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Resumen

La senescencia provoca un declive de los procesmsohales
en un vegetal. Por ello, es necesario estudiar @steproceso afecta
a las concentraciones de los componentes de umdapl@€omo
material vegetal se utilizAsparagus officinalisy se realizaron
extracciones y cuantificaciones de clorofilas, arés y proteinas,
tanto en parte basal como apical de la plantagizsarvar las posibles
variaciones en las concentraciones de estos cotogusgun el grado
de senectud de la planta. Se vio que en la paitalapabia mas
concentracion de clorofilas con lo que se relacioad una menor
senescencia. Por tanto, se puede afirmar que laestracion de
proteinas y azlcares reductores va a variar arfo lde la vida de
Asparagus officinalis produciéndose una disminuciébn en las
concentraciones conforme aumenta el proceso decanza.

Introduccion

El esparragoAsparagus officinalid..), cereal perenne, es una buena fuente de
minerales esenciales, vitaminas, aminoacidos gdikin embargo, su valor nutricional
se ve afectado por factores ambientales, especitditemperatura y la luz[1].

La senescencia se define cominmente como unadeecambios degenerativos
que conducen a la muerte[2]. Se trata de un pragesético conducido y programado.

Investigaciones recientes, han identificado el pap® los azlcares en la
senescencia. Segun, Genix et al. (1990), la pédkdazlcares puede jugar un papel en
la senescencia del esparrago tras la escisiorratel. b

Aunque los sintomas de la senescencia se han abuditensivamente, los
procesos implicados no se conocen bien. La carstiter mas visible de la senescencia
de las hojas es el cambio del color verde al alnarirojo. Estos cambios de color se
deben a que la clorofila degrada mas rapidamergelapi carotenoides. Por tanto, la
disminucioén de clorofilas es un indicativo de sepesia[3].

Por otro lado, la acumulacién y/o agotamiento de gooductos finales de la
fotosintesis (por ejemplo, hidratos de carbonohié@mesta asociada con la senescencia
en las hojas[4].

El esparrago es un alimento de consumo habitelatjge suponemos que su
sabor y valor nutritivo estan determinados por tasicentraciones de azucares
reductores y proteinas. En nuestro estudio, intem@s demostrar que estas
concentraciones se veran afectadas por el fenérdensenescencia. Para lo cual,
realizaremos la extraccion y cuantificacion de ar€g reductores y de proteinas en dos
tejidos con diferente grado de senescencia, cicat# a través de la concentracion de
clorofilas. Otros autores también se han centradeseudios como estos, demostrado la
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existencia de una relacién entre clorofilas y seseda, utilizando como material
vegetal el maiz[5].

Materiales y métodos

Extracciéon vy cuantificacion de clorofilas

Debemos comenzar midiendo la senescencia de algamera, y para ello
utilizamos la concentracion de clorofilas, basamdomn que a mas cantidad de
clorofilas, menos senescente estara el tejido.

Partimos de segmentos apicales y basales liafdzaue seran nuestro material
vegetal.

Haremos medidas de clorofilas en los segmentaslapibasal, y cada uno por
duplicado. Para ello utilizaremos 10mg de materegetal y 1'5ml de acetona al 80%,
centrifugamos a 12.225 rpm durante 5 minutos. Exrtes el sobrenadante que
guardaremos y al resto se le repite la operacidtasaveces como sea necesario hasta
obtener urpelletblanquecinol6].

A los sobrenadantes se les medira la absorban&&3am y a 646nm. El
procedimiento se realiz6 como se muestra en la tabl

Tabla 1: Extractos y absorbancias.
Zona  Peso (mg)2Extraccion 22Extraccion 32Extraccion Abs. 663 Abs. 646

(ml) (ml) (ml)
Apical 1 10.8 15 15 13 0.095 0.064
Apical 2 10.4 15 1.3 1.3 0.094 0.064
Basal 1 10.7 1.5 1.3 1.3 0.058 0.040
Basal 2 10.6 2 1.3 1.3 0.051 0.036

Extraccion y cuantificacion de azucares

Para la extraccion de azUcares se realiza el mlotpor duplicado, para ello, se
pesan 20 mg de la zona apical y de la zona bakabkparrago, previamente liofilizado.
Cada ependorf con la muestra se lava con unosd& mietanol al 80% y se introducen
en 4 tubos distintos de vidrio, llevdndose a dalemlurante 2 minutos a 80°C.
Transcurrido este tiempo se agita y se filtra étaeto utilizando unas jeringuillas y
lana de vidrio. A continuacién, en otros tubos ki@, se preparan diluciones 1:1 en el
caso de la zona apical y 1:2, en el caso de la basal, es decir, se aflade 1 ml de
metanol al 80% y 1 ml de la muestra (en el casia @ena apical) y 2 ml de metanol al
80% y 1 ml de muestra (en el caso de la zona ba&afjuidamente, en otros tubos
afladir 2 ml de tampon borato a pH 9, 1 ml de 2adaptamida (compuesto que se une
al azucar y cuyo espectro de absorbancia es eh tiezIUV) y 1 ml de la muestra
diluida en metanol. Se preparan también 2 blane®s ligven Unicamente 1 ml de
metanol al 80%, 1 ml de 2-cianoacetamida y 2 nthdgon borato a pH 9. Calentar en
agua hirviendo durante 5 minutos y transcurridotiesepo, inmediatamente, enfriar los
tubos con agua corriente. Por ultimo, medir lapdi@ncias de los 4 tubos. Se muestran
los datos obtenidos en la tabla 2.

Tabla 2: Absorbancias por zona.
Zona Peso (mg) Abs. (276 nm)
Apical 1 20.2 0.757
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Apical 2 20.0 0.779
Basal 1 20.1 0.740
Basal 2 20.1 0.748

Para la cuantificacion de azucares, utilizamos ggaclmM o 1pmol/ml.
Colocar, en tubos de vidrio, 1 ml de las disoluempatrén (0-75Qmol/ml) preparadas
con agua destilada y glucosa. Afadir también 1mRdganoacetamida y 2 ml de
tampdn borato a pH 9. Preparamos 2 blancos quenllémicamente 1 ml de agua
destilada, 1 ml de 2-cianoacetamida y 2 ml de tamparato a pH 9. Por ultimo, se
miden las absorbancias.

Mediante la recta patron de la figura 1 se caléuiconcentracion.

Tabla 3: Patrones
Patrones de glucosa
Concentraciéon Absorbancia

0,1 0,143 .
0,2 0,281 0.9 1
0,3 0,411 0.8 1
0,4 0,54 e 7]
0,5 0,675 & 0.6
0,6 0,815 ~ 051
0,7 0,951 2 047

0,3 -

0,2

0,1

0 . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8
[glucosa]

Figura 1: Recta patron de glucc

Extraccién vy cuantificacion de proteinas

Antes que nada habremos de preparar nuestra dectaalibrado, donde
enfrentaremos concentracién de proteinas frentbsarlaancia a 595nm, ya que el
colorante utilizado es el reactivo de Bradford, guanirse a las proteinas vira de color
hacia el azul.

Para ello partimos de una disolucion inicial de B&dbumina del suero
bovino) de concentracidon 20mg/l, o lo que es lomois2Qug/ml. Y realizamos
disoluciones a 10, a 8, a 6, a 4, a 2, y@g/rhl. Los datos se muestran en la tabla 4, y se
representan en la figura 2.
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Tabla 4: Patrones Patrones de BSA
Concentraciéon Absorbancia
1 0,028 0,14
2 0,029 012 |
4 0,054
6 0,093 0,11 °
€
8 0,102 5 0,08
10 0,132 2
£ 0,06 -
<
0,04 -
()
0,02 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12
[BSA]

Figura 2: Recta patron de B

Para extraer las proteinas de nuestros tejidospigrago usamos los restos que
nos quedaron tras extraerles las clorofilas (mcalifo de King et al., 1988). Con 9 ml
de NaOH afiadidos, llevamos al bafio 10 minutos.eRosnente centrifugamos 5
minutos y recuperamos el sobrenadante.

La porcion apical se diluyé 30 veces, mientras lguporcion basal 10 veces.
1ml de muestra se mezclé con 1ml de reactivo ddf@méy se midio la absorbancia a
595nm, obteniéndose los resultados que se muestriantabla 5.

Tabla 5: Absorbancia por réplica

| Réplica 1 Réplica 2
Porcién apical 0.089 0.129
Porcion basal 0.142 0.136

Resultados

A partir de las absorbancias medias en las zonesl gpbasal obtenemos la
concentracion de clorofilas en las mismas, segifolanulas:
[clorofila a] = (12.21)Abs663 — (2.81)Abs646
[clorofila b] = (20.13)Abs646 — (5.03)Abs663([7]

De esta forma sacamos la tabla 6 que resumeagemivaciones de clorofilas
segun la porcion utilizada:

Tabla 6: Concentraciones de clorofila.
| Cloroflaa  Clorofila b

Segmento apica 0.974 0.813
Segmento basa 0.559 0.491
Podemos concluir entonces que la parte basal géirago es mas senescente que la
parte apical.
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Promediamos las réplicas; y obtenemos la cantidadaziicares, segun el
segmento, multiplicando por su factor de diluciémpor el volumen usado para su
extraccion. Se obtienen los datos de la tabla 7.
Abs= (1.351 x C) + 0.0055

Tabla 7: Resumen de los azlcares en las muestras.

Zona | Abs.| Concentracig€oncentracionPromedia Factor | Volumen| Total azlcar
(wmoles/ml) (mg/ml) de (ml) (mg)
dilucion
Apical| 0.757 0.518 0.093 0.0945 2 6 1.134
Apical| 0.779 0.534 0.096
Basal| 0.740Q 0.506 0.091 0.0915 3 6 1.647
Basal| 0.748 0.512 0.092

Obtenemos un total de 1.134 mg de azlcar/g pesoesela porcion apical y 1.647 mg
de azucar/g peso seco en la porcién basal.

Promediamos las réplicas; y obtenemos la cantidgarateina que habia, seguin
el segmento, multiplicando por su factor de dilacyopor el volumen de NaOH usado
para su extraccion. Obtenemos los datos de la&abla
Abs= (0'0128 x C) + 0.0055

Tabla 8: Resumen de las proteinas en las muestras.

Zona Abs. ConcentracigrPromediq Factor de| Volumen | Cantidad de
(ng/ml) dilucion | NaOH (ml) | proteina (mg)
Apical 1 0.089 6'5 8 30 9 2'160
Apical 2 0.129 9'5
Basal 1 0.142 10'7 1045 10 9 0’9405
Basal 2 0.136 102

Si estas cantidades de proteina que hemos caicldadreferimos al peso de
esparrago seco que se utilizo para su obtenciddremos, entonces, los miligramos de
proteina por cada gramo de peso de vegetal seco.

Obtenemos un total de 0’204 mg de proteina/g peso en la porcion apical y
0’088 mg de proteina/g peso seco en la porcion.basa

Conclusiones

De los datos se desprende que la zona apical essrsenescente que la basal.
En el caso de las proteinas se puede observar ennted zona menos senescente hay
una mayor concentracion de éstas. Sin embargd, @se de los azlcares, en la zona
basal que era mas senescente, hemos obtenido yonacoacentracién de estos. Estos
datos nos llevan a pensar que con la senescemciaprcentracion de proteinas
disminuye pero la de azucares aumenta. Con lo q@lemos concluir que la
senescencia afecta a dichas concentraciones.

Estas evidencias estan en desacuerdo con otragfddsjudiaron un aumento de
la senescencia relacionada con la disminucion slgptoductos de la fotosintesis. En
nuestro caso observamos un aumento en los azulcares.
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Como se menciond en la introduccion, la concerdrade carbohidratos en las
hojas disminuyen con un aumento en la desfoliag@plantas de maiz, y por tanto, con
un aumento en el proceso de senescencia, al gorgue los datos obtenidos de nuestra
experiencia.

Este hecho tiene importancia a la hora de |lagtgdaones de esta planta, ya que,
el sabor del Asparagus officinalisva estar relacionado directamente con la
concentracion de azucares y proteinas. Debidooa gsimplaref\sparagus officinalis
que tengan un grado de senescencia elevado pmésentza menor concentracion de
proteinas, pero una mayor de azlcares.
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