mM de DTT, 0.1 mM de EDTA y 12.5 % de glicerol. El
extracto se centrifugd 10 min a 15000 g a 4 °C y el sobrenadante se
usd para determinar proteinas solubles totales y para medir el conte-
nido de la subunidad grande de Rubisco (LSU). El contenido de
proteina total se determind en 5 mL de los extractos por el método
de Bradford (1976), usando albiimina de suero bovino como estandar.
El extracto de proteina se separé mediante un gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), de acuerdo con Makino
et al. (1986). También se corrié un extracto puro de Rubisco de
espinaca (R8000, Sigma) y un marcador de peso molecular conocido
de rango bajo (Bio-Rad). Las bandas de proteina de 55 kDa identifica-
das como LSU se evaluaron en unidades de densidad 6ptica (ODU
mm~?2), con el programa de anélisis Quantity One 42 (Bio Rad), para
comparar las intensidades relativas de las bandas entre tratamientos.

Cuantificacién de azicares solubles y almidén

Los aziicares se extrajeron con 4-6 incubaciones sucesivas de
10-min en etanol (80%, v/v, 70 °C) y se determinaron
enzimaticamente como describe Scholes et al. (1994). Los extractos
se evaporaron a 50 °C y se disolvieron en agua destilada. Glucosa,
fructosa y sacarosa se evaluaron después de la adicion secuencial de
hexocinasa, fosfoglucosa-isomerasa e invertasa. El tejido remanente
se homogenizé en ImL de agua destilada, permanecié 30 min en
autoclave y el contenido de almidén se determind en esta mezcla
incubando una alicuota de 100 4L con una solucion de enzimas
hidroliticas (100 4L de MES-KOH 500 mM, pH 4.5, 50 uL de
amiloglucosidasa 4 mg mL"!, y 50 4L de ¢-amilasa 90 mg mL~1!)
por 4.5 h a 37 °C y finalmente se determind como glucosa (Scholes
et al., 1994).

Actividad de fosfoenolpiruvato carboxicinasa
(PEPCK-ATP: EC 4. 1. 1. 49)

Muestras de 200 mg de hojas frescas se homogeneizaron en 0.5
mL de bicina-KOH 200 mM (pH 9.0) que contenia 50 mM de DTT
a4 °C. La actividad se midi6 de acuerdo a Delgado-Alvarado et al.
(2007). La mezcla de reaccion incluyé: 100 mM de Hepes-KOH
(pH 6.8), 100 mM de KCI1 (Merck), 0.1 mM de NADH (Sigma), 6
mM de MnCl, (Merck), 6 mM de PEP (Sigma), 1 mM de ADP
(Sigma), 90 mM de KHCO; (Sigma), 6 U mL~! de MDH (Sigma) y
30 uL de extracto enzimdtico. Una unidad de actividad de PEPCK
corresponde a la produccion de 1 gmol min~! de oxalacetato a 25 °C.
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DTT, 0.1 mM EDTA and 12.5 % glycerol. The extract was
centrifuged for 10 min at 15000 g at 4 °C, and the supernatant was
used to quantify total soluble proteins the Bradford method (Bradford,
1976), using as a standard bovine serum albumin (BSA). Proteins
were separated by electrophoresis using a polyacrylamide gel with
sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE), according to Makino et al.
(1986). A spinach Rubisco pure extract (R8000, Sigma) was run as
a reference, and a low molecular weight marker (Bio-Rad). The
bands of 55 kDa protein identified as LSU were evaluated in optical
density units (ODU mm~2), with the analysis program Quantity One
42 (Bio-Rad), to compare the relative intensity levels of the bands
among treatments.

Quantification of soluble sugars and starch

Sugars were extracted with 4-6 successive incubations of10-min
in ethanol (80 %, v/v, 70 °C) and they were quantified by an
enzymatic assay, as described by Scholes et al. (1994). The extracts
were evaporated at 50 °C and dissolved in distilled water. Glucose,
fructose and sucrose were assayed after the sequential addition of
hexokinase, phosphoglucose-isomerase and invertase. The remaining
tissue was homogenized in 1 mL of distilled water; it was
autoclavedfor 30 min. and the starch content was measured in this
mixture by incubating 100 uL aliquots of a buffered solution of
hydrolytic enzymes (100 4L of 500 mM MES-KOH, pH 4.5, 50 uL
4 mg mL~!amyloglucosidase, and 50 4L of 90 mg mL~! a-amylase)
for 4.5 h at 37 °C and finally it was measured as glucose (Scholes et
al., 1994).

Phosphoenolpyruvate carboxykinase activity
(PEPCK-ATP: EC 4. 1. 1. 49)

Samples of 200 mg of fresh leaves were homogenized in 0.5 mL
of 200 mM bicine-KOH (pH 9.0) containing 50 mM DTT at 4 °C.
The activity was assayed as described by Delgado-Alvarado et al.
(2007). The assay mixture included: 100 mM Hepes-KOH (pH 6.8),
100 mM KCIl (Merck), 0.1 mM NADH (Sigma), 6 mM MnCl,
(Merck), 6 mM PEP (Sigma), 1 mM ADP (Sigma), 90 mM KHCO,
(Sigma), 6 U mL~! MDH (Sigma) and 30 L enzyme extract. One
unit of PEPCK activity corresponds to the production of 1 xmol
min~! of oxalacetate at 25 °C.

Phosphoenolpyruvate carboxylase activity
(PEPC: EC 4. 1. 1. 31)

The analysis of PEPC activity was tested with the method
proposed by Aguilar-Becerril and Pefia-Valdivia (2006). The
composition of the assay solution (components/solution/formula) and
the order of its addition was : 975 uL of buffer solution (100 mM
Tris-HCI, pH 8.0), 20 mM MgCl, (Merck), 5 mM NaHCO, (Baker),
5 U mL-! MDH (Sigma), 0.5 mM NADH (Sigma), 3 mM PEP
(Sigma) and 30 uL of crude extract. One unit of enzyme activity was
defined as the amount of enzyme that transform 1 gmol min~! of
phosphoenolpyruvate.
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Actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC: EC 4. 1.1.31)

El andlisis de la actividad de PEPC se realizé con el método
propuesto por Aguilar-Becerril y Pefia-Valdivia (2006). La compo-
sicion del medio de reaccién y el orden en que se agregaron fue:
975 uL de la solucién amortiguadora (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0),
20 mM de MgCl, (Merck), 5 mM de NaHCO, (Baker), 5 U mL"!
de MDH (Sigma), 0.5 mM de NADH (Sigma), 3 mM de PEP (Sigma)
y 30 uL de extracto crudo. Una unidad de actividad enzimatica se
defini6 como la cantidad de enzima capaz de transformar 1 gmol
min~! de fosfoenolpiruvato.

Liberacion de electrolitos

La integridad relativa de la membrana plasmética se determind
indirectamente mediante la liberacion de electrolitos con una adap-
tacién de los métodos descritos por Prasil y Zameenyik (1998) y
Sanchez-Urdaneta et al. (2004). Se midi6 la conductividad eléctrica
(uS cm~1) con un conductimetro (Horiba b-173, Kyoto, Japén). Los
resultados se expresaron en valores relativos (%).

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza con los datos y las medias se
compararon con la prueba de Tukey (p=<0.05) usando el paquete
estadistico STATGRAPHICS Plus 4.

RESULTADOS Y DISCUSION

La degradacién de proteinas fue significativa a los
26 DDS, por el contrario, el tratamiento con BAP re-
tras6 la degradacion de proteinas solubles (Figura 1 A
y B). Resultados similares fueron obtenidos con plan-
tas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) transformadas
con el gen ipt que codifica la enzima isopenteniltrans-
ferasa (IPT), bajo control del promotor de un gen es-
pecifico de la senescencia, SAG 12 (Jordi et al., 2000).
Ademds, BAP indujo la acumulacién de glucosa y
fructosa a los 31 y 36 DDS (Figura 3 A y B). La acu-
mulacion de estos carbohidratos podria explicarse por la
influencia de citocininas en el mantenimiento de la fija-
cion de CO, durante la senescencia de hojas de trigo
(Wingler et al., 1998; Martinez- Gutiérrez et al., 2008).

Pigmentos fotosintéticos

Una de las evidencias mds notables del efecto be-
néfico de la aspersion de citocininas es el retraso del
amarillamiento de la ldmina en trigo. El tratamiento
con BAP permiti6 conservar del 60 % de la clorofila
total respecto al valor en las hojas presenescentes (21
DDS), mientras que el testigo conservd sélo 8 %
(Figura 1 A). Particularmente, en el testigo la cantidad

Release of electrolytes

The relative integrity of the plasma membrane was indirectly
determined through the quantification of released electrolytes,
modification of the methods described by Prasil and Zdmeényik (1998)
and Sanchez-Urdaneta ef al. (2004). Electric conductivity (uS cm™1)
was measured with a conductivity meter (Horiba b-173, Kyoto, Japan).
Results were expressed in relative values (%).

Statistical analysis

Analysis of data was made through an Analysis of Variance and
means were compared with Tukey test (p=<0.05) using the statistical
software STATGRAPHICS Plus 4.

RESULTS AND DISCUSSION

Protein degradation was significant at 26 DAS; in
contrast, the BAP treatment delayed the degradation of
soluble proteins (Figure 1 B). Similar results were
obtained in tobacco plants (Nicotiana tabacum L.)
transformed with the ipt gene encoding the enzyme
isopentenyltransferase (IPT), under the control of the
promoter of a specific gene of senescence, SAG 12
(Jordi et al., 2000). In addition, BAP induced the
accumulation of glucose and fructose at 31 and 36
DAS (Figure 3 A and B). The accumulation of these
carbohydrates could be explained by the effect of
cytokinins in the maintenance of CO, fixation during
wheat leaf senescence (Wingler et al., 1998; Martinez-
Gutiérrez et al., 2008).

Photosynthetic pigments

One of the strongest evidence of the useful effect
of cytokinin spraying is the delay of leaf yellowing.
The BAP treatment retained 60 % of total chlorophyll
in relation to the value of green presenescent leaves
(21 DAS), while the control preserved only 8 % (Fi-
gure 1 A). In the control, the amount of Chl a under
went a greater impact than that of Chl b since the Chl
a: Chl b ratio diminished from 3.7 to 1.3. In contrast,
the leaves treated with BAP upheld values between 3.0
and 3.7, that is, during the delay of pigment degradation
BAP maintained the proportion of Chl a and Chl b, a
similar performance to that exhibited by the green leaf
(Table 1).

In the present study it was found that BAP induced
the carotenoid-xanthophyll synthesis (c+x) during the
26 DAS; then the values were constant but significantly
higher than in the control (Table 1). A similar trend
was reported by Zavaleta-Mancera et al. (2007) in
fragments of wheat leaves incubated 6 d in BAP in the
dark. On the contrary, under greenhouse conditions
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de Chl a fue mas afectada que la de Chl b, debido a
que la razén Chl a: Chl b disminuy6 de 3.7 a 1.3, en
contraste, las hojas tratadas con BAP mantuvieron va-
lores entre 3.0 y 3.7, es decir durante el retraso de la
degradacién de pigmentos, BAP mantuvo la propor-
cién de chl a y chl b en forma similar que la hoja
verde (Cuadro 1).

En el presente estudio se encontré que BAP indujo
la sintesis de carotenoides+xantofilas (c+Xx) hasta los
26 DDS; luego los valores fueron constantes, pero sig-
nificativamente mas altos que en el testigo (Cuadro 1).
Una tendencia similar fue reportada por Zavaleta-Man-
cera et al. (2007) en fragmentos de hojas de trigo incu-
bados 6 d en BAP en oscuridad. Por el contrario, en
invernadero con iluminacién natural, los pigmentos
accesorios (x+c) aumentaron durante la senescencia
natural de trigo Martinez-Gutiérrez et al. (2008). En
esta misma especie, con altas intensidades de luz los
pigmentos accesorios aumentan su contenido Lu ef al.
(2001). Es probable que las citocininas incrementen la
sintesis de pigmentos accesorios para proteger a los
centros de reaccion de la luz y el oxigeno (Wingler et
al., 2004; VIekova et al., 2006).

Contenido de niveles de la subunidad
grande de Rubisco (LSU)

Las citocininas inducen la expresiéon de genes
fotosintéticos, promueven la sintesis de proteinas y
mantienen altos niveles de Rubisco durante la
senescencia foliar (Ookawa et al., 2004). En plantas
transgénicas Pg,5,,-IPT de tabaco (Nicotiana tabacum
L.), se demostr6 que los niveles de proteinas solubles
(30 %) se conservan mejor que los de Rubisco (15 %)
en las hojas senescentes (Jordi et al., 2000). En con-
traste, en el presente estudio las hojas de trigo (Triticum
aestivum L.) asperjadas con BAP conservaron un por-
centaje mayor de LSU de Rubisco (50 %) que de pro-
teinas solubles (44 %) a los 41 DDS respecto a los 21
DDS (Figura 1 B y Figura 2). Lo anterior evidencia
las diferencias en la degradacién de macromoléculas
entre especies y tratamientos. Al respecto, Buchanan-
Wollaston et al. (2005) documentan los resultados en
la expresion de genes y en las vias de sefializacién com-
parando la senescencia natural y la inducida con oscuri-
dad, resultados que mostraron no solo similitudes sino
también diferencias, e inclusive la presencia de vias di-
ferentes en procesos catabdlicos, particularmente en la
movilizacién de nitrégeno y de carbohidratos.

Azicares solubles y almidén

Los resultados de este trabajo indicaron aumento
en los contenidos de hexosas y sacarosa del d 21 al d
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Figura 1. Concentracion de A) clorofila total y B) proteinas solu-
bles durante la senescencia natural de la segunda hoja
de trigo, asperjada con BAP (0.1 mM) y solucion testi-
go (agua). Los datos son promedios *= E.S. (n=4);
medias con diferente letra en los dias después de la
siembra son diferentes (p=<0.05).

Figure 1. Concentration of A) total chlorophyll and B) soluble
proteins during senescence of the second wheat leaf,
sprayed with BAP (0.1 mM) and control solution
(water). Data are means = SE (n=4). Letters, in the
days after sowing (DAS) are different (p<0.05).

with natural light, the accessory pigments (c+x)
increased during wheat natural senescence (Martinez-
Gutiérrez et al., 2008). In this same species, with intense
light, accessory pigments increased their content (Lu
et al., 2001). Cytokinins are likely to increase the
synthesis of accessory pigments to protect the reaction
centers of light and oxygen (Wingler et al., 2004;
Vickova et al., 2006).
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Cuadro 1. Contenido de clorofila @ (Chl a), clorofila » (Chl b), carotenoides+ xantofilas (c+x) y la razéon Chl a:Chl b durante la
senescencia de la segunda hoja de trigo, asperjada con BAP (0.1 mM) y solucion testigo (agua) cada tercer dia a partir del

21 DDS.

Table 1. Content of chlorophyll a (Chl a), chlorophyll b (Chl b), carotenoids+ xanthophylls (c+x) and ratio Chl a:Chl » during the
senescence of the second wheat leaf sprayed with BAP (0.1 mM) and control solution (water) every other day as of 21 DAS.

Chl a Chl b c+x Razén

(mg g~'PF) (mg g~'PF) (mg g~ 'PF) Chl a:Chl b

DDS'
Testigo BAP Testigo BAP Testigo BAP Testigo BAP
21 0.87 = 0.0 ab 0.87 = 0.03 ab 0.23 = 0.01 ab 0.23 = 0.01 ab 0.34 £ 0.02ab  0.34 =0.02ab 3.7 3.7
26 0.73 £0.09bc  0.97 £ 0.09 a 0.28 = 0.06 abc  0.29 = 0.01 a 0.27 = 0.00b 0.42 £0.04 a 2.5 34
31 0.52 £0.06cd 0.76 = 0.10bcd  0.23 £ 0.03 ab 0.22 = 0.01 be 0.29 £ 0.02ab 0.33 £0.02ab 2.2 32
36 0.30 £ 0.12de  0.60 = 0.02abc  0.15 = 0.02 cd 0.19 = 0.00 ab 0.23 £ 0.02ab  0.30 = 0.02 ab 1.9 3.1
41 0.09 = 0.0l e 0.50 = 0.07 cd 0.06 = 0.02d 0.16 = 0.01 be 0.04 £ 0.02 ¢ 0.29 = 0.04 ab 1.3 3.0

" DDS: dias después de la siembra. Los datos son promedios = E.S., n=4; medias con diferente letra en los DDS son diferentes (p<0.05) O

DAS: days after sowing. Data are mean + E.S., n=4; mean values with a different letter in DAS are different (p<0.50).

36, pero después los azucares disminuyeron; sin em-
bargo, en el testigo los niveles se mantuvieron simila-
res hasta los 36 DDS (Figuras 3 A, B, C y D).

El testigo mantuvo similares concentraciones de al-
midén durante la senescencia (65.90 = 1.00 ymol glu-
cosa g~ ! PF), en contraste las hojas con BAP aumenta-
ron el contenido de almidén hasta el d 31 y luego
disminuy6. Se encontraron diferencias (p=<0.05) entre
las hojas con BAP y el testigo, a los 26 y 31 DDS
(Figura 3 D). En Nicotiana tabacum, Zea mays y
Arabidopsis, los azicares solubles aumentan durante
la senescencia natural (Wingler et al., 1998; Jongebloed
et al., 2004; Pourtau et al., 2006). Aln no es claro
qué origina la acumulacién de hexosas en hojas
senescentes a pesar de la disminucién de la actividad
fotosintesintetica (Wingler et al., 2006) y tampoco se
sabe en qué compartimentos celulares se acumulan las
hexosas (Pourtau et al., 2006). El aumento en hexosas
se atribuye al rompimiento de almidén o a la exporta-
cion preferencial de N, (Wingler er al.,1998). Otro
estudio menciona que el aumento de azucares en las
hojas senescentes se debe a la aparicién de tapones de
calosa en los tubos cribosos (Jongebloed ef al. (2004).

Otros autores sefialan que el incremento de los azi-
cares esté correlacionado con la degradacion de Rubisco,
debido a la expresion de la aminopeptidasa CND41
(Parrot et al., 2007). Los resultados del presente estu-
dio no indican una relacién entre la degradacién de
Rubisco y el aumento de aziicares en el testigo
(senescente). Los mayores niveles de azilicares se ob-
servaron a los 31 DDS, mientras que los niveles de
Rubisco disminuyeron significativamente 5 d antes
(26 DDS). En contraste, a los 36 DDS las hojas con
BAP acumularon azticares y la cantidad de Rubisco
disminuy6 significativamente (25 %) comparado con
las hojas presenescentes (21 DDS) (Figura 2 y Figu-
ras 3 A, B).

707 [ BAP

60 [ Testigo
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40 + ™

30
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dc
20 dc

LSU (ODU mm )
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Figura 2. Contenido de la subunidad grande (LSU) de Rubisco.
A) Perfil electroforético SDS-PAGE de proteinas de la
segunda hoja de trigo con BAP (B) y solucién testigo
(T), dias después de la siembra (DDS). B) Cuantificacion
del contenido de LSU por analisis densitométrico (ODU
mm~2). Los datos son promedios + E.S., n=4, medias
con diferente letra en los DDS son estadisticamente
diferentes (p=<0.05).

Figure 2. Content of the Rubisco large subunit (LSU). A)
Electrophoretic profile SDS-PAGE of proteins of the
second leaf of wheat with BAP (B) and control solution
(T), days after sowing (DAS). B) Quantification of
LSU content by densitometric analysis (ODU mm2).
Data are mean * E.S., n=4, mean values with a
different letter in DAS are statistically different
(p=<0.05).
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Figura 3. Concentracion de glucosa (A), fructosa (B), sacarosa (C) y almidén (D) durante la senescencia foliar de trigo, asperjada con
BAP (0.1 mM) y solucién testigo (agua). Los datos son promedios + E.S. (n = 4), medias con diferente letra en los dias son

diferentes (p=<0.05).

Figure 3. Concentration of glucose (A), fructose (B), sucrose (C) and starch (D) during wheat leaf senescence sprayed with BAP (0.1
mM) and control solution (water). Data are mean * E.S. (n=4), mean values with different letter in the days are different

(p=<0.05).

La aspersion externa de BAP promovié la acumu-
lacion de azicares Al respecto, Wingler et al. (1998) y
Jordi er al. (2000) sefalan que el incremento de los
azlcares se requiere para permitir el retraso de la
senescencia en plantas transgénicas de tabaco (PSAG12-
IPT). Se menciona que las citocininas regulan la ex-
presién de ciertos genes implicados en el reparto de
asimilados y en la regulacién de la fuente-demanda
como la expresion de la invertasa extracelular y de
trasportadores de hexosas, que aumentan la utilizacion
de los carbohidratos para impedir el inicio de los pro-
cesos catabdlicos (Balibrera-Lara ef al., 2004; Guivarc’h
et al., 2005)).
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Content of the levels of the Rubisco
large subunit (LSU)

Cytokinins induce the expression of photosynthetic
genes, promote the synthesis of proteins and keep high
levels of Rubisco during leaf senescence (Ookawa et
al., 2004). In transgenic plants Pg,,,-IPT of tobacco
(Nicotiana tabacum L.) it was shown that soluble
proteins (30 %) register better preservation levels than
those of Rubisco (15 %) in senescent leaves (Jordi et
al., 2000). In contrast, in the present study, the wheat
leaves (Triticum aestivum L.) sprayed with BAP
preserved a higher percentage of Rubisco LSU (50 %)
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Actividad de PEPCK y PEPC

En este trabajo se encontr6 actividad de PEPCK y
PEPC durante la senescencia de hojas de trigo, grami-
nea con metabolismo C,. Las hojas tratadas con BAP
tuvieron valores de actividad de PEPCK mayores
(p=0.05) que el testigo, siendo mas marcada entre los
36 y 41 DDS (Figura 4 A). Respecto a la actividad de
PEPC, a pesar de que tuvo una tendencia a disminuir
gradualmente, las hojas tratadas con BAP mantuvieron
valores mayores que el testigo (Figura 4 B).

Algunas de las funciones principales de PEPCK
estdn relacionadas con la descarboxilacion del
oxalacetato dentro de un subgrupo de las plantas C, y
su intervenciéon en la gluconeogénesis durante la
germinacion de semillas. Sin embargo, PEPCK se ha
localizado en diferentes tejidos de plantas, incluyendo
aquellas del subgrupo de las NADP-ME de las plantas
C,, frutos, tricomas, canales de resina, raices, semillas
en desarrollo, en haces vasculares y en hojas de plan-
tas C; como pepino (Cucumis sativus) y tabaco
(Nicotiana tabacum) (Walker et al., 2001; Leegood y
Walker, 2003). La PEPCK se encuentra presente en
hojas senescentes de pepino (Cucumis sativus) (C,),
distribuida principalmente en el floema y en los
tricomas. La asociacion de PEPCK a los haces
vasculares, en esta especie, sugiere que esta involucrada
en el trasporte de aminoacidos, regulacion del pH con
una funcién cataplérotica para regular la presencia de
oxalacetato en el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos
(TCA) durante la sintesis de aminoacidos (Chen et al.,
2000). Se propone que PEPCK, PEPC y el ciclo TCA,
estan involucrados en la sintesis de glutamina, princi-
pal aminoécido transportable en la senescencia foliar
natural (Buchanan-Wollaston et al., 2005). También
se sefiala que el reciclamiento de nitrogeno en las hojas
senescentes de trigo involucra un sistema coordinado
entre el citosol y peroxisomas, en donde intervienen
diferentes enzimas, entre ellas PEPC, isocitrato
deshidrogenasa, aconitato hidratasa y citrato sintetasa
(Gregersen y Holm, 2007). La PEPC estd presente
también en hojas de las plantas C; no senescentes y se
le atribuyen funciones anapleréticas, porque propor-
ciona los esqueletos carbonados para la biosintesis de
aminodacidos y regula el pH (Héusler et al., 2002). La
estrecha relaciéon de PEPC con el metabolismo de ni-
trogeno fue demostrada por Duff y Chollet (1995),
quienes observaron que la actividad de PEPC aumentd
en fragmentos de hojas de trigo incubados en NO; y
luz. Es probable que el tratamiento con BAP promue-
va la actividad de PEPCK y PEPC para regular el pH
debido a que las hojas disminuyen la translocacion de
compuestos nitrogenados (Jordi et al., 2000); pero re-
quieren mantener un pH 6ptimo en las células para las

than of soluble proteins (44 %) 41 DAS compared to
21 DAS (Figure 1 B and Figure 2). This evidences the
differences in the degradation of macromolecules
between species and treatments. In this respect,
Buchanan-Wollaston et al. (2005) document the results
on the gene expression and the signaling pathways
comparing natural senescence and the one induced with
darkness, all of which showed both similarities and
differences, including the presence of different channels
in catabolic processes, especially in the mobilization
of nitrogen and carbohydrates.

Soluble sugars and starch

The results of this study indicated an increase in
the content of hexoses (glucose and fructose) and sucrose
from d 21 to d 36, later sugars decreased; however, in
the control the levels were similar until 36 DAS (Figu-
res 3 A, B, C and D).

The control recorded similar concentrations of
starch during senescence (65.90 *+1.00 umol glucose
¢~! PF); in contrast leaves sprayed with BAP
registered a higher content of starch until d 31, and
then dropped. Differences were detected (p=<0.05)
between the leaves with BAP and the control, 26
and 31 DAS (Figure 3 D). In Nicotiana tabacum,
Zea mays and Arabidopsis, soluble sugars increased
during natural senescence (Wingler et al., 1998;
Jongebloed et al., 2004; Pourtau et al., 2006). It is
not yet clear what causes the accumulation of hexoses
in senescent leaves despite a visible fall of
photosynthetic activity (Wingler et al., 2006), nor
in which cellular compartments hexoses accumulate
(Pourtau et al., 2006). The increase of hexoses is
attributed to the breaking of starch or the preferential
export of N, (Wingler et al.,1998). According to
another study, the increase of sugars in senescent
leaves is due to the appearance of callose deposits in
the sieve tubes (Jongebloed et al., 2004).

Other authors point out that the sugar increase is
correlated to the degradation of Rubisco, resulting from
the expression of aminopeptidase CND41 (Parrot et
al., 2007). The data presented in this paper show no
relation between the degradation of Rubisco and the
sugar rise in the control (senescent). The highest levels
of sugars were observed 31 DAS, while the Rubisco
levels significantly dropped 5 d before (26 DAS). In
contrast, 36 DAS leaves sprayed with BAP accumulated
sugars and the amount of Rubisco substantially
diminished (25 %) compared to presenescent leaves
(21 DAS) (Figure 2 and Figures 3 A, B).

The BAP external spraying promoted the
accumulation of sugars. In this respect, Wingler ef al.
(1998) and Jordi et al. (2000) assert that an increment
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Figura 4. Actividad de PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxicinasa
(A) y PEPC, fosfoenolpiruvato carboxilasa (B) duran-
te la senescencia foliar de trigo, asperjada con BAP
(0.1 mM) y solucién testigo (agua). Los datos son pro-
medios = E.S. (n=4), medias con diferente letra en
los dias son diferentes (p<0.05).

Figure 4. Activity of PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase
(A) and PEPC, phosphoenolpyruvate carboxylase (B)
during wheat leaf senescence, sprayed with BAP (0.1
mM) and control solution (water). Data are mean *
E.S. (n=4), mean values with different letter in the
days are different (p<0.05).

reacciones bioquimicas y fisiologicas del metabolis-
mo.

Permeabilidad de la membrana
Durante la senescencia foliar, la membrana
plasmadtica y las membranas de otros organelos pier-

den su permeabilidad debido a las modificaciones
moleculares de la bicapa de lipidos, promovida inicialmente

388 VOLUMEN 43, NUMERO 4

of sugars is required to allow the delay of senescence
in transgenic tobacco plants (PSAGI12-IPT).
Cytokinins regulate the expression of certain genes
involved in the distribution of assimilates and in the
regulation of the source-sink, like the expression of
the extracellular invertase and hexose carriers that
increase the use of carbohydrates to impede the start
of catabolic processes (Balibrera-Lara et al., 2004;
Guivarc’h et al., 2005).

PEPCK and PEPC activity

Activity of PEPCK and PEPC was found during
the senescence of wheat leaves, gramineae with C,
metabolism. Leaves treated with BAP registered higher
PEPCK activity values (p=<0.05) than the control, being
even more accentuated between 36 and 41 DAS (Figu-
re 4A). As to PEPC activity, though it tended to diminish
gradually, the leaves treated with BAP kept higher
values of this activity than the control (Figure 4 B).

Some of the main functions of PEPCK are associated
with the decarboxylation of oxalacetate within a
subgroup of C, plants and its intervention in
gluconeogenesis during the germination of seeds.
However, PEPCK has been found in different plant
tissues including those of the NADP-ME subgroup of
the C, plants, fruits, trichomes, resin channels, roots,
developing seeds in vascular bundles and leaves of C,
plants like cucumber (Cucumis sativus) and tobacco
(Nicotiana tabacum) (Walker et al., 2001; Leegood
and Walker, 2003). The PEPCK is present in cucumber
senescent leaves (Cucumis sativus) (C,), distributed
mostly in the phloem and trichomes. The association
of PEPCK with vascular bundles in this species suggests
it participates in the transport of amino acids, the
regulation of pH with a cataplerotic function to regulate
the presence of oxalacetate in the cycle of tricarboxylic
acids (TCA) during amino acid synthesis (Chen et al.,
2000). The proposal is that PEPCK, PEPC and the
TCA cycle are involved in the glutamine synthesis, the
main transportable amino acid in natural leaf senescence
(Buchanan-Wollaston et al., 2005). It is also pointed
out that nitrogen recycling in wheat senescent leaves
involves a coordinated system between cytosol and
peroxisomes where different enzymes take part, among
them/including PEPC, isocitrate dehydrogenase,
aconitate hydratase and citrate synthetase (Gregersen
and Holm, 2007). The PEPC is also present in the non
senescent C, plant leaves and is thought to perform
anaplerotic functions because it provides carbon
skeletons for the biosynthesis of amino acids and
regulates pH (Hiusler et al., 2002). The close relation
of PEPC with nitrogen metabolism was proven by Duff
and Chollet (1995), who observed that PEPC activity
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por procesos oxidativos (Hopkins ef al., 2007). Pero,
las citocininas retrasan este proceso natural; al aumen-
tar de la actividad de enzimas antioxidantes catalasa y
ascorbato peroxidada, las membranas citoplasmatica y
del cloroplasto se protegen a del dafio oxidativo, evi-
denciado por la reduccién en la pérdida de electrolitos
y el mantenimiento de la estructura de las membranas
cloroplasticas (Zavaleta-Mancera et al., 2007). En el
reverdecimiento de Nicotiana rustica L, BAP promue-
ve el reensamblaje de las membranas tilacoidales en
cloroplastos envejecidos ¢ gerontoplastos (Zavaleta-
Mancera et al., 1999). Los resultados del presente es-
tudio indican que la liberacion de electrolitos (17 %) se
mantuvo sin cambios (p=<0.05) en las hojas con BAP y
en el testigo del d 21 al d 36 (Figura 5). Pero a los 41
DDS aument? la liberacién de electrolitos en el testigo
(32%), este valor indica dafio a la membrana
citoplasmatica (Figura 5). En segmentos de hojas de
Catharanthus roseus L. la liberacion de electrolitos se
mantuvo constante por 10 d, pero cuando fueron incu-
bados en BAP, ocurriendo cambios significativos solo
en los dltimos dias del tratamiento (Zhang et al., 2007).

CONCLUSIONES

La citocinina BAP, ademas de mantener por mas
tiempo las concentraciones de clorofila, proteinas so-
lubles totales y la Rubisco, puede modificar la activi-
dad enzimatica de PEPC y PEPCK, conservando un
alto contenido de azicares y reduciendo la pérdida de
electrolitos. El entendimiento del retraso de la
senescencia foliar puede proporcionar informacién para
implementar tecnologias en la manipulaciéon de la
senescencia de forrajes, hortalizas verdes y de orna-
mentales de follaje.
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senescenciafoliar de trigo, con BAP (0.1 mM) y solu-
cion testigo (agua). Los datos son promedios + E.S.
(n=4), medias con diferente letra en los dias son dife-
rentes (p<0.05).

Figure 5. Release of electrolytes (%) during wheat leaf senescence,
with BAP (0.1 mM) and control solution (water). Data
are mean = E.S. (n=4), mean values with different
letter in the days are different (p<0.05).

increased in fragments of wheat leaves incubated in
NO, and light. The BAP treatment is likely to promote
PEPCK and PEPC activity to regulate pH since leaves
reduce the translocation of nitrogen compounds (Jordi
et al., 2000); but they require to maintain an optimum
pH in cells for the biochemical and physiological
reactions of metabolism.

Membrane permeability

During leaf senescence, the plasma membrane and
the membranes of other organelles lose their
permeability due to molecular modifications of the lipid
bilayer, initially promoted by oxidative processes
(Hopkins et al., 2007).

But cytokinins delay this natural process. By
increasing the activity of the antioxidant enzymes
catalase and ascorbate peroxidase, cytoplasmatic and
chloroplast membranes protect themselves from the
oxidative damage, evidenced by the reduced loss of
electrolytes and the preservation of the chloroplast
membrane structure (Zavaleta-Mancera et al., 2007).
In the regreening process of Nicotiana rustica L, BAP
promotes the reassembly of tilacoidal membranes in
aged chloroplasts or gerontoplasts (Zavaleta-Mancera
et al., 1999). The data of the present study indicate
that the release of electrolytes (17%) remained
unchanged (p<0.05) in the leaves treated with BAP
and the control from d 21 to d 36 (Figure 5). But 41
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DAS the release of electrolytes rose in the control
(32%), a value that reveals there is damage in the
cytoplasmatic membrane (Figure 5). In segments of
leaves of Catharanthus roseus L. the release of
electrolytes remained constant for 10 d, but when they
were incubated in BAP, significant changes occurred
only in the last days of the treatment (Zhang et al.,
2007).

CONCLUSIONS

The cytokinin BAP keeps chlorophyll concentrations
longer, as well as total soluble proteins and Rubisco; it
can also modify the enzymatic activity of PEPC and
PEPCK, preserving a high content of sugars and
reducing the loss of electrolytes. Understanding the
delay of leaf senescence may lead to provide information
for the implementation of technologies to address the
senescence of fodder, green vegetables and ornamen-
tal foliage.
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