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HOJAS

por
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INTRODUCCION

Los estudios de los efectos hormonales sobre el envejc:cimie:}tc;
parten del descubrimiento por Rrcamop y Laxg (1957) de que la cinetina
retrasa la pérdida de clorofila y proteinas que acompafa al envejeci-
miento de cortes de hojas. in general todas las citocininas tienen efectos
retardantes sobre el envejecimiento.

Las giberelinas también retrasan el envejecimiento en ciertos casos
{FLETCHER y OSBORNE, 1963 ; BrEvErs, 1966; Back vy Ricumonp, 1969;
Bara y NEskovic, 1974).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron, por
una parte, que la estabilidad de las clorofilas en cortes de hojas de
«cebada, era menor al ir aumentando el desorrollo de la planta, y, por
otra parte, que la cinetina apenas tenia efecto sobre la estabilidad de
clorofilas de aciculas de cedro, y que esta estabilidad era menor en
aciculas cortadas en invierno que en aciculas de verano., Todos estos
rdatos nos llevaron a realizar una serie de pruebas sobre la presencia

de sustancias naturales en cebada y cedro que pudieran afectar la esta-
bilidad de clorofilas. ' )
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MATERIALES Y METODOS

Las plantas de cebada (Hordewm wvulgare) se crecian en «Perlitan
con medio Cron (Bowp, 1951) durante distintos tiempos, segun se indica
mas adelante. Las semillas de cebada utilizadas en la siembra procedian
de in cosecha de 1974, de Mozonzillo (Segovia).

L.as aciculas de cedro (Cedrus atlantica) se tomaron de las existentes.
en la Ciudad Universitaria de Madrid, hacia finales de diciembre de 1974.

Los extractos de las sustancias fendlicas, previa hidréiisis dcidas, se
realizaron segin Hareone {1978 a) v en los extratos metandlicos con una
variedad mayor de posibles sustancias como: isoprénicas v heterocicli-
cas, también segun Harsowe (1973 b). Al final, las preparaciones de ex-
tratos acidos, quedan como un residuo solido que suspendido en agua.
ne altera su pH neutro. Los extratos metandlicos, quedan finaimente
en agua pH 7.

Las incubaciones para ensayos de degradacion de clorofilas, se ha-
cian en la oscuridad a2 37° C con 0,6 g. de cortes de hojas de cebada, de
aproximadamente 1 = 1 c¢m., en placas Petri que contienen 20 ml. de
volumen final de agua v en casos con cantidad de extractos o cinetina,
segun se indican en Resultades. A tlempos determinados se extraen
las clorofilas con acetona al 80 por 100 y se miden espectrofotométri-
camente (Harpone 1973 c).

La cinetina utilizada procedia de la casa Sigma. Kl resto de los pro-
ductos utilizados eran comerciales ¥ quimicamente puros.

REsuLraDOSs

En la figura 1 se representa el efecto de los extractos de cebada
erecida durante cuatro semanas sobre la estabilidad de las clorofilas a v
b, de cortes de hojas de cebada, crecida durante dos semanas. Se
incluye también en dicha figura €] efecto de la cinetina comercial so-
bre la cstabilidad de las clorofilas. Como puede observarse, los extrac-
tos procedentes de hidrdlisis Acida. no afectan apreciablemente la es-
tabilidad de las clorefilas a o b. Iin cambio, se encuentra una gram
proteccien de las clorofilas por los extractos metandlicos, sin que haya
una diferencia apreciable entre proteccién a clorofila a y proteccion a
clorofila h. Esta proteccién es incluso mucho més acusada que la pro-
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Fig. Y.—Efecio de la cinetina y de los ex-
tractos de cebada sobre la estabilidad de lgs
clorofilus de cebads. Los cortes de hojas de
cebada donde se estudia la estabilidad de las
clorofilas, proceden de cebada crecida duran-
te dos semanas. Los extractos se hacen de
hojas de cebada crecida durante cuatro se-
t:'nnnas. tal como sc indica en «Materiales v
Métodoss, En las incubaciones, la cinetina se
wsa 2 una concentracion final de 30 pg. /ml.,
los extractos &cidos a 0.5 mg./mly de los
extractos metandlicos, se usan 4 ml de la
fracctdn acuosa final en Jos 20 mi, de incu-
bacién, Para hojas mantenidas en agua:
O clorofila a. (O clorofila b; para hojas man-
tenidas en extracto dcido: |§7; clorofila a, ©
clorofila b; para hojas en extracto metandli-
co: @ clorofila a, @ clorofila b; para hojas
e cinetina: V clorofila a, A clorofila b.
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teccion por cinetina, la cual se usa a una concentracidn saturante para
su efecto protector sobre clorofilas.

En la figura 2 se representa el clecto de los extratos de acicula de
cedro sobre la estabilidad de clorofilas de cortes de hojas de cebada
crecida durante nueve dias. Como puede apreciarse, en las primeras
sesenta y dos horas, el efecto protecter de log extratos metandlicos
sobre la estabilidad de clorofiias, es absolute, no disminuyendo apre-
ciablemente la cantidad de clorofila total, Resulta sorprendente la pe-
quefia, pero sensible subida en la cantidad de clorofila b, compensada
por la disminucién de clorefila a.
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Fig. 2—Efectos de los extractes de cedro

sobre g estabilidad de clorofilas de cebada.

I.os detalles experimentales v signos son como

en la figura 1, excepto gue se usan extractos

de aciculas de cedro en lugar de los de ho-

jas de cebada, y los cortes de hojas de ce-

bada para las incubaciones proceden de cebada
crecida durante nueve dias.

LLos extractos procedentes de la hidrélisis acida muestran, en cam-
bio, un efecto claro de aceleracion de la pérdida de clorofilas, tanto
de 2 como de b, cuando se comparen con la pérdida por cortes de ho-
jas mantenidas en agua,



EXTRACTOS DE «HORDEUM VULGARE® Y «CEDRUS ATLANTICA® 23

Discusion

l.os resuhados gue se presentan, demuestran la existenciz en ce-
bada de sustancias con un fuertc efecto protector sobre la estabilidad
de clorofilas. Por su exttraccion metanolica y fraccionamiento poste-
terior con éter etilico, resulta probable que se trate de giberelinas o
compuestos heterociclicos con actividad citocinina; su presencia en
cebada crecida durante cuatro semanas, en las que las clorofilas son
muy poco estables, apunta a un enmascaramiento in vizo de su activi-
dad por otras sustancias aun no detectadas.

La presencia de sustancias en aciculas de cedro que aceleran In pér-
dida de clorofilas, es, en cambio, bastante evidente, asi como su pro-
bable naturaleza fendlica. l.a casi nula respuesta de aciculas de cedro
a cinetina en el ensayo de estabilidad de clorofilas puede ser debida a
la presencia de estas sustancias que aceleran dicha périda de cloro-
filas. ‘

l.os extractos metandlicos de cedro, en principio pueden contener
como los de cebada, giberelinas o compuestos heterociclicos, su efec-
to protector del envejecimiento es palpable, v teniendo en cuenta que
los ensayos se realizan en la oscuridad, parece ldgico suponer que el
aumento que provocan en la cantidad de clorofila b, es debido a su for-
macién a partir de clorofla a por accién del enzima clorofila desghi-
drogenasa.

Resulta relevante la presencia de sustancias fenolicas en cedro que
acelerun un proceso de envejecimiento, como es ia pérdida de clorofilas.

Los componentes fendlicos son conocidos inhibidores de distintos
procesos en las plantas (Satissury & Ross, 1969).; Vierrez & Baries-
TER, 1972), su posible papel en el envejecimiento, resultaria de la iden-
tificacién de los componentes activos y su evolucion a lo largo del des-
arrollo de la planta Este dltimo t{rabajo, ast como la identificacion
.de las sustancias protectoras se realiza actualmente en nuestro laho-
ratorio.
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Resumen

El envejecimiento, medido como pérduda de ciorofilas a y b por cor-
tes de hojas de cebada, se retrasa fuertemente por extractos metandli-
cos de cortes de hojas de cebada y aciculas de cedro fraccionados con
éter eniico. En cambio, los extractos de componentes fendlicos de acl-
culas de cedro, determinan una aceleracion del envejecimiento.

In la proteccion por extractos metanolicos de cedro, se detecta
una conversion de clorofila a en ¢lorofila b.

Los resultados se discuten en funcién de la baja estabilidad de clo-
rofilas en hojas de cchada y aciculas de cedro en determinadas etiapas
del desarroilo.
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