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RESUMEN

En este trabajo se estudlo cuahtauvamente la actividad enzimatica de la catalasa, la fosfatasa

acida, la fenol- ox:dasa Yy la succi deshxdrogenasa de la albura y del duramen de la madera de

Haematoxylum brasiletio Karst y Lysiloma tergemina Benth, en dos épocas del afio (lluvia y sequia).

También se estudié:la presencia;de acidos grasos, almidén, catequinas, celulosa, hemicelulosa,

leucocatequinas, lignin: l‘oteiﬁas pectinas, proteinas, polifenoles y taninos en ambas

regiones del xilem lbura la actividad de las enzimas catalasa, fenol-oxidasa y

succinato deshidrogena a pokca de lluvia y baja en la de sequia. La actividad de la

fosfatasa écidd'ﬁie Ba_]a‘ en: sequia n lluv:a no se detectd. No hubo actividad enzimatica en el

duramen. Los" i'esdltados indican - que; en ambas ‘épocas del afio, la cantidad de carbohidratos

estructurales’ (pectm em celulosas y celu]osa) y no estructurales (almidon), asi como lipidos

(tnghcerldos) y protemas es mayor en la parte externa de la albura y menor en el duramen y la
cantidad de extractxvos (hgmna polifenoles, catequinas, leucocatequinas y taninos) es mayor en el
duramen. ) -

La hiicroSccipia de luz reveld la presencia de proteinas intravacuolares en el parénquima
radial durante la época de sequia que podrian realizar funciones de almacenamiento. En secciones
transversales de 5-7 um de grosor, estas proteinas se observaron como cuerpos proteicos. Se
observaron diferencias en ambas épocas con respecto al contenido de proteinas en la albura de ramas
delgadas y gruesas. Para H. brasiletto el contenido de proteinas fue de 2.07-2.41 ug/mg en la época
de sequia y de 0.60-0.64 pg/mg en la época de lluvia. Para L. rergemina el contenido fue de 1.52 -
1.80 pug/mg para la época de sequia y de 0.38-0.40 ug/mg en época de lluvias. El analisis por
electroforesis- de los extractos de proteinas totales mostré la presencia de proteinas con masas
moleculares aproximadas de 129, 82 y 61 KDa en ambas especies, tanto en época de iluvia como en
la de sequia. Por otra parte, este andlisis reveld que existe un patrén diferencial de proteinas para
ambas especies, cuya presencia o ausencia depende de la época de crecimiento. Para H. brasiletto se
observaron proteinas de ~ 38 y 21 KDa en sequia. La presencia de estas dos proteinas disminuye
considerablemente en época de lluvia en la que se detecto otra banda de ~16 KDa. Para L. tergemina

se observd una proteina de ~34 KDa en época de sequia la cual desaparece en la época de lluvia.



1. INTRODUCCION

La albura es la porcidn recién formada del xilema secundario que se caracteriza por presentar
células especializadas para: conducir agua y minerales; células vivas de parénquima axial y radial
que almacenan materiales de reserva en forma de carbohidratos (como la sacarosa y el almidén),
lipidos y proteinas y células de sostén. Esta zona tiene una menor resistencia al ataque de patogenos
pues tiene un bajo contenido de extractivos' (taninos, polifenoles, etc.) (Roth, 1966; Panshin y De
Zeeuw, 1980; Bamber y Fukazawa, 1985). La cantidad de albura que un arbol puede formar varia en

funcién de la edad,~ la’ pendiente y el tipo de suelo; de la tasa de crecimiento (diametro),

dlsponlblhdad’ de a

‘en: el ‘subsuelo, el contenido de humedad, la masa foliar, la variacion

1”9)91: Hillis, 1977; Wilkes, 1991; Wilkins, 1991; Yang er al. 1994).

la porcién central del xilema secundario, con frecuencia es de un color mas

durabllldad

ademas; de contnbulr ‘con el soporte mecanico, también ejerce un control fisiologico al regular la

rlgldez al tallo (Stewart, 1966). Bamber y Fukazawa (1985) sefialan que el duramen,

cantidad de albura que se.forma de acuerdo al tipo de extractivos que se van a sintetizar.
omo I-lelxs (1968), Higuchi (1970) y Panshin y De Zeeuw (1980), sostienen que

Autoresv

puede existir uria :zonak de transicién o intermedia, que todavia cuenta con células de parénquima con
actividad bioq(xiniiéa. y fisiologica y se localiza entre albura y duramen. Esta es una regién de gran
actividad metabérlivca, pues enzimas como la catalasa, la fosfatasa acida, la fenol-oxidasa, la succinato
deshidrogenasa éhtre otras estan involucradas en la transformacién del material de reserva, el cual es
utilizado en la sintesis de los extractivos que formaran al duramen. El contenido de humedad de esta
zona es mayor que la del duramen y menor que la de la albura. La zona de transicion tiene un color
similar al del duramen.

El cambium vascular es el responsable de la formacion de los diferentes tipos celulares que
forman tanto a la albura como al duramen. Estos tipos celulares forman vasos, fibras y parénquima
axial y radial. Los vasos y las fibras viven unas cuantas semanas o meses y se especializan en la
conduccion y sostén respectivamente. Las células del parénquima axial pueden permanecer vivas por

varios afios y las del radial hasta que ocurre la transformacion de albura a duramen (Label et al.



2000). Las células del parénquima axial y radial tienen la capacidad de almacenar sustancias
organicas, como son carbohldratos no estructurales (glucosa, sacarosa, fructuosa y almidén), lipidos

y proteinas,.y sustanc as’ ‘'inorganicas como sales minerales y iones. Asimismo, estas células estan

mvolu:c»ra'da’s e
produ'c;'t'ds';‘de a fo QSihtesis (Sauter y Kloth, 1986; Hansen y Beck, 1990) y también se especializan

lasirutas  de traslocacion y distribucion (simplastica® y/o apoplastica®) de los

ados, el namero de anillos, la estacionalidad y la temperatura. Estudios realizados por
Fischer yth')]l"(1991, 1992), Sauter y van Cleve (1990, 1992), Harms y Sauter (1992), observaron

que la cbnéentracién del almidén y azicares solubles (sacarosa, fructosa, etc.) es baja en primavera-

verano: (epoca de lluvna) y elevada en otofio-invierno (época de sequia), mientras que la presencia de
grasas’ aumenta en verano y disminuye en otofio. La disminucién de estas sustancias de reserva
ocurre durantg la formacién y el crecimiento de todos los 6rganos, brotes, y también con un aumento
en la 'actiVidéd del cambium wvascular. La acumulacién de proteinas ocurre en otofio y

sxmultaneamente con la 'senescencia de la hoja (Kang y Titus 1980a, 1980b; Canut e¢f a/. 1985; Wu y

Hao 1991 Haob y Wu 1993). Este patron de almacenamiento se puede alterar por condiciones

adversas cuando hay ataque fungico, pérdida de hojas por algun mecanismo distinto a la senescencia,

dafio mecamco y.variaciones climaticas (Sauter y van Cleve, 1994).

Los. materiales de reserva como el almidén, los lipidos y las proteinas que usualmente se
almacenan en‘}"la albura, son transportados a través de las células del parénquima radial hacia el
duramen, princ‘ipalmente por la via apoplastica (Salisbury y Ross 1999; van Bel y Ehlers, 2000).
Estos materiales de reserva se mueven de acuerdo a la demanda de otros 6irganos en crecimiento tales
como ho_jas, tallos y raices. Hansen y Beck (1994), proponen que en la albura ocurre la conversion de

sacarosa en almidén y sugieren que esto sucede cuando la cantidad de sacarosa es mayor a las

' Los extractivos sc definen como lodns nqu-.llas moléculas producto del boli dario. También son id dos como ias de
d ho como i i resinas, gomas 6 Acidos grasos, elc (Stewart, 1966).
? Simplasto es la parte viva y forma una unidad, ya que los protoplastos de las células estin dos porlosy d (Salisbury y

Ross 1999).

* Apoplasto estd conformado por las paredes celulares y los espacios intercelulares. Se considera como la parte muerta porque no forma parte del
protoplasto (Lira, 1994; Salisbury y Ross 1999).

* La recresion es la eliminacién de sustancias que no intervienen en los procesos metabélicos de las plantas (Fahn, 1990).



necesidades de consumo, lo cual usualmente ocurre en la época de sequia, por otro lado parte de ese
almidoén se transforma en sacarosa cuando la temperatura disminuye durante el invierno.
En-el "pkroceso de transformacién de albura a dUramen la . sacarosa y el almidéon se pueden

hxdrollzar en: moleculas mas sencillas (maltosa. o: glucosa),y parte de estas moléculas se pueden

utlhzar para la wmtes:s de lipidos, flavonoides y estllbenos utilizando la via del malonil CoA, o bien

bmtetlzar terpenos a través del ciclo. del acido’ mevélomco (Higuchi, 1997). Parte de esas

se pueden

r snntenzar otros azucares de 3-7 carbonos

molécula den utlllzar como fuentes de. carb
- "las pentosas-fosfato, pwra la sintesis de acidos nucleicos y

aminoacidos,’ tras que el resto pueden erifra} la:via fdel shiquimato (Higuchi, 1997) para ser

transformado 1983) (Fig. 1). Este acido es un intermediario

v

n cic:!yo hidroxicinémico ('Néix;':y Shah

e metabohtos secundarios como Ia hgmna flavonoides, catequinas, leucacatequinas,
tanmos hldrohzables (Wardrop y Cronshaw 1962; Magel ez al. 1991, 1994).

La’ degfadacxon de los lipidos o triacilglicéridos de la albura conduce a la formacién de acidos

de la-sintesis:

pohfenoles

grasos 'y ghcerol mediante la accién de la lipasa y la fosfolipasa (Saranpidi y Nyberg, 1987a, 1987b;
Hillinger et al; 1996b). Estos acidos grasos pueden entrar a la via de la B-oxidacién donde se
produce Acetil-CoA, el que se convierte en succinato para luego transformarse en oxalacetato
(OAA) que posteriormente se transforma en fosfoenolpiruvato (PEP). Este ultimo se utiliza en dos
rutas metabdlicas diferentes: en la gluconeogénesis, cuyo producto final es la glucosa y en la via del
shiquimato (Figura 1), a partir de la cual se realiza la sintesis de algunos metabolitos secundarios
(Baqui er al. 1979; Higuchi, 1997).

El almacenamiento temporal del nitrégeno se realiza en forma de cuerpos proteicos
(Greenwood, 1986) y ocurre durante la senescencia de las hojas. Antes de que las hojas mueran, sus
proteinas son degradadas y los aminoacidos resultantes son transportados a través de la ruta
simplastica (Salisbury y Ross, 1999; Van Bel y Ehlers, 2000) hacia las células del parénquima del
floema secundario del tallo y finalmente hacia las del xilema secundario donde se realiza la sintesis
de novo, pero ahora como proteinas de almacenamiento que quedan depositadas en el parénquima
radial (Wetzel ez al. 1989b).

El: catabolismo de las proteinas de reserva es poco conocido, pero se sabe que algunas
endopeptidasas especificas inician la ruptura (Harris y Chrispeels, 1975; Kang y Titus, 1980c; Canut
et al. 1985) y los péptidos resultantes son hidrolizados como aminoacidos libres por la accién de
multiples exopeptidasas y/o endopeptidasas de menor especificidad. De este modo, las proteinas de

reserva suministran aminoacidos y/o fuentes de carbono que son utilizados durante el periodo de

-
S



crecimiento de los érganos nuevos (Kang y Titus, 1980a, 1980b; Viestra, 1993; van Cleve y Apel,

1993, Sauter, 2000). :
La albura.funciona entonces como un’ gran: organo de almacenamlento ‘de sustancias muy

formados durante la act1v1d metabolxca son atrapados por m leculas como la lignina, los lipidos y

otros extractivos queApueden emplearse para que las moléculas que ‘son fuente de carbono sean

transformadas también en extractwos. En este tenor, Schultz y Nicolas (2000) han propuesto que los
extractivos ya forméc‘lﬁdsk*“adébmés de poseer actividad fungicida y por tanto actuar como repelentes,
son moléculas que lmpxden que radicales libres funcionen como oxidantes. De esta manera, los
extractivos de’ ongen fenohco como ligninas, taninos y catequinas, entre otros, actian como
antioxidantes atrapando radlcales libres, permitiendo que siga creciendo la planta. Por otro lado,
Stewart (1966) suglerefque los extractivos son traslocados en bajas concentraciones a través del
parénquima radial ‘hacia el limite de la zona de transicién, en donde se acumulan y su concentracion
puede ser tan alta que esto podria.ser una de las razones que causa la muerte de las células del
parénquima y la formacién del duramen.

Los diferentes tipos de éxtractiyos varian entre y dentro de una especie y la concentracion de
estas sustancias puede variar con la edad del arbol y la estacionalidad, entre otros factores (Kumar y
Singh, 1976). De acuerdo con Bauch (1980), Panshin y De Zeeuw (1980) y Label ez al. (2000) el tipo
de extractivos esta relacionado’con el ckontrol genético de cada especie, mientras que su cantidad esta
influenciada por las condiciones fisioldgicas presentes en el parénquima durante el tiempo de
formacion (Fukuda, 1996, 1997; Pennell y Lamb 1997).

Fukuda (1996, 1997) y Hillinger et al. (1996a, 1996b) proponen que las plantas mas
evolucionadas tienen la capacidad de programar su senescencia (muerte) o bien de regularia
internamente. Este es un fendmeno que incluye el deterioro de todo el organismo y ocurre en la fase
final de la etapa reproductiva o en un organo en especial, como puede ser el tallo cuando esta
formando duramen. Magel er al. (1994, 2000) plantean que la formacion del duramen es un proceso
en el cual la muerte celular resulta benéfica ya que la parte central del tallo queda constituido por
células muertas que proporcionan soporte a todo el arbol y no se requiere de energia para mantener al

tejido muerto.



Haemaroxylum: brastletto Karst y Lyslloma tergemina Benth son dos especies de arboles que

se caracterizan. por. tener una mplla ‘distribucién en México y por presentar albura y duramen bien
definidos. Esto ultlmo las hace resistentes al ataque de patogenos y microorganismos y por lo tanto
se pueden convertlr en espemes de importancia econémica. Se conoce muy poco acerca de estas dos
especies. Enla heerlarla y la-medicina tradicional la corteza y madera de ambas especies se utilizan
para diversos padecifn'ientos. H. brasiletto se emplea para el tratamiento de enfermedades de la
sangre, rifion, pulmén, dolor de estomago, tlcera gastrica y también se utiliza como planta de ornato.
Sin embargo, de esta especie se extrae la hematoxilina, un colorante ampliamente usado para teiiir
tejidos vegetales y animales (Anénimo, 1994). Por su parte, la madera de L. rergemina es utilizada
para elaborar mangos de herramientas de trabajo, vigas, postes, palanganas y también se utiliza en la
coloracion de gomas y en algunos casos su corteza se usa para tratamiento dental para amacizar las
encias (Colin y Monroy, 1997). A pesar de estos usos, la madera de estas dos especies se usan
principalmente como lefia y carbdn, por lo que urge hacer investigaciones sobre la biologia de estas

plantas.
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2. ANTECEDENTES

2. 1. Histoquimicos

Los estudios sobre la transformacién de albura a duramen han empleado técnicas
histoquimicas que permiten localizar y evaluar los sitios de actividad metabdlica, asi como material
de reserva. En este sentido, existen trabajos que demuestran que algunas enzimas se encuentran
asociadas con el proceso de transformacién de albura a duramen. Utilizando este tipo de técnicas,
Onefeghara y_,‘Kordma (1974) localizaron la fosfatasa acida en el tallo de Curcubita y encontraron
que la actividad dé'esta enzima disminuye con la edad de la planta. Un estudio realizado por Hillis

(1975, 1987 "‘énéOntré que cuando la albura de Rhus succdanea, Azadirachta indica y Samanea

saman, ; e's Vtratad ‘con acido 2-cloroetil-fosfénico (sustancia que forma etileno) los granos de almidén

desaparecen ﬁmxentras que la presencia de lipidos y polifenoles aumenta y que las actividades de la
lipasa,‘la fosfatasa actda la succinato deshldrogenasa (SDH), la ATPsintetasa (ATPasa) y la
pero*cxdasa aumentan en las células del parenqunma axial y radial. Hillis (1987) sugiere que el etileno

actiia sobre las enznmas l_nvolucradas en’la sintesis de los extractivos del duramen. En este mismo

estudio se. encontro que' os '~granos de almldon de lipidos y polifenoles. Por otra parte, un estudio
r 979) ‘en’. la madera de Melia azedarach,, mostré que la pérdida de

oxndasa y de la SDH esta directamente relacionada con el proceso de
transicion de: albura ramen: y sugleren que los materiales de reserva, como el almidén y los

itilizar, para sintetizar compuestos de tipo fenélico. En este mismo sentido, Shah

lipidos, se pueden

el al. (1981) encont ‘t_‘nglbs, metabolitos primarios como el almidon y lipidos son transformados

en compuestos fe n-la:madera de Acacia nilotica y que la actividad enzimatica de la ATPasa
y SDH era alta‘en.la zona!de transicién, mientras que la peroxidasa solo se pudo detectar en la parte

externa de la albur

Para tfa ar.de estab]’éei;»er la presencia y el posible papel de algunas enzimas, Nair y Shah
(1983) trataron'fia f”riaagx.'a"ae ‘Azadirachta indica con paraquat (1,1’-dimetil-4,4’bipyridilium), que es
una sal que acelbera'e‘l'envejecimiento y la muerte celular del parénquima axial y radial e induce la
transformacién a dﬁramen. En este estudio se observo que la actividad de la fosfatasa acida aumenta
en la zona de transicion entre albura y duramen y sugieren que su presencia podria estar involucrada
en el transporte y la hidrélisis del almidon, asi como con la lisis del citoplasma y la liberacion de
organelos. Este mismo estudio mostro que la actividad de la SDH presenta el mismo patrén que el de

la fosfatasa acida, esto es, un aumento en la actividad de esta enzima en la zona de transicion,



posiblemente debido a la elevada tasa de respiraciéon y actividad metabodlica que ocurre antes de la
muerte celular. Asi mismo, observaron una disminucion de la cantidad de granos de almidén y un
aumento de lipidos, polisacaridos insolubles y de compuestos polifendlicos hacia el duramen. Un
trabajo posterior realizado por Nair (1988) en la misma especie (Azadirachta indica), confirmé que
la senescencia y muerte de las células del parénquima axial y radial ocurre en el limite del duramen y
que la actividayd‘de la peroxidasa es elevada en la zona cambial, lo que indica su relacién con la
lignificacion.

‘Un feskt‘udio realizado por Datta y Kumar (1987) en ramas de 7ectona grandis, mostro que
durante - la transformacion de albura a duramen las enzimas peroxidasa, SDH, fosfatasa acida,
ATPasa y giucosa—é-fosfatasa sufren cambios significativos y también se observé que el contenido
de almidones, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, disminuyen en la zona de transicion mientras que
los compuestos fendlicos aumentan hacia el duramen. Por otra parte, Subramanyam y Shah (1988),
encontraron que la actividad de la fosfatasa acida y SDH se encuentra elevada en células de
parénquima cuando se produce un dafio por traumatismo, lo cual promueve la formacién de canales
gomiferos en el floema secundario de Moringa oleifera.

2. 2. Carbohidratos estructurales y no estructurales

Los trabajos realizados para tratar de establecer el papel de carbohidratos estructurales
durante el proceso de maduracion de las células del xilema secundario, son variados. Jermyn e
Isherwood (1956) encontraron que en el parénquima de albura, algunos polisacaridos de la pared,
como pectinas y hemicelulosas, se hidrolizan y son usados como sustancias de reserva en los
procesos de respiracion celular por lo que su presencia disminuye hacia el duramen.

Otros estudios indican que estos polisacaridos de la pared (pectinas, hemicelulosas y
celulosa) sirven ;gqr}ridk matrices que dirigen la polimerizacion oxidativa de la lignina y ciertos
el,’ 1957; Goodman y Siegel, 1959).

polifenoles (Siegelfy"S
» été (1961a, 1961b) estudiaron los cambios en la composicion quimica de

pseudoplatanus.y Fraxinus elatior) y encontraron que existe un aumento en el deposito de celulosa,

hemicelulosa'y;,hgnina hacia el duramen mientras que la cantidad de pectinas no cambia. En un
estudio posterior:Fukuda (1996) confirma que durante la formaciéon de la pared secundaria los

niveles de celulosa y hemicelulosa aumentan y el depdsito de pectinas disminuye.



Saranpda y HOoll (1989) al estudiar la madera de Pinus silvetris demostraron que las
cantidades de almidc’)vh élucosa fructosa, sacarosa, rafinosa/estaquiosa disminuyen gradualmente de
la albura hama .el duramen mxentras que la concentraciéon de arabinosa/galactosa aumenta en

direccion contrarla y proponen que la hidrolisis de azicares como arabinosa y galactosa se realiza a

em 'elulosas de la pared celular y que la presencia de la galactosa puede estimular la

act:vndad de] et:leno‘para inducir la formacién del duramen. Asi mismo sugieren que los aziicares

son hxdrohzado y transportados hacia la.zona de transicion donde rapidamente se incorporan como

extractivos’ y"que este fenomeno puede obedecer a factores genéticos y ambientales. En este mismo
sentxdo Fxscher y Holl (1991, 1992) estudlaron la dlstnbucmn radial en el tallo y el comportamiento
estacional de carbohidratos no estructurales eanus Enlveslrls y observaron que al inicio de la época
de crecimiento, la cantidad de arabmosa fructosa sacarosa glucosa/galactosa y almidén aumenta en
ann’n»entras que los azicares solubles como la

la albura y su concentracidén dlsmmuye hacxa

arabinosa/galactosa y la raﬁnosa/metllblosa aument e'n‘direccién al duramen durante el invierno.

Los resultados de este estudio confirman que azuc como arabmosa/galactosa se pueden hidrolizar

a partir de las hemicelulosas de la pared celula urante’ la formacnon del duramen. Algunos autores

como Sauter y van Cleve (1994) proponen que el mento en los niveles de azicares solubles se
relaciona con la desaparicion de almidén y que el nivel mas alto se registra cuando la hoja cae.

Recientemente, Piispanen y Saranpii’ (2001) ‘estudiaron la variacién longitudinal y radial de
carbohidratos no estructurales como glucosa, sacarosa, fructosa, myo-inositol y almidén en la
madera de Beruwla pendula y encontraron que la concentracidén de estos aziicares es muy alta en
regiones cercanas al cambium vascular y disminuye gradualmente hacia el duramen mientras que la
cantidad de glucosa y sacarosa es mayor en las ramas jévenes cercanas al dosel, en donde la tasa de
fotosintesis es muy alta. Ellos proponen que existen variaciones dentro de un mismo arbol y entre
diferentes individuos de una misma especie y que los carbohidratos de reserva son utilizados para
mantener los procesos respiratorios y asegurar el crecimiento del arbol cuando no se realiza la
fotosintesis.

2. 3. Lipidos

Sarampédd y Pisspanen (1994) encontraron que la cantidad de triacilglicéridos (lipidos) y
ésteres de esterilo en la madera de Pinus silvestris disminuye hacia la zona de transiciéon y que la
concentracién de acidos grasos aumenta en el duramen. Estos autores sugieren que los ésteres de
esterilo podrian estar involucrados en el almacenamiento de los acidos grasos y esteroles, asi como

en el transporte intracelular. Estudios mas recientes han demostrado que la actividad de la fosfolipasa
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A).y Az y la-lipasa disminuye hacia la zona de transicién en la madera de Robinia pseudoacacia
(Hillinger er al. 1996a, 1996b) Y. que dlchas enzimas estan involucradas en el metabolismo de los

triacilglicéridos.- Asnmlsmo - se’ encontro que la cantldad de fosfolipidos, ésteres libres, di y

triacilglicéridos, dxsmmuyen,hacla 1 onafdk,er_.transmlon .mientras que los ésteres de esterilo se

pudriciéon ejerciendo una actividad' antlmlcrobl
precursores de hormonas (Hillinger ez aI 1996a

2. 4. Proteinas

Existe una gran cantidad de traba_,os que | hacen referencia a las proteinas de almacenamiento.
Un estudio realizado por Ziegler (1968) demostro que la presencia de proteinas y aminoacidos
disminuyen hacia el duramen en Ia.madera de Pinus strobus, Larix decidua y Fagus sylvatica y que
existe un aumento en la cantida‘ “de. vitaminas hidrolizables como la tiamina, riboflavina,
nicotinamida, piridoxina y biotina hacia la zona de transicion, en donde posiblemente actiian como

cofactores de diversas enzimas-quye' pudieran estar involucradas en el proceso de transformacion de
albura en duramen como carboxx]asas transaminasas, deshidrogenasas y acido graso sintetasas.
Sauter y Wellenkamp (1988) revelaron que en Salix caprea existen cuerpos proteicos de 0.5 a
2.5um de'masa molecular aproximada a 30-32 kilodaltones (KDa), que se localizan dentro de las
vacuolas del parénquima radial. Al estudiar la madera de Populus x canadensis, Sauter et al. (1988)
encontraron protéinas con la misma masa molecular dentro del parénquima de radio. Sauter y van
Cleve (1989) observaron que estas proteinas se presentaron en otofio y desaparecieron en primavera,
en la misma especie. Los mismos autores en 1990 encontraron un polipéptido de 32 KDa en el
parénquima radial de la madera de Populus x canadensis, el que desaparece durante el surgimiento
de nuevos brotes en el periodo de primavera.

Langheinrich y Tischner (1991) identificaron dos polipéptidos de 32 y 36 KDa en la corteza,
la madera y las raices de Popwulus x canadensis y se ha propuesto que estas proteinas de
almacenamiento estan relacionadas con cambios estacionales, ya que son abundantes en invierno y
no se detectan en verano. Cleve y Apel (1993) propusieron que estos dos polipéptidos (32 y 36 KDa)

podrian ser parte de una proteina de almacenamiento de 58 KDa.
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Sauter (2000) propone que la acumulacién de proteinas en el parénquima radial se inicia
cuando las hojas se tornan amarillas y caen, con lo cual se inicia el proceso de hidrolisis,
recuperacion, sintesis y almacenamiento de proteinas en el parénquima axial y radial de los tallos con
crecimiento secundario.

2.'5. Extractivos

-Hillis (1958) propone que las leucoantocianidinas son los probables precursores de los
taninos- condensados y que su cantidad aumenta de la zona de transicion hacia el duramen. Sin
embargo, la formaciéon de flavonoides es controversial. Por un lado, Ziegler (1968) propone que
estos compuestos son sintetizados en la zona de transicion de albura a duramen mientras que Hillis
(1987) ‘sugiere que los flavonoides son importados desde las hojas hacia el floema luego pasan al
cambiﬁm Yy de ahi a las células del parénquima del! xilema secundario. Magel er al. (1994)
1dent1ﬁcaron .en ‘la madera de Robinia pseudoacacia, la presencia de tres extractivos: flovonol
robmetma (ROB) un derlvado del acido hldroxlcmamlco (HCA) y flavonol dehidrorobinetina
(DHR)" en la zona de transxcxon los cuales aumentan hac1a el duramen y su presencia se asocia a la

desaparlclon de carbohldratos no estructurales tales com glucosa fructosa, sacarosa y almidon de la

parte interna de la albura. Por otra parte, estos autores proponen que el almidén puede ser hidrolizado

en la zona de’ transxclon y entonces ser'l c1pal fuente de carbonos para la sintesis de acido

hidroxicindmico'y- ﬂavonoxdes.
Qumtanar et aI (1997): reahzaron un estudxo a nivel de las paredes celulares en el cual se

detectaron transformaclone de las sustanclas matriciales en la madera de Gliricidia sepium

(Fabaceae). En este estudl ncontro que las células de la albura presentan paredes mas delgadas,

la cantidad de lxgmna e menor Y que existe una ausencia de pectinas esterificadas en todos los

clementos celulares,_mle tras: 59 resalta la presencia de tilides de tipo comuan y esclerosadas tanto en

albura como en'duramen. Asi:mismo, este estudic mostré que existe una transformaciéon muy rapida

o cual se acompafia por un aumento en la cantidad de extractivos en esta

de albura a duramen

ultima region y. esta dlferencla podria favorecer la resistencia natural de esta especie a los ataques de

patoégenos.
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3. HIPOTESIS

La formacién del duram'en_esté_relacionada con la estacionalidad, por lo tanto se espera que
durante la época de sequia la a‘cti\k/ivda‘d" enzimatica sea baja y que los materiales de reserva o de
almacenamiento como el almidén, 1os lipidos yprotemas se utilicen para mantener el funcionamiento
metabolico del arbol. Durante la época de lluvia se espera que la actividad enzimatica aumente y que
los materiales almacenados sean degradados y transformados para ser utilizados en el crecimiento de

tejidos y organos fotosintéticos.

4. OBJETIVOS

4. 1. General
Analizar las diferencias de algunos componentes estructurales, de reserva y enzimaticos en la

albura y el duramen de Haematoxylum brasiletto Karst y Lysiloma tergemina Benth en las épocas de

lluvia y sequia.

4. 2. Particulares
Realizar el estudio anatémico de la albura y el duramen de H. brasiletto y L. tergemina.

Comparar histoquimicamente algunos de los componentes de la pared celular (celulosa,

©

pectinas y hemicelulosas), asi como los materiales de almacenamiento (almidones, lipidos y
proteinas) y/o extractivos (taninos, ligninas, polifenoles, catequinas y leucoantocianidinas) en
los elementos celulares de albura y duramen.

3. Localizar, evaluar y comparar cualitativamente, con métodos histoquimicos, algunas de las
enzimas involucradas en el proceso de transformacién a duramen en el xilema secundario de
H. brasiletto y L. tergemina.

4. ldentificar la presencia de proteinas intravacuolares en parénquima radial, por medio de
colorantes especificos, utilizando para ello la microscopia de luz.

5. Determinar el contenido de proteinas del parénquima radial y analizar a las proteinas solubles
de la albura y el duramen de estas dos especies por medio de electroforesis.

6. Comparar los resultados obtenidos en la época de lluvia y sequia.
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5. MATERIALES Y METODOS

5. 1. Colecta

El material biolégico que se utilizd proviene de la albura y el duramen de fustes y ramas de
dos arboles sanos de Haematoxylum brasiletio con alturas de 6 a 7 m y dos de Lysiloma tergemina
con alturas de 7 a 8 m, procedentes de una selva baja caducifolia localizada a cuatro kilometros al
Noroeste del municipio de Tlaquiltenango en el estado de Morelos, a 1050 metros sobre el nivel del
mar y con una pendiente del 10%. La colecta de época de sequia se realizo el 16 de Abril del 2000 y
la de época de lluvia se realizd el 28 de Septiembre del mismo aiio.

5. 2. Muestreo

Los cuatro arboles estudiados eran sanos de fustes rectos y bien formados. Los diametros a la
altura del pecho fueron entre 15-20 cm. Ademas de los fustes de cada individuo se obtuvieron cinco
muestras de ramas con albura y duramen, estas uGltimas de 15 cm de largo pero de diferentes
diametros de 2 a 7 cm (Figura 2a y 3a). Los arboles se marcaron con pintura de aceite para
muestrearlos tanto en época de sequia como de lluvia. Se tomaron muestras de herbario los cuales se
depositaron. en el Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, del Instituto Politécnico
Nacional.

Este material fue transportado en frio (hielo) para minimizar alteraciones en la actividad
enzimatica. Las muestras se trasladaron al laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional Auténoma de México para hacer el estudio histoquimico enzimatico y el
analisis de proteinas y en el Laboratorio de Anatomia y Tecnologia de la Madera de la Universidad
Auténoma Metropolitana-Iztapalapa se hicieron los estudios anatdémico e histoquimico no
enzimatico.

5. 3. Procesamiento

De los fustes se obtuvieron 3 rodajas de cada individuo y de alli se obtuvieron cubos de 1 X 1
cm los cuales se fijaron en formol-alcohol-acido acético (FAA) para utilizarse en el estudio
anatomico microscopico y en las pruebas de histoquimica no enzimatica para carbohidratos y
extractivos, otros cubos se fijaron en calcio-formol para las pruebas de lipidos y acidos grasos. Los
cubos restantes se usaron en fresco para la prueba de vainillina y para los estudios enzimaticos y de
proteinas (Figura 2b y 3b). De los cubos se obtuvieron cortes transversales, tangenciales y radiales de

4—20 um de grosor con criostato, xilotomo o con navajas de un solo filo (Figura 2c,d y e, 3¢, d y e).
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De los fustes se obtuvieron tablillas para el estudio anatomico macroscopico y se depositaron
en la Xiloteca de la Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa (Figura 2b y 3b). De las ramas
gruesas y delgadas se obtuvieron cortes transversales, tangenciales y radiales de 4—20 um de grosor y
virutas y/o astillas que se utilizaron para el estudio enzimatico asi como para el de proteinas del
parénquima radial.

5. 4. Estudio anatémico

El estudio anatdmico microscopico se hizo usando preparaciones fijas de cortes y de material
disociado preparados de acuerdo con Joharjsen (1940). En las preparaciones fijas se describio, contd
y midio: el nimero de poros por mm?, el diametro de los poros, el indice de vulnerabilidad (el valor
promedio del diametro de los poros entfe e"l m'xrhei'o de poros) el tipo de puntuaciones intervasculares

y el tipo de platina de perforacu:m el numero de radios dividido entre un mim lineal, la altura y la

anchura de los radios umserlados yfmu txserlados, asi como el tipo de células que lo forman, y el

nimero de series en los radlos multlsenados En el material disociado se midié: la longitud, diametro
y el grosor de la pared celular de los elementos de vaso y fibras, tanto en albura como en duramen.
Se hicieron como minimo 50 mediciones tanto en preparaciones fijas como en material disociado. A
los elementos mensurables se denominaron con base en la media de acuerdo con la clasificacion de
Chattaway (1932) IAWA (1937) y la IAWA (1939). Las descripciones anatomicas de la madera se
hicieron de acuerdo con IAWA (1989) y el color de la albura y el duramen se obtuvo con las cartas
de Munsell (1990) (Anexo 2).

5. S. Estudio histoquimico no enzimaitico

El material bioldgico que se usd en esta parte del estudio, fue fijado previamente en FAA o en
calcio-formol y para la reaccion de vainillina el material era fresco. Los cortes se lavaron con agua
destilada o con alcohol al 70% para eliminar el fijador. Posteriormente dichos cortes fueron usados
en diferentes protocolos (Johansen, 1940; Jensen, 1962; O’ Brien y McCully, 1964 y Krishnamurty,
1988) para la determinacion de los distintos compuestos.

5. 5. 1. Almidon: para identificar el almidoén el tejido fue tratado con lodo-Yoduro de potasio
(Anexo 3A). En H. brasiletto y L. tergemina el parénquima axial y radial los granos de almidén se
tifien de azul a negro (Figura 4e y 5e).

5. 5. 2. Hemicelulosas: (polisacaridos sulfatados y carboxilados) se tifieron con azul de
toluidina O® durante 5 minutos (Anexo 3B). En H. brasiletto las punteaduras de los vasos y el

parénquima radial se tifien de violeta y (Figura 4c). En L. tergemina las punteaduras de vasos de
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tifien de violeta, la pared de las fibras se tifien de azul y violeta y el parénquima axial de violeta

(Figura 5c). .
S. S. 3. Celulosa: la presencia de celulosa se 1dentlﬁco usando cloro-yoduro de zinc (Anexo

3C). En:HAH. brasiletto algunas paredes de fibras, el pare qu:ma:axxal y el radial se tifien de azul-
violeta’ (Figura 4a). En L. rergemina la pared de vésos.‘ 'se’tl eﬁ de azul, la pared de fibras se tifien de
violeta y el parénquima axial y radial de azul y violeta' (Flgura ‘Sa).

5 5. 4. Pectinas dcidas: para determinar: pectlnas acidas, los cortes se colocaron en una
solucnon acuosa de acido tanico al 1% durante 10 minutos. Después de enjuagar 10 minutos con agua

los cortes se colocaron en una solucién acuosa de cloruro férrico al 3% durante 5-10

corriente,

minutos’ (Anexo 3D). En AH. brasiletto y L. tergemina la pared de vasos, fibras, parénquima axial y

radial se tifien de negro (figura 4b y 5b).
5 8. 5. Pectinas esterificadas: para determinar pectinas esterificadas se usaron cortes en

fresco Estas se trataron con hidroxilamina alcalina. Después de 5-10 minutos, esta reaccion se
acndxﬁco con una solucién de HCI-Etanol 95% (1:3) y después se adiciond cloruro férrico al 10%
(Anexo ~3E). En H. brasiletto y L. tergemina la pared de los vasos, las fibras, el parénquima axial y el
radial de tifien de rojo (Figura 4d y 5d).

5. 5. 6. Ligninas: para evaluar ligninas, los cortes se trataron con una soluciéon alcohélica de
fluoroglucinol al 1% y después de 2-5 minutos se aiiadieron dos o tres gotas de HCI (Anexo 3F). En
H. brasiletto la pared de vasos, fibras, el parénquima axial y radial se tifien de fucsia (Figura 4i y 5i).
En L. twergemina en la albura externa todos los elementos celulares se tifien de amarillo lo que
significa que no hay lignina y en la albura interna pared de vasos, fibras y el parénquima axial y
radial se tifien de fucsia. En otras muestras se uso azul de toluidina O’ que tifien de color verde-azul
la lignina (Anexo 3B).

5. 5. 7. Polifenoles: la presencia de polifenoles se detectd usando por un lado cortes de tejido
fresco a los cuales se le agrego dos a tres gotas del reactivo de vainillina (Anexo 3G). En A.
brasiletto y L. tergemina la pared de vasos, fibras y parénquima axial y radial de tifien de.rojo
(Figura 41 y 51). Otros cortes de material fijado en FAA se tifieron con azul de toluidina. Los
polifenoles se tifien de verde turquesa o verde azul (Anexo 3b). Los taninos se detectaron con lodo-
Yoduro de potasio (Anexo 3A). En H. brasiletto el parénquima radial se tifie de rojo (Figura 4k). En

L. tergemina la pared de los vasos, las fibras y el parénquima axial y radial se tifien de rojo (Figura

5k).
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5. 5. 8 Lipidos y lipoproteinas: Para teiiir lipidos se usaron cortes .en fresco o fijados en
calcio—f‘ormol Para la determinacién de lipidos y'lipoproteinas los cortes sé colocaron en alcohol al
70% y posteriormente se tifieron con Negro de’ Sudan B y se incubaron a 60°C durante 1 hora,
después’se:lavaron con alcohol 70 %% (Anexo 3H) En H. brauletto y L. tergemina el parénquima
axial y ‘radial setifie de negro y de negro-azul (Flggra vhvy 5h).

5. 5.7.9.: Lipidos totales: como una'a;llt'erﬁ‘ziti‘ é’ﬁara observar lipidos totales, los cortes se

trataron: con dos métodos diferentes. Por una parte ‘los cortes se colocaron en alcohol 50 %, después
se tmeron con una solucion saturada de Sudan IV e inmediatamente se lavaron con alcohol al 50 %.
(Anexo, .aI) En H. brasiletto y L. tergemina el parénquima radial se tifie de rojo (Figura 4f y 5f). El
otro metpdo consiste en tefir con Azul Nilo sulfatado e incubar a 37°C. Después se agrega acido
acético y se incuba a 37°C. (Anexo 3J). En H. brasiletto la pared de fibras, vasos y el parénquima
radial sm reaccion y en el parénquima axial los lipidos neutros se tifien como pequeiias gotas de rojo
(Figura‘ 4j). En L. tergemina los lipidos neutros se tifien como pequefias gotas de rojo dentro del
parénquima radial (Figura 5j).

5. 5. 10. Acidos grasos: como alternativa para detectar acidos grasos y lipidos neutros, los
cortes se tifieron con Azul Nilo y se incubaron a 60°C. Después se lavaron con dH20 y se les agregd
acido acético. Después se lavaron en dH20O, se adicionaron de tres a cinco gotas de HCI al 0.5% para
finalmente enjuagar con dH>O (Anexo 3K). En H. brasiletto la pared del parénquima axial se tifie de
azul (Figura 4j y 5j). En L. tergemina la pared de vasos y fibras y parénquima axial y radial se tifien
de azu! y se detectan gotas rojas de los lipidos neutros en el parénquima radial (Figura 5j).

S. 6. Estudio histoquimico enzim:itico

Con este tipo de estudios se localizé y evalud in situ la actividad enzimatica de manera
cualitativa. Se usaron cortes en fresco con el propoésito de no alterar la actividad enzimatica. De
acuerdo con van Fleet (1952), Pearse (1960), Bancroft (1975), Gahan (1984), Harris y Oparka
(1994), los cortes se trataron con diferentes métodos para determinar la presencia de actividad
enzimatica en la albura y el duramen.

Con el fin de corroborar la especificidad de cada una de las reacciones, se utilizaron
simultaneamente tanto los cortes a los que se les denomind experimentales, que se incubaron con
sustrato, el cual vario de acuerdo con el tipo de enzima a localizar y los controles que fueron los
cortes sin sustrato para la enzima estudiada. En este tipo de estudios la respuesta de la prueba se basa
en la presencia e intensidad de las reacciones coloreadas. En todos los casos se tomaron fotografias

de las preparaciones de material en fresco.
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3. 6. 1. Fosfatasa dcida: Para detectar la. actividad de la fosfatasa acida, los cortes
experimentales se mcubaron durante 1 hora a 37°C en la soluc:on con sustrato y en oscuridad total.

Los controles se trataron con buffer de acetatos a pH =5 bajo las mismas condiciones (Anexo 3L).

En H. bra_sllelto Yy L tergemlna la pared de los vasos el parenquxma axial y radial se tifien de rojo (figura

microscopio (Anexo 3M) E H 2110 la pared de vasos y parénquima axial y radial se tifien de café
(Figura 4m). En L. Iergemma el pare qulma a,\ml y radial se tifien de castafio oscuro (Figura 5m).

5. 6. 3. Fenol- oxidasa: Para la localizacion de fenol- oxidasa, los cortes experimentales se
incubaron durante 20 minutos a 37°C en la solucién substrato y en oscuridad. Los cortes control se
incubaron bajo las mismas condiciones pero en buffer fosfo-citrato a un pH = 4.5. Finalmente los
cortes experimentales y los controles se lavaron con ddHz0 (Anexo 3N). En A. brasiletto y L.
rergemina la pared de vasos parénquima axial y radial se tifien de azul ( Figura 40 y 50).

3. 6. 4. Succinato deshidrogenasa (SDH): Para la localizacién de esta enzima los cortes se
incubaron durante 1 hora a 37°C en la solucion sustrato. Pasado este tiempo, los cortes se incubaron
en formol salino por 15 minutos y entonces se tifieron con verde de metilo al 2 % durante 5 minutos.
Finalmente los cortes se lavaron con ddH-O (Anexo 30). En H. brasiletto y L. tergemina el
parénquima axial y radial se tifie de negro (Figura 4p y 5p).

S. 7. Estudio de proteinas del parénquima radial

3. 7. 1. Proteinas: Para identificar la presencia de proteinas de reserva se utilizaron cortes de
material fresco de 4 a 7 um de grosor. Los cortes experimentales se tifieron con rojo Ponceau 2R y
con Azul de Coomasie. Por otro lado se usaron muestras control que se trataron con pepsina para
digerir los cuerpos proteicos (Anexo 3P). Con Ponceau el parénquima radial de . hrasiletto se tifie
de rojo (Figura 4g). En L. tergemina el parénquima radial se tifie de color azul (Figura 5g).

5 .7 .2. Extraccion y cuantificacion de proteinas totales: Para este ensayo se utilizaron

virutas y/o astillas de los fustes y ramas de cada especie y en algunos casos el material se pulverizo
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con congelacién con ayuda de un molino criogénico (Freezer Mill 6750). De cada muestra de viruta,
astilla o polvo, se pesaron de 0.075 a 1g; se colocaron en un tubo conico de 15 mililitros (ml) con 3
ml de buffer Tris-HC! 0.0625 M pH 6.8-SDS 0.1% 'y entonces se incubaron a 4°C con agitacién
durante-96 horas. L.a concentracidn total de proteinas en el extracto resultante de cada muestra se
determind usando el ensayo de proteinas de Bio-Rad de acuerdo a las especificaciones del fabricante
y cuyo p'ri‘ncipio se basa en el método descrito por Bradford (1976). Los resultados de este ensayo se
expresan como ug de proteina/mg de tejido fresco (Anexo 3Q) (Tabla 9).

5.°7.'3. Evaluacion de proteinas por electroforesis: Para este ensayo se utilizaron 2.8 ml de
cada muestra de los extractos de proteinas totales y se dializaron contra agua o contra un buffer Tris-
HCI1 0.00625 M pH 6.8-SDS 0.001 % durante 96 horas a 4 °C. Después de la dialisis, las muestras se
deshidrataron completamente utilizando un concentrador Speed Vac Plus RC110A (Savant). Las
muestras fueron resuspendidas con ddHz0O hasta obtener un volumen final de 75-200 microlitros (ul)
y nuevamente se determind la concentracién de proteinas totales. Cada una de las muestras (2-4 ug
de proteinas totales) fue sujeta a una electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones

reductoras (Laemmli, 1970), corriendo los geles a 150 volts (Figura 6, 7 y 8).
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6. RESULTADOS

6. 1. Estudio anatémico
6. 1. 1. Estudio anatomico de FHaematoxylum brasiletto Karst.
Distribucién: aparece en la vertiente del Pacifico, desde Baja Calnforma' Chlhuahua hasta Chiapas y
también se encuentra en la vertiente del Golfo de Veracruz, Camp che "y Yucatan. Esta especie
también se puede localizar en los estados de Puebla,’ Mexxco y Morelos (Standley,1982 Martinez,

1994). ‘
Nombre comun: Brasil y palo de tinta (Morelos), brasnhto y mansmena (Sonora) palo Brasil y jallo
(O_axaca) (Barajas-Morales y Ledn,

huchagoso (Chihuahua), espoldn de gallo (Mlchoacan) y azullll

1989).
Asociacion: Conzattia multifiora, Lysiloma divaricata,Lysiloma tergemina y Bursera bipinnata.

Caracteristicas macroscopicas :
Los arboles de A. brasiletto presentan dif‘ere‘n'cnas »r:nuy' marcadas de color entre albura y
duramen. La albura es de color castafio muy palido lOYR (8/3) y el color del duramen va de rojo
oscuro 10R(3/6) a castafio rojizo oscuro 2.5YR(2.5/4). El duramen de esta especie no forma un
cilindro tipico sino que desarrolla brazos siguiendo la forma del tallo. No presenta olor, la albura sin
sabor caracteristico y el duramen tiene sabor amargo, el hilo es entrecruzado, la textura es fina y el
veteado es pronunciado (Figura 2a y b).
Caracteristicas microscopicas en albura y duramen.

Esta especie presenta porosidad difusa, principalmente son poros solitarios, algunos son
multiples radiales de 2 a 3 células y agrupados, son moderadamente numerosos. Los elementos de
vaso son de diametros tangenciales moderadamente pequefios y de longitud muy corta (Figura 2c,
Tabla 1). Sus paredes presentan punteaduras areoladas alternas y platinas de perforaciéon simple. Los
campos de cruzamiento presentan punteaduras similares a las intervasculares. Los vasos cercanos al
duramen y los del duramen presentan extractivos.

El arreglo del parénquima axial es en bandas de mas de 3 células de ancho y presenta
abundancia de gomas y cristales romboidales (Figura 2¢). Los radios uni y multiseriados son de tipo
homogéneo. Los radios multiseriados son muy bajos y moderadamente finos. Los uniseriados son
extremadamente bajos y extremadamente finos. Son moderadamente numerosos (Figura 2d y e,

Tablas 3).
Las fibras son de tipo libriforme de longitud moderadamente corta, de diametro fino y de

paredes gruesas (Figura 2d y e, Tabla 4).
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Haemaroxylum brasiletto Karst.
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Figura 2. a) fuste y rama; b) rodajas y tablillas; c) corte transversal 10X; d) corte tangencial 10X;
e) corte radial 10X.
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6. 1. 2. Estudio anatémico de Lysiloma tergemina Benth.

Distribucién: desde las costas del sur dé Nayarit hasta Puerto Vallarta (Colima,v’_ Guerrérp, Jalisco,
Michoacan, Morelos y Puebla) (Standley,1982; Martinez, 1994; Colin y“MOnroy’, 111'99»7).

Asociacion: Conzattia multifiora, Haemaialerin'n‘ bra.s;i(etld; g Lysi(bi(ia' ?iiva}'irc;zriaz' » f"Bu‘rs'era

bipinnara.

Nombre comin: pata de cabra.

Caracteristicas macroscopicas e K )
Los arboles de esta especie presentan diferencias muy: marcadas de color entre albura y

duramen. El color de la albura va desde castafio muy pélidb 10YR (8/3) hasta amarillo 2.5Y(8/6) y el
duramen es de color castafio 7.5YR(5/4). Los tallos de esta especie son cilindricos y el duramen
concéntrico. No presenta olor ni sabor caracteristicos, el hilo es entrecruzado, la textura mediana y el
veteado pronunciado (Figura 3a y b).
Caracteristicas microscopicas en albura y duramen.

Esta especie presenta porosidad difusa, la mayoria son poros solitarios y multiples radiales de
2 o 3 células y algunos agregados de 3 a 4 células, moderadamente pocos. Los elementos de vaso son
de diametros tangenciales medianos y de longitud moderadamente corta (Figura 3c). Sus paredes
presentan punteaduras areoladas alternas y platinas de perforacion simple. Los campos de
cruzamiento presentan punteaduras similares a las intervasculares. Los vasos cercanos al duramen y
los del duramen presentan extractivos (Tabla 1).

El arreglo del parénquima axial es éliforme y aliforme confluente de mas de 3 células de
ancho con cristales romboidales (Figura: 3c).. Los radios son uniseriados y biseriados de tipo
homogéneo, ambos son extremadamente bajos y extremadamente finos. Son moderadamente

numerosos (Figura 3d y e, Tabla 3).
Las fibras son de tipo libriforme de longitud moderadamente corta, de diametro fino, de

paredes gruesas (Figura 3d y e, Tabla 4).
Para ambas especies se determinod el indice de vulnerabilidad y se encontré que el valor de

este indice en la albura de L. tergemina fue mas alto comparado con el de H. brasiletto y es menor en

el duramen de ambas especies (Tabla 2).



Lysiloma tergemina Benth.

Figura 3. a) ramas; b) rodajas y tablilla; c) cortc transversal 10X; d) corte tangencial 10X;
e) corte radial 10X.




Tabla 1. Cuadro comparativo de los caracteres microscépicos de los clementos de vaso.

Especie Longitud Didmetro Grosor de pared Numero de poros
o cemr T ) ) por mm?
H. 234 76 7 13
brasiletto (110-376) (36-136) (4-10) (9-16)
L. 286 101 7 8

rergemina (200-384) (42-166)  (4-10) - (6-14)
Promecdios en micras, (dato minimo y maximo) ) o :

Tabla 2. Cuadro comparativo de la relacion eco-anatémica
Especie Vulnerabilidad
Albura Duramen
H. brasiletto 7 35
L. tergemina 15 11

Tabla 3. Cuadro comparativo de los caracteres microscdpicos de los radios.

Altura Anchura Namero Namero de
Multiseriados | Uniseriados | Multiseriados | Uniseriados | por mm series de los
Especiec lineal multiseriados
msn
H. 602 260 504 18 6 S
brasiletto (216-1320) (128-440) (30-80) (14-24) (4-9) 2-7)
L. 128 119 23 & 18 7 2a
tergemina (74-168) (62-172) (16-30) (14-22) (5-10) (1-2)

Promedio en micras, (dato minimo y maximo). rayos & biscriados. # multiseriados

Tabla 4. Cuadro comparativo de los caracteres microscopicos de las Fibras.

Especie Longitud Dismetro Grosor

_ 794 14 7 TESIS CON
H. brasiletto (440-1248) (10-20) (4-10) FALLA DE ORIGEN

L. 877 18 6
tergemina (600-1200) (14-22) (4-8)
Promedio en micras, (dato minimo y maximo)




6. 2. Estudio histoquimico no enzim:tico

6. 2. 1. Carbohidratos

Se observé que en el parénquima axial y radial la presencia de ‘almidon, celulosa,

pohsacandos sulfatados y carboxilados es mayor en la albura y menor: en*'

las fibras, la presencra de celulosa pectmas acndas y pollsacarldos

constante en las dos epocas de]

un proceso de metil- estenﬂcacxon ,(Tabla 5)."La prueba' con. lugol demostré que los granos de

almidén en el parénquima axial 'y radlal de Hk_bras:letta son.de forma esférica y con capas

concéntricas, mientras que los de L. ergemma ‘son de forma oval y en capas excéntricas.
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Tabla 5. Cuadro comparativo para identificar la presencia de polisacaridos.

H. brasiletto L. tergemina
Epoca del aiio i Sequia Lluvia Sequia Lluvia
Region A D A D A D A D
Reaccién Elemento
(componente que Celular
se identifica)
Lugol P. axial “++ + Aot + -t + ++++ +

- (Almidones) P. radial - + 4 + +++ + i+ +

Fibras - - - - - - - -

Vasos - - - - - - - -

Yodo-cloruro de P. axial ++ - +++ - +++ - bt -

zinc P. radial - - +++ - -t - A+ -

{Celulosa) Fibras -+ - E - “++ - B -

Vasos - - - - - - - -

Acido tanico- P. axial ++ - +++ - ++ - et -

Cloruro férrico P. radial E - +++ - ++ - At -

(Pcctatos dc Fibras + - “+ - + - + -

calcio o Pectinas Vasos ++ - “++ - “++ - 4t -
acidas)

Hidroxilamina P. axial + +++ + + + ++ + B
alcalina P. radial + 4 + +++ + ++ + ++
(Pecctinas Fibras ++ At ++ -+ + - + ++

esterificadas) Vasos ++ -+ ray o+ + rars + ey

Polisacaridos P. axial - - ++ - - - B T R PR

Sulfatados y P. radial —++ - ++ - - - e
carboxilados Fibras + - + - + - + R
“*Hemicelulosas™ Vasos “++ - +++ - o - “++ ; -
(Azul de
Toluidina O?)

P = parénquima, A = Albura, D = duramen, no se detecta (-), baja (+), moderada (++), alta (+=+) y muy alta(-+++),

~ TESIS CON
§ALLA DE ORIGEN




6. 2. 2. Lipidos
Estos compuestos se Iocahzan en las: celulas del parenqu:ma axnal Yy radxal de la parte externa

de la albura pero estian ausentes en ‘el duramen (Tabla 6.y: Flguras 4f h _; v Sf h,:j); su presencia es

mayor-.en la epoca de lluvia.-La presencna de' llpldo Olo -se:detectaron en el

parenqulma ‘axial de A. brasiletto en ‘la‘época de sequia’ radial de L. rergemina en

la época de‘lluvia, : y
La presencia de écido_s grasbs libres:fue mayor.en’ e.ambas especies; su presencia

no se modifica en esta zona durantelas dos épocas;del an

Tabla 6. Cuadro comparativo para identificar de la p:rescn a’'de di

H. brasiletto; L. tergemtna
Epoca del aiio Sequia B Lluvia ! o Sequm : Lluvia
Regién A D A D A D A D
Reaccion Elemento
(componente que se | Celular
identifica)
P. axial ++ - +++ - + - + -
Sudan IV P. radial +-+ - +++ - + - rer— -
(Lipidos) Fibras - - - - N - T
Vasos - - - - - - - -
Sudan P. axial + - “++ - et - rarn —
negro B P. radial P - ++ - +++ - ++ -
(Lipidos y Fibras - - + - + - + -
Lipoprotcinas) Vasos - - - - - - -
Azul Nilo Sulfatado P. axial + -+ + “++ -+ ++- + +—t
(Acidos P. radial + proery + ++ + —+ + —
grasos libres y Fibras + ++ + ++ + ++ + “++
fosfolipidos) Vasos + i “+ —++ -+ “+ + +4
Azul Nilo Sulfatado P. axial +-+ - - - - - - -
(Lipidos neutros) P. radial - - - - - + -
Fibras - - - - - - - -
Vasos - - - - - - - -
P = parénquima, A = Albura. D = duramen, no sec dectecta (-), baja (+), moderada (++), alta (+++) y muy alta(++i+),
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6. 2. 3. Extractivos
La presencia de metabolltos secundarios,

leucoantocianidinas, polifenoles y tanmos) ﬁxe _mayor en el duramen de ambas especles y en las dos

épocas del afio. Sin embargo, el duramen de H hra.sllt.tto mostro ma’or

infiltraciones . y extractivos‘(lignina' ‘catequinas,

‘r encia’'de’ catequmas y

H. brasilelto

L tergem:na

Epoca del aiio Sequia Lluvm ~Sequia Lluvm
Regién A D A D A D A | D
: Reaccion Elemento
(componente que se identifica) | Celular

P. axial ++ | At + “+—4+ “++ +++ + -
Azul de Toluidina O’ P. radial + +++ -+ “++ + Aot + -+
(Ligninas) Fibras - +++ + i + +++ -+ “+—+
Vasos ++ “+++ + -+ -+ B e + -t

P. axial -+ ++ + 4+t -+ ++ “+ “++

Azul de Toluidina O P. radial + ++ + ++ + ++ + ++
(Polifenoles) Fibras “++ Fa—. + ot + 4 + +++
Vasos + ++ + “++ + ++ + +++
P. axial - et - 4+ - +++ - +—+
Fluoroglucinol P. radial - +++ - -+ - bt - et
(Ligninas) Fibras - +++ - . - 4 - +—+
Vasos - B e e o - 4 - +++ - +—+

P. axial - - - - - ++ - “++
Lugol! (Taninos) P. radial -+ ++ + “++ + feebet + it
Fibras - - - - - ++ - ++

Vasos - - - - - + - +

Vainillina P. axial - ++t - 4+ - + - ++
(Catequinas y P. radial - -+ - At + ++ - ++
lcuconntocianidinzis) Fibras - ++ - - + - ++

Vasos - “+++ - 4+ - + - +

P = parénquima, A = Albura, D = duramen, no se detecta (-), baja (+), moderada (++), alta (-+—++) y muy alta(++++),
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6. 3. Estudio histoquimico enzim:itico

Los resultados mostraron que en la albura de ambas especies,. la actividad de las enzimas
catalasa, fenol-oxidasa y SDH fue alta en la época de lluvia (Tabla 8 y Fig&ras 4m, 0, py 5m, o, p).
La catalasa, la fosfatasa acida, la fenol- oxndasa y SDH no mostraron actwndad en las células de

parénquima del duramen. Por otro lado en la época de sequia, las enzxmas catalasa y.SDH mostraron

actividad moderada en tanto que la fosfatasa acida se presenta en esta epoca con una baja actividad

(Tabla 8; Figuras 4n y 5n).
Tabla 8. Analisis cualitativo de presencia de actividad enzimatica.

Especie Haematoxyvlum brasiletto Lysiloma tergemina
Epoca del afio Sequia Lluvia Sequia Lluvia
Region A D A D A D A D
Enzima Elemento celular
Catalasa P. axial + - et - “+ - At -
P. radial ++ - - - Frn - At .
Fibras - - - - - - - -
Vasos + - -+ - - - - -
C.V. ++ - s ~ St = o "
Corteza ++ - r—e—. z St - e =
Fenol— P. axial - - ++ - - - +++ -
oxidasa P. radial - - ++ - - - ot -
Fibras - - - - - - - -
Vasos - - -+ - - - + -
C. V. e - +— - + N i =
Corteza ++ - -+t - -+ - +-— -
Fosfatasa P. axial + - - - + - - -
dcida P. radial + - - - + - - -
Fibras - - - - - - -
Vasos + - - - + - - -
C. V. + - - - -+ - - =
Cortcza -+ - - - + - - -
SDH P. axial ++ - -t - + - 4 -
P. radial -+ + - -+ ++ + Aot +
Fibras - - - - - - - -
Vasos - - - - - - - -
C. V. -+t - it - o - Foofie -
Corteza +4+ - it - ++ - +++ -
P = parénquima, A = Albura, D = duramen, C. V. = cambium vascular, nula (-), baja (+), moderada (++) y alta (+++).

TESIS CON 28
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Figura 4. Reaccionces hlstoqulmlcas no cnznnatlcas cnzu’natlcas ¥ dec protcmas del parénquima radial. a)
. St albura-sequm arnba (20X) y

IOOX), d) Pectinas cstenﬁcadas
. i Albura-seqma (Ra 100X), g)

)Pectmas aci

abajo (Tr. 4OX), c)

durann.n lluvm (T,

lasa: aibu‘ra’-sequia' arriba (Tr. 10X),

Catequmas y Ieuco }
0X), o) Fenol-oxidasa: albura- lluvia

Albura-lluvm abajo
(Tr. 10X), p) SDH: albt

Mbteinas del’ parénquima. radial. a)
) P cctmas dcidas: albura-lluvia (Tr.
nﬁcadas duramcn-lluwa (Tr. 40X), e)

Almxdon ;albura-lluvia (Tr 20X), ) L:p:dos albura;lluv a (Ra ZOX), ) Proteinas: albura-sequla (Ra 100X),
OX), i) Lignina: albura e‘ctcma-lluwa (Tr

] rah equna 1zqu1ucrdn (Ra 20X) y derecha (Tr. lOX)
o) Fenoloxidasa: albura-lluvia |zqu|crda (Ra‘ _40X) y derecha (Tr: 10X), p) SDH: albura-sequia (Tr. 40X).
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Figura 4. Haematoxylum brasilerto Karst.
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Figura 5. Lysiloma tergemina Benth.
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6. 4. Estudio de proteinas del parénquima radial

6. 4. 1. Presencia de proteinas de almacenamiento
La microscopia de luz revelé6 que en ambas especies, la presencia de ' proteinas de

almacenamiento intravacuolares ocurre en el parénquima radial en la época de sequia.. En secciones
transversales, esos cuerpos proteicos mostraron tincién positiva y digestion enznmatnca con pepsma‘

lo cual indica su naturaleza proteica (Figuras 4g y5g).

6. 4. 2. Contenido de proteinas totales :
Para ambas especies se observaron grandes dlferenCIas en el contemdo de protemas totales de

la época de sequia y de 0.38 - 0.40 ug/mg enla epoca de lluvna (Tabla 9).

Tabla 9. Determinacién de Proteinas totales.

Mayo Septiembre
Especie Rama (Sequia) (Lluvia)
ug proteina/ mg de tejido | ug proteina/mg de tejido
fresco fresco
H. Delgada 2.17 0.64
brasiletto, 2.41
Gruesa 2.07 0.60
2.30
L. Delgada 1.69 0.40
rergemina. 1.80
Grucsa 1.52 0.38.
1.60 L

6. 4. 3. Andlisis de proteinas por clectroforesis
El anadlisis por electroforesis de los extractos de proteinas totales de la albura mostrd la

presencia de proteinas de masas moleculares aproximadas a 129, 82 y 61 KDa (Figura 6 y 7) en
ambas especies, tanto en época de lluvia como en sequia. Por otra parte, este analisis reveld que
existe un patron diferencial de proteinas para ambas especies y épocas.

En la albura de H. brasiletto se observaron proteinas de ~ 38 y 21 KDa durante la época de
sequia (Figura 6). Sin embargo, la presencia de éstas dos es considerablemente menor en lluvia,
época en la que se detect6 otra banda de ~16 KDa (Figura 7). Estas proteinas no se detectaron en el
duramen (Figura 8). En la albura de L. tergemina se observo una proteina de ~34 KDa en época de

sequia, la cual no esta presente en la de lluvia, ni en el duramen (Figura 6 y7). Los resultados de la
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determinacién de proteinas totales y el andlisis por electroforesis mostré que el contenido de
proteinas de H. brasiletto es ligeramente mas alto que el de L. rergemina, (Tabla 9 y Figuras 6 y 7).

Figura 6. Gel de electroforesis al 12% de acrilamida de extractos de proteinas totales de ramas delgadas con
crecimiento secundario en época de sequia. Carril 1: marcadores de masa molecular: Carril 3: L. rergemina 1; Carril 4: L.

tergemina 2; Carril 5: H. brasiletto 1, Carril 6: H. brasiletio 2.

38 KDa

TESIS CON |
PALLA DE ORIGEN |

Figura 7. Gel de electroforesis al 12% de acrilamida de extractos de proteinas totales de ramas con crecimiento
secundario en época de lluvia. Carril 1: marcadores de masa molecular. Carril 3: H. brasiletto delgada; Carril 4: H.

brasiletio gruesa; Carril 5: L. tergemina delgada; Carril 6: L. rergemina gruesa.
1 2

38 KDa

Figura 8. Gel de electroforesis al 12% de acrilamida de extractos de proteinas totales de fustes y ramas en época
de sequia. Carril 1: marcadores de masa molecular: Carril 3: A. brasiletio duramen; Carril 4: H. brasiletto rama; Carril S:
H. brasilerto albura; Carril 6: L. tergemina albura;, Caril 7: L. tergemina duramen.



DISCUSION

7. 1. Anatomia

Haematoxylum brasiletto Karst'y Lyszloma tergemma Benth son espec|es caracteristicas de

selvas ba_]as caducifolias del estado de Morelos Estas os especnes pertenecen ‘al orden Fabales, a la
; ! en as que L. tergemma ala

1981). Presentan

989;‘ Baretta-Kuipers,

les Yy sus radlos son finos y bajos. Las fibras son
En este estudio no se observaron diferencias
hlstoqmmlcas esto es fibras, vasos y parénquima

albura presentan carbohidratos estructurales, material de

atlca y las paredes estan parcialmente lignificadas. Hacia la parte

almacenamiento, act1v1dad enzi
interna de la albura,:la” presencxa de granos de almidén y lipidos es menor y hay ausencia de
proteinas de almacenamlento, de.carbohldratos estructurales, de actividad enzimatica y los elementos
celulares estan lignificados y hay . presencia de extractivos. En el duramen todas las células se
caracterizan por carecer de actividad enzimatica, el material de almacenamiento se transformé en

algun tipo de metabolito secundario.

7. 1. 1. Elementos de vaso
Los datos revelan que las dimensiones de los elementos de vaso para ambas especies se

presentan de la siguiente manera: de acuerdo con Chattaway (1932) el numero de vasos/mm? para la
albura y el duramen en ambas especies es muy similar, sin embargo entre especies si existen
diferencias: el numero de poros en el caso de H. brasiletto es moderadamente numerosos y en L
tergemina moderademente pocos. El diametro tangencial y la longitud de los vaso es menor en H.

brasiletto que L. tergemina (Tabla 1). Estos datos son consistentes con el ejemplar descrito por
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Barajas' y Leon (]989) y con 'lo propuesto - por Baretta-Ku:pers (1981) para este caracter en

legu mmosas

El 1nd|ce de vulnerabllxdad intenta e*cplxcar la’ strategla de conduccidn del sistema vascular

de'agua pero de acuerdo con este indice sus

: ‘}nba‘sfespecies habitan en un clima tropical

paréd'de las fibras tiene que ver por un

por:otro, con la capacidad y la cantidad de
el caso de H. brasiletto y L. tergemina sus
“de paredes gruesas. Estas dos especies crecen

en un clima séco o ba_)a y la época de sequia dura hasta cinco meses.

Estos factores llmltan elicrecimiento:del nd1v1duo tanto en altura como en anchura de manera que

su actividad metaboh ahza‘hama el engrosamiento de las paredes celulares o a su

transformacion en‘ extractxvos que_se depositan en las cavidades de las fibras, de los vasos, y del

parénquima axial y adiali El e ngrosamlento de las paredes de estas células hace que estas dos

especxes tengan una mayor resxstencxa mecanica.

* Cavitacion es la aparicién de microburbujas de aire en ¢l tejido conductor y cuando se forman en ¢l vaso o la traqueida son i de
savia (Cruiziat y Tyrec, 1990).
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7. 1. 3. Parénquima axial y radial
Wheeler' y Baas (1991), seiialan que en’ todas las especues de clima troplcal que ellos

estudiaron  presentan radios: homogeneos y: ﬁnos““vEl\ parenquxma ax1a1 predommantemente

ncontro que L. tergemlna tiene

paratraqueal o.en bandas. . En’ las dos espec1es que se:est dla C
radios homogeneos unl y blserlado' :

aliforme conﬂuente (Flgura 3¢

crecimiento y el desarrollo de ;

éstos en la albura fue llgera nen !
as dnferenCIas en’ grosor de~las paredes celulares, las cuales son mas

ultimo también puede exphcak
delgadas en la albura. La hlpOteSlS es que en.la época del” crec1mlento en grosor el almidéon se

hidroliza y aumenta la pljesmn de tu‘rgor, el citoplasma aumenta su volumen por lo que las paredes
deben mantenerse elésticafs"y Vsinkl‘a rigidez conferida cuando ocurre la lignificacion.

Entre especies se observa.due los radios de L. fergemina son mas cortos y mas numerosos que
los de H. brasiletto. La kavlm’x;'a de los radios de las leguminosas de acuerdo con Baretta-Kuipers
(1981) nos dicen qﬁé eﬁ;ré1mé§‘ cortos son mas especializados como en el caso de L. tergemina y que
la subfamilia que present.a_radi”ots menos especializados es la Caesalpiniodeae a la cual pertenece H.
brasilerro. ; s T

Los resultados‘ muestran.que AH. brasiletto presenta mayor cantidad de células de parénquima
radial/mm lineal, esto es, son en promedio 6 por mnv/lineal y de 5 series, lo que hace un promedio de
30 células mmv/lineal, siguiendo el mismo criterio para L. rergemina, esta especie presenta 14 series
/mm. Ahora si se observa que H. brasiletto tiene radios mas alto (602 micras), y L. tergemina 128
micras, la pregunta que sigue es jexiste alguna relacion entre la cantidad de células de este tipo y la
estrategia de almacenamiento?. Los resultados de las proteinas revelaron que . brasiletto tiene una

mejor estructura de almacenamiento de proteinas que L. rergemina. En el campo se ha observado que
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H. brasiletto retoiia muy fécilmente Las caracteristicas de retofio por daifio mecanico u otro tipo de

dafio habria que demostrarlas con estudlos mas profundos para ambas especies.

En cuanto al’ parenqulma axial se ‘encontré que ‘en ambas especies es paratraqueal de mas de

tres. células de: ancho : ] : \das . y en-L. tergemma es aliforme confluente. Esta

iene una mayor capacidad para almacenar

e parénquima que L. zergemina. Suponemos

e se'encarga de su almacenamiento y

del transporte de estas moléculas en el momento que,la planta las necesite durante el periodo de

crecimiento.

7. 2. Histoquimica

El parénquima del xilema secundario es un tejido de almacenamiento y en él se llevan a cabo
procesos de movilizacion de material organico e inorganico (Sauter y Kloth, 1986). En este tejido se
depositan productos de la fotosintesis que no se utilizaron y que son transportados y translocados por
el sistema simplastico y/o apoplastico durante la época de luvia. En este tejido, el material de
reserva es utilizado de acuerdo a las demandas metabolicas del arbol. Por ejemplo, durante el
crecimiento vegetativo, este material de reserva ayuda en el crecimiento de tallos y raices, asi como

en el despliegue de hojas y también estan involucrados en la formacién de flores y frutos, o bien,
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estas sustancias de reserva se pueden utilizar para formar las primeras capas-de. la madera en el
cambium vascular activo (Hansen y Beck, 1990; Fischer y Holl, 1992; Hansen y Beck, 1994; Sauter
y Van Cleve, 1994, Hillinger e al; 1996a, 1996b). : : :

7. 2. 1. No enzim:itica : ‘
Los cambios en la composu:lon qumnca de;los elementos de vaso, fibras y células del

parénquima axial y radial de ambas espemes sugleren un mcremento ‘de ligninas, acidos grasos libres
(Tablas 67" y 8) El aumento de extractivos en los

y pectinas esterificadas con respecto

elementos celulares del duramen ugier : os‘pohsacarldos de la pared celular de fibras, vasos y

parénquima axial y radial de‘la albu a-de: H brastletto y 'L."tergemina pueden ser utilizados como

hgmnafy de otros metabohtos secundarios © para mantener la
anby Sxegel 1959 Sham y Mackay, 1973).
ara’la celulosa: de la albura de M. brasiletto y L. tergemina,

fuentes de carbono para la sintesis’d

respiracion (Siegel y Siegél;k 1957,Go
Se observd mayor: intensidad 'p
durante la época de lluvia: Glerum y Balatmecz (1980) proponen que la sintesis de celulosa durante

esta época esta directamente relaclonada con ‘la acnvndad del cambmm vascular y con la

d:spombxhdad de los productos de la fotosnntesxs"Otros aut res han sugendo que este compuesto
: : "ue los componentes de

Goodman y Siegel, 1959). .

De acuerdo con Jermyn e, Isherwoo (1956) Tho ber Noi‘thcéte (1961a,1961b), Fisher y
Holl (1991) la lignificacién es un e] proceso ‘que ‘ocurre’ SImultaneamente con la disminucion de
pectinas acidas en la lamina media y-el cese del crecimiento de la célula vegetal. De acuerdo con
estos autores, la ausencia de pectinas'écidas en el duramen puede estar relacionada con el proceso de
diferenciacion de los elementos de la albura en duramen. Hafrén er a/. (2000) han propuesto que los
iones de calcio, al encontrarse unidos a estos polisacaridos, actuan como componentes estructurales
de los geles que unen dos laminas medias y también contribuyen a unir extractivos a la pared celular.
Esta funcion dual facilita el proceso de lignificacion. En A. brasiletto y L. tergemina se observé un
patrén similar allpropuésto por los autores antes citados, lo que sugiere la utilizacion de las pectinas
de estas especies de manera similar.

Con respecto a‘la presencia de pectinas esterificadas en el duramen, los resultados revelan las

diferencias mostradas por ambas especies. El duramen de H. brasilerro experimentd un proceso de
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metil-esterificacion al desarrollar depdsitos rojos intensos en la pared celular de todos los elementos

celulares. Este proceso ocurre cuando las pectmas se esterifican con metanol en el carbono 6 yel

grado de metilacion, lo que genera un pohmero mas estable y menos’ soluble lo que hace dificil el

ataque. por patégenos (Goodenough

calidades de duramen sngmﬁcatlvamen

s

estrategia de defensa N : .
Las hemlcelulosas aparecen con mayo nténsidéd en la albura principalmente de la época de

lmllar mtensxdad en ambas épocas del afio en la madera de

lluvia de la madera. de palo brasﬂ y muy
pata de. cabra lo cual esta. relacxonado con lo sugerldo para la celulosa. Es mteresante lo apuntado

por Glerum y Balatinecz (1980), Saranpaa y ‘Hbll (1989), Fischer y Holl (1991) 'y H5ll (2000) con
respecto a que estas moléculas, al hidrolizarse, producen arabinosa y galactos_a,,vque son fuente de

carbono para la sintesis de extractivos en el duramen.

L.os carbohidratos estructurales como pectinas, hemicelulosas’ y ce]u]osa son macromoleculas

de naturaleza no proteica que desempeifian un papel crucial en el creci ~e1,~desarrollo de los

elementos celulares del xilema durante el crecimiento primario (Loe wus 1983). Por otro

lado, también funcionan como fuente de carbono:involucrado en e e auto-oxidacién de
,secundario (Jermyn e

Chorber 'y Nonhcote 1961a;

ligninas y de otros compuestos de tipo fené]ico,:énf sitios i;on
Isherwood,1956; Siegel y Siegel, 1957, Goodman y Siegei 19
Fischer y Holl, 1991; Holl, 2000). De lo antenor se desprende que la duram:mzamon es un proceso
asociado muy estrechamente a la presencxa de éstas moléculas y con el crecimiento primario de la
planta.

La madera de HA. brasiletto presenta granos de almidén de forma esférica, con capas
concéntricas y mas pequefios que los de L. tergemina, los cuales son de forma oval y de capas
excéntricas. La forma y el tamafio de los granos de almidén se consideran como un rasgo que
permiten caracterizar y establecer relaciones de parentesco entre especies (Roth 1966). En este
estudio se encontrd que los granos de almidén son morfolégicamente distintos en ambas especies; tal
vez este caracter entre subfamilia sea distintivo, sin embargo, seria necesario hacer estudios
comparativos entre especies de la misma subfamilia. Los resultados histoquimicos también

mostraron que para ambas especies, la presencia de los granos de almidon es alta en la albura y
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disminuyen gradualmente hasta desaparecer en la parte interna del duramen y que la presencia de
extractivos se incrementa conforme disminuye la de almidones (Figufas 2e y :3e) Estos resultados
coinciden con los reportados en otros estudios (Hillis, 1975 Baqu1 etal’ 1979 Shah el al. 1981; Nair
Kumar 1987, Saranpaa y Holl 1989' Flsher'y Hbli'r 991 ©1992; Piispanen y
2 ‘ a albura de H. brasiletto y
LY Shah (1983); Wardrop y
6ll (1991); Hosll (2000),

¢ hidrolizan en moléculas mas

yShah 1983; Dana‘

Cronshanw (1962), Magel et al. (1 o991, 1994) Lehn ‘g

sencillas (glucosa) que se usan como fuentes de cérbono parala sintesis de metabolitos secundarios
del duramen, como son los taninos, flavonoides, catequmas leucacétequmas y otros polifenoles. La
madera de estas especies revela contenidos 1mportantes de almldones en la periferia; en la regién
intermedia de la albura aparecen lipidos y despues en ‘el duramen acxdos grasos. Lo :anterior suglere
un mecanismo de hidrolisis tanto de almidones’ como de. llpldos en: la albura para la producmon de

acidos grasos libres o extractivos. Los productos de. la h:drolnsns del almxdon (glucosa) tamblen se
des_arroll‘o, dgl arbol ‘cuando

pueden utilizar para asegurar la respiraciéon 'y mantener eI crecnmlento
no se realiza la fotosintesis (Loewus y Loewus, " ]983.,Sauter y :VaniCleve,71994; Hiliinger et al.

1996a, 1996b; Piispanen y Saranpii, 2001).
LLas pruebas para lipidos totales mostraroknf

carbohidratos en el crecimiento y no como matenal de almacenamiento. Las pruebas para los acidos

grasos mostraron que este tipo de moléculas es comun en todos los elementos celulares del duramen,
en ambas especies, y su presencia-no se modifica en las dos épocas del afio. Sarampidi y Nyberg
(1987) sugieren que los acidos grasos libres del duramen de Pinus sylvestris son el resultado de la
degradacion de los lipidos en glic’erol v acidos grasos. Estos ultimos pueden sufrir modificaciones de

acuerdo a su grado de mstauracxon y de este modo pueden almacenarse como otro tipo de extractivo

en el duramen. . L
Los lipido’sk:j'u;-.'g;a»n —Lbuh,}_pﬁapel importante en el proceso de envejecimiento y formacion del

duramen, especialmente por su funcién como parte estructural de las biomembranas, ademas de que

desempeiian funciones de proteccion en el duramen (Baqui e¢f al. 1979; Shah ez al. 1981; Datta y
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Kumar, 1987; Saranpéiéi y Nyberg, 1987a; Fischer y -H6ll, 1992, Saranpaid y Piispanen, 1994,

Hillinger et al. 1996a, 1996b)
La presencia de estos compuestos most O dlferencnas Yen-el ‘duramen de estas especies.

uramen:se esperaba ogxco -resulta de mayor interés el tipo

H.. - brasiletto, las catequinas y

Aunque el incremento de lignina en'el.

de extractivos presentes. en” cad

leucocantocianidinas en las dos ép mayor cantidad que los taninos y en

L. tergemina ocurrid lo contrano lo:que.revela:mecanismos:especificos y seguramente genéticos

determinan el tipo de duram ,“
Estas moléculas son po 1meros ramlﬁcados que penetran y se infiltran en la estructura o sellan

las cavidades de todos los tlpOS celulares 1o que permxte que el duramen funcione como una regién
de gran soporte y de alta resxstencna a. los’ patogenos Esto es consistente con Stewart (1966) quien
ademas de sugerir que estos compue_ tos son mas abundantes en el duramen, que proporcionan
soporte mecanico, durabilidad y: ngldez al tallo, pueden desempeiiar funciones fisioldgicas

importantes, como es el caso de: los‘tanmos al actuar como agentes antioxidantes, inhibidores del

“lento o como agentes alelopaticos® (Scalbert y Haslam,

crecimiento fungico, reguladores del
1987; Salatino er al. 1993: “:Séhultz y 'TNicholas 2000). Hillis (1955) propone que las
ursores de catequinas y tanmos que son sintetizados en las

amen En el .caso de’ H -brasiletto es posible que esas

leucoantocianidinas pueden:s
células de parénquima. rad
leucoantocianinas sean trénsformadas prmcnpalmente en catequmas y leucoantocianidinas y una
ois mxentras que en L. rergemina sean transformadas preferentemente

cantidad muy pequena en ta !
e,dlferentes tipos de extractivos en’ el duramen en estas especies puede

significar que empleéq_’diferentes mecanismos de defensa a agresores externos, lo cual garantizaria la

competencia diferencial y.la supervivencia del mas apto.

7. 2. 2. Enzimatica’
La actividad-de las enzimas estudiadas se observo principalmente en la parte externa de la

albura de las especiesky no se localizé en el duramen. La fosfatasa acida cataliza una variedad de
reacciones bioquimicas y juega un papel vital en la regulacién del metabolismo de las células
vegetales durante la transiciéon de albura a duramen. Datta y Kumar (1987), al igual que van Fleet
(1952), Onefeghara y Koroma (1974), Shah e¢7 al. (1981), Nair y Shah (1983), encontraron que la

fosfatasa acida esta estrechamente relacionada con la diferenciacion celular y con la transformacién

* Alel fa: t idad biogéni Inhibicién quimica al establecimicento y/o desarrotlo de un organismo por sustancias sccretadas por otro (Portilla y

/a\.lla‘ 1990).
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de carbohidratos que tienen lugar en los estados criticos de la morfogénesis. Parece ademas que el

patréon de distribuciéon de la enzima en diferentes plahtas de edades variadas, esta involucrada en los

procesos fisiologicos que apoyan la dlferencxacxon y 1a maduracxon Esto puede indirectamente estar
nergl:i' a: traves de la hldrOllSlS de - sustratos

relacionado con las reacciones:de ‘transferencia:d

adecuados tales como los fo&fat‘

la ruptura (lisis) celular durante u amen (Nalr y Shah 1983) Gahan y

McLean (1968) deducen que las

sequia, la actxvxdad de esta enznm pedltada a la presencna de tirosina oxidada y este

La SDH se Iocahzo en cel xxal:y radial de la albura de H. brasiletto y L.

rergemina. La actxvndad de esta enzl las dos épocas del afio, pero su mayor actividad

fue en la época de lluvia (Tabla 9 y Fxgura 4p-y- Sp) La elevada actividad de la SDH en la parte

externa de la albura sugiere que en ese lugar a: tasa’ metabolica y de respiracion es muy alta pues en
esa region de la albura la SDH se enqarga Vdeb ox_ldar el succinato en fumarato cuando esta activa en el
ciclo de Krebs y en la cadena reskpir”a'vt'cin;ié se encarga de remover y transferir los electrones desde el
succinato a la ubiquinona o bien al NAD o NADP (Bancroft, 1975; Gahan, 1984; Jensen, 1962,
Kozlowski y Pallardy, 1997). La actxvxdad de la enzima SDH es baja en el duramen. Bamber y
Fukazawa (1985) sugieren que lo anterior se debe a que durante el proceso de lignificacién, las
enzimas PAL y CHS se activan y durante su accidén generan compuestos residuales de origen
fenolico que promueven la desorganizaciéon de la membrana de la mitocondria y con ello la

desnaturalizacidn de las enzimas que alli se localizan, por ejemplo las del ciclo de Krebs y las de la
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cadena respiratoria (SDH), de manera que estos cambios tambie’n contribuyen al aumento en la tasa
de respiracién. La destruccién de la mltocondna y sus enznmas puede mducnr la perdlda de'la umdad

entre los organelos y con ello ocurre la hberacxon de los materlales de reserva que todavna quedan :

(almidoén, lipidos y protelnas:‘ ara luego'ser degradados y‘transformados en 'extractlvos que,
formaran parte del duramen (Shah ' '
propuesto que cuando la‘SD‘

formacion del duramen (van Fleet 1952).:

La catalasa fue la umca enzima:presente en‘todos’lo e]ementos celulares de la a]bura de las

dos especies. Esta enzima se asoc:a a tepdos vxvos pued ‘estar involucrada en el manejo de los
productos de desecho en esta reglon pues acuva la descomposmxon del H202 en H20O y O2 molecular
(Gahan, 1984; Hillinger, e/ al. 1996a 1966b; Pennell y Lamb 1997). Cabe destacar que la actividad
de la catalasa fue la mas alta de las tres enzimas, 1o que suglere su intensa participacién en procesos
de detoxificacidn celular, que ocurren por una alta: actxvn»dad metaboélica en la época de lluvia lo que
es consistente con los resultados (Tabla 9,3Fig|._xi;af 4_En"y 5m) En el proceso de formacién de duramen

los sistemas de detoxificacion (catalasas.y’peroxidasas) de. las células del parénquima radial

omo de perdxido de hidrégeno, lo que provoca
n de la. SDH (Shain y Mackay, 1973).

e mas interna de la albura y en el duramen

comienzan a fallar por el aumento de extractivos, as

la destruccién parcial de la mltocondrla y la ‘inactiv

La ausencia de actividad enz:matlca en

‘lo que promueve la acumulacién de

puede deberse al proceso de llgmﬁcacwn de las’ cél las
extractivos. El incremento de extractwos promueve que’: los sistemas de detoxificacién (catalasas,
peroxidasas) dejen de funcionar entonces:los:productos desecho se acumulan, provocando que

aumente la tasa de respiracion, el deterioro.de los o finalmente la muerte celular (Savidge,
1996).
Los cambios en la:composicién quimica-y:la pérdida:de actividad enzimatica de los elementos

celulares del duramen (vasos, fibras y parenq 1xial y-radial) pueden ser el resultado de los

cambios en el metabolismo celu]ér de lay'alb'ui ewarf ('kl 96'6) propone que una disminucion en el

contenido de agua -y un aumento en. el deposxto de extractivos son procesos que promueven la

autolisis” de las celulas del parenquxma radlal _' Fmalmente el suministro de agua al tejido vivo esta

regulando todos los procesos de creclmlento longltudmal y radial de la planta.




7. 3. Proteinas
Las proteinas se utilizan como fuente de carbono mtrogeno y azufre durante la epoca de

crecimiento. Al parecer, . las protemas de almacenamlento son altamente espec:ﬁcas tanto’_en
B Sauter ‘y.B. van

glmnospermas (Harms y Sauter 1992) como en anglospermas‘(Sauter et al‘

Cleve, 1990 Wetzel t.l al cambios

L tergemina

La presencna de’ /proteinas’en’la albura de ambas espec1es de menor peso molecular a las antes

mencionadas y. 'su ausencna e e lluvna (Tabla 10) sugiere que éstas sean proteinas de

almacenamiento que s¢ depo n dui‘énte la: epoca de sequia y que son utilizadas en lluvia para

promover el crecimiento’de: Jas tal]os ‘raices, flores y. frutos, lo que explica su decremento o

ausencia en los extractos de ta epo a’ En este sentido, varios autores han reportado la presencia de

proteinas de almacenamiento en“ a’ corteza y la madera de diferentes especies de angiospermas y

gimnospermas, en época de sequla y cuyas masas moleculares estan entre los 30-38, 45 y hasta 66
KDa (Sauter y Kloth, 1986; Sauter et al. ]988 Sauter y Wellenkamp, 1988; Wetzel e¢r al. 1989a;
Sauter y van Cleve, 1990; Wetz'éildy Greenwood 1991; Langheinrich y Tischner, 1991 Sauter y van
Cleve, 1992; Coleman e? al. 199._.,Havr,m,s y Sauter, 1992; Stepien y Martin, 1992; van Cleve y Apel,
1993; Stepien y Sauter, 1994). ’

Los cambios en el contenido de proteinas totales y la variacidén de proteinas en la albura que
se observo en H. brasiletto y L. tergemina pueden estar relacionados con factores genéticos y
ambientales como ocurre en otras especies reportadas (Kang y Titus, 1980; Greenwood er al. 1986;
Sauter y Wellenkamp, 1988; Sauter ef al. 1988; Wetzel e al. 1989 b; Stepien y Sauter, 1994; Hansen
y Beck, 1994). Para el caso de los materiales de almacenamiento nuestros resultados coinciden con
los observados por Fischer y,Hélj'(1992) en el sentido de que la presencia de almidén es mayor que

la de lipidos y proteinas.

tlulas o de tejidos orgini propios cn un individuo debido a pr i i o de otra

T Autélisis: Degradacion, digestion o destruccidn de
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Las fibras, vasos y células del parénquima axial y radial son elementos que se especializan
respectivamente en el sostén la cdnduccién y almacenamiento. La acumulacién y utilizaciéon de

moléculas de diversa indole en presencna o ausencia de agua,: promueve el crecimiento longitudinal y

o elementos celulares en-ambas especies se puede describir en

radial de arbol.-La dlferencm :
tres etapas (Sav:dge 1996 Fukuda, 1996 1,997 Pennell y Lamb 1997) a) la diferenciacion primaria
| : Iulares En esta etapa se supone que parte de los

por divisidon celular y e

en niumero y en la longitud de dichos

elementos, lo cual ﬁ.:e

las pectinas, las hemlcelulo sran lmldon se utilizan como fuentes de carbono para la

Ing,mf'cac:on de la pared Vsec r s ‘de.. compuestos fendlicos. La presencia de

lo tanto, la actlwdad de la ‘DH amblen :aumenta. En este punto las pectinas acidas se pueden

esterificar o metxlestenfcar y asi’ formar parte de los extractivos. Por ultimo ¢) la muerte celular

(apoptosis), en esta etapa el nucleo se degenera al igual que los demas organelos, posteriormente
ocurre la digestion parcial.de la pared primaria en lugares especificos (dependiendo de la funcion de
la célula) y se inicia el engrosamiento y lignificacién de la pared secundaria. Finalmente ocurre la
ruptura del tonoplasto y en este ultimo proceso se propone que enzimas hidroliticas, como pudiera
ser la fosfatasa acida, estén involucradas. Todos esos cambios al parecer fueron provocados por
alteraciones hormonales (Bamber y Fukazawa, 1985; Leitch y Savidge, 1995) y por factores fisicos
tales como la disponibilidad del agua. La actividad metabdlica aumenta por la degradacién del

material de reserva y la sintesis de los extractivos (figura 1). Con la muerte celular se da la liberaciéon

indole (Robles, 1982).

45



de los extractivos que estaban almacenados en la vacuola y . estas_sustancias sufren procesos de
oxidacién y polimerizacién por la accion de enz:mas u otros productos quimicos (Higuchi, 1997,

Magel, 2000). La muerte celular programada o apoptosxs es un fenomeno que aun no se conoce bien.

No se sabe cémo es que c1ertas celulas mueren (las:de la: rte' mterna de la albura y las del duramen)

St wért (1960) propuso que una posibilidad

y otras (las de la parte extern
pI a‘nsformaclon del H2O2 en H:O0 v O:

sea el control ‘de’la la®

molecular por:la’activida e-la catalasa y perox:d s on lo que podria evitarse la muerte celular

1995). Estos dos

u}cihas (Bamber 1985 Leltch y: Savndge
aspectos pueden estar aso ladOS al i:léﬁ‘éi't de agua (Harrls 1954 Zlmmermann y Brown, 1971) y a
factores genéticos (Bauch 1980 Panshm y De Zeeuw,: 1980 Label ¢.t al. 2000; Bosssinger y Leitch,
2000). -
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8. CONCLUSION

La madera de H. brasiletto y de L. tergemma se caracteriza por presentar albura y duramen

bien definidos. La albura en ambos casos sec aractenza por que tlene actividad metabdlica. En el

estructurales y de reserva y en sequ:a hay mayor contemdo de lipidos y proteinas. De acuerdo con el
indice de vulnerablhdad el x11ema de L. tergemina puede subir mas agua que el de AH. brasiletto pero
éste compensa la cantidad de agua que puede subir reservandola en el parénquima en bandas que es
mas abundante;’ A‘pesar de sus diferencias anatémicas ambas especies cuentan con un metabolismo
que les perrﬁite terminar de crecer y de formar las paredes de sus células en la época de sequia. H.
brasiletro mantiene por tiempos mas largos sus proteinas de almacenamiento, almidones y lipidos.
En la albura externa de ambas especies la actividad de las enzimas estudiadas es intensa lo que revela
un proceso inicial de lignificacion y esterificacion de las paredes. La pérdida de actividad de estas
enzimas puede estar relacionada con los procesos de diferenciacion, detoxificacion, respiracion,
transporte, llgmﬁcacxon y . transformacion de polisacaridos estructurales 'y de materiales de
almacenamiento en metabolltos secundarios que conducen a la muerte celular y por tanto a la

formacion del duramen

Entre especles-se observo que el' dura; -asiletto las cavidades de fibras, vasos y

parénquima axial'y radl I presentan may n’ componentes fendlicos, pectinas metil-

esterificadas y ba_|a en tamn S, e L. tergemina que resalta por la presencia

de taninos y pocas catequmas eucoantocianidinas: Estas dlferenc:.las pueden estar relacionadas con

un duramen mas toxico para el pal' de L. tergemina se caracteriza por presentar
taninos, y la presencia de. catequma Y. leucoantoc:amdmas es menor. Esto Gltimo se relaciona con
dos mecanismos de defensa’ “que c d a; llas.ha desarrollado para evitar ser infectadas por
agentes patogenos (bacterias,: ho_pgqs insectos {y, al mismo tiempo, los extractivos proporcionan

mayor durabilidad y soporiek. meééhiéo.
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ANEXO 1:Abreviaturas
Acido hidroxicinamico = HCA

A =albura

H20 = agua

dH,0O = agua desionizada

ddH20 = agua ultrapura (milliQ)

aa = aminoacido

ATPasa = adenosin trifosfato sintetasa
CHS = Chalcono sintetasa

flavonol dehidrorobinetina = DHR.
FAA = formol- Alcohol-acido acético
DAP = diametro a‘la altura' del pecho
SDS = dodecil sulfato de sodio

D = duramen

PAL = Fenil-alanina-amonio liasa
PEP = fosfoenblpimvato

flovonol robinetina = ROB

Glu = glucosa

Glu-1-P = glucosa-1-fosfato

Glu-6-P = glucosa-6-fosfato

KDa = kilodaltones

m snm = metros sobre el nivel del mar
OAA = Oxalacetato

P = parénquima

SDH = Succinato deshidrogenasa

Ta = tangencial

Tr = transversal

Ra = radial
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ANEXO 2: Clasificacion de los valores anatomicos

Vasos

No dc¢ poros por mm?® (Chattaway, 1932)

<2 muy pocos

2-35 pocos

6-10 moderadamente pocos

11 - 20 moderadamente numerosos
21 — 40 numerosos

> 40 muy NUMerosos

Diametro tangencial de los poros(um) (IAWA 1939)

<25 extremadamente pequeiios
25 - 50 muy pequeiios

51 -100 moderadamente pequeiios
101 — 200 medianos

201 — 300 moderadamente grandes
301 - 400 muy grandes

> 400 extremadamente grandes

Longitud de elementos (um) (Chattaway, 1932)

<175 extremadamente cortos
175 -~ 250 muy cortos

251 — 350 moderadamente cortos
351 - 800 medianos

801 - 1100 moderadamente largos
1101 — 1900 muy largos

> 1900 extremadamente largos
Radios

No por mm lincal (Chattaway, 1932)

<2 muy pocos

2-4 pocos

5-7 moderadamente numerosos
8$-10 numerosos

> 10 muy numerosos

Altura (Chattaway, 1932)

< 0.5mm extremadamente bajos
0.5mm - 1.0mm muy bajos

1.0Imm - 2.0mm bajos

2.0lmm - 5.0mm algo bajos

53.0lmm — 1.0cm moderadamente altos
1.0lcm — 2.0cm altos

2.0lcm — 5.0cm muy altos

> 5.0lcm extremadamente altos

Anchura (um) JAWA, 1939)

<15 extremadamente finos
15-25 muy finos
26 - 50 modcradamente finos
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51 -100 medianos

101 - 200 moderadamente anchos
201 - 400 muy anchos

> 400 extremadamente anchos
Fibras

Longitud (pm) (IAWA, 1937)

< 500 extremadamecente cortas
500 - 700 muy cortas

701 — 900 moderadamente cortas
901 - 1600 medianas

1601 — 2200 moderadamente largas
2201 - 3000 muy largas

> 3000 extremadamente largas

Diamectro (um) (Tortorelli, 1956)

< 25 fino
25 - 40 mediano
> 40 ancho

Grosor de la pared (um) (IAWA, 1939)

Lumen > que la pared delgado = lumen > que la pared
Lumen < que la pared grueso = lumen < que la pared
Lumen casi cerrado muy grueso = lumen casi cerrado



ANEXO 3: soluciones, colorantes y reactivos

A. Yodo-loduro de potasio
e Disolver 2 g de Yoduro de potasio y 0.2 g de lodo en 100 ml de dH-O.

B. Azul de Toluidina O’

e  Preparar buffer de benzoatos disolviendo 0.25 g de acido benzoico y 0.29 g de benzoato de sodio.

Ajustar el pH a 4.4 con HCl. Disolver 0.05 g de Azul de Toluidina O en el buffer.

C. Cloruro de zinc

e Disolver 50 g de Cloruro de Zinc (CloZn) y 16 g de loduro de Potasio(KI) en 17 ml de ddH-O. La

solucidn se deja sedimentar por varios dias y se trabaja con cl sobrenadante.

D. [\cido:té‘n‘ico;kl‘%,‘-clkouro férrico 3%

. D\isbl(/erm 0.5 g de écido tanico en 50 ml de dH:O.

. Disbklverv 1.5 g de cloruro férrico en 50 m! de dH,O.

E. Hidrbcloruro de hidrixilamina alcalina
- DlSOlVCI‘ 14 g de hidroxido de sodio (NaOH) en 100 ml de etanol al 60% (Solucién A).
- Disolver 14 g de hidroxilamina clorhidrica en 100 ml de etnnol al 60% (Solucion B).

lone' A y B por partes iguales.

. Para obtenecr hidroxilamina alcalina mezclar las sol

e Disolver 5 g dc cloruro férrico en 50 ml de HCl ,;cn, : tanol al 60%.

F. Fluoroglucinol 1 % en etanol.

e Disolver 1 g de fluoroglucinol en 100 ml de etanol al 96 %.

G. Vainillina
. Disolver 0.2 g de vainillina en 10 ml de dH,0 (solucién A).
- Mezclar 1 ml de acetaldechido y 9 ml de etanol al 95 % (solucién B).

e Mezclar solucién A y B y afiadir 10 ml de HC1 concentrado.

H. Sudan negro B
e Disolver 0.4 g de Sudan negro B cn 100 ml de etanol al 70 % y filtrar la solucién.

1. Sudan IV
e Disolver 0.2 g de Sudan IV cn 100 ml de ctanol al 70 %.




J. Azul Nilo sulfatado
e Disolver:'l g de azul nilo sulfatado en 100 ml de dH.0.

K. Azul nllo ) . .
- DISOlVel' 0 25 g de azul nilo A en 100 m! de dH~O Anadlr l ml de’ acndo sulﬁmco La mezcla se

mantlcnc hirviendo durante 2 horas y después se’ ﬁltra

L. Locnhzncnon de fosfatasas acidas
- ‘DISOIVGX’ 1.9 g de acetato de sodio tnhldratado en.70.m L
e ' Mezclar 0.34 ml de acido acético en 100 m ‘de'deo .(soluci

® Mezclar 70 ml de la solucién A y 30 ml d

e Disolver 51.4 mg de Fast R d
e Para preparar la solucno_n su

de solucién C. La solucio

M. Localizacién de Cntalnsn

e Disolver 10 mg de dlammobcnmdma (DAB) en'5S-ml de buffef,,(z ‘ami‘n(“‘)-z_fr‘ne;hyl-l, 3- propranediol)

v ajustar.la solucién a pH 10 (solucnon A)
e Para preparar la solucion sustrato: adicionar 0. l ml de pcrO\IdO de hldrogeno a la solucién A y

rcajustar a pH 9.

N. Localizacién de Fenol — oxidasa
e Buffer de¢ fosfo citrato: mezclar 18.7 m! de fosfato dec sodio y 10.65 ml de acido citrico. Aforar a 100
ml con dH:O y ajustar a pH 4.5,
e Para preparar la solucién sustrato: disolver 5mg de naphthol y Smg de 4-aminodifenilamina en 0.5 ml
de dimetil formamida (DMF), a esta mezcla sc adicionan 10ml del buffer de fosfo citrato. La solucién

sin sustrato carece de naphthol.

O. Localizaciéon de succinato deshidrogenasa
Solucidén sustrato.
e Disolver 10 mg de 1. 3 (4,5-Dimethyl thiazolyl) 5- dyphenyl tetrazolium bromide (MTT) en 10 ml de
ddH-O (solucién A).
e Disolver 0.606 g de Trisma- base en 100 ml de ddH,O0. Ajustar a pH 7.4 (solucion B).
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- Disolver 0.6 g de cloruro de cobalto en 0.05 m] de ddH,O (solucidon C).
. Dlsolvcr 0.1 g de cloruro de magnesxo en 0. 05 ml de ddH,O (solucidén D) :
e Disolver 6.75 g de succinato de sodioen 10 ml de ddH20 y ajustar cl pH a7 (solucnon E).

e _Solucién stock de tretrazolium: mezclar 2 ml de la solucion A, 2 ml de la soluclon B .0, 4 ml . de la

solucién C, 0.8 ml de la solucién D Yy 2. 0 mlde ddH.O. :
e Pama prepamr la solucnon substrato mezclar 0.9 ml de la solucxon stock de tetrazohum y 0.1 ml dela
solucién E. ’ :
Solucion tefiidora. .
»  Disolver 0.1 g de methyl green eh : ml de cloroformo al 2 %(solucxon F).
e  Disolver 0.04. g de pu'ldm Y n 2 ml de cloroformo al 2 % (solucién G).
- Disolver 1.63 g de ‘acetato de sodio trxhldratado en 60 ml de dH>O (solucién H).

- Mezclar 0.45 rnl de acxdo acético’ en} lOO ml'de dH-O(solucién I).

e Preparar buffer Walpole s mezclando 60 ml de la solucién H y 40 m! de'la solucién 1. Ajustarel pH a
4.8. ‘ ' '

e Para prepamr la soluclon temdora se mezclan 2.7 ml de solucién F, 1.2 ml de soluciéon G y 4.2 ml de

glicerol, a esta mezcla se annden 6.9 ml de buffer de Walpol s

Formol salino 10%
e Mezclar 10 ml de formaldehido en 100 m! de ddH-O hY disolver 0.9 g de NaCl.

P. Identificacién de proteinas de almacenamiento
Rojo Ponceau.
e Disolver 0.17g de acido peryédico en 37 m!l de dH.O y justar el pH a.1.5. Aifiadir 0.5 g de Ponceau
2R.
Azul de Coomassie.
e Disolver 0.02 g de azul de Coomassic en etanol-acido acético glacial 3: 1.V
Pepsina.
» Disolver 0.125g de pepsina ¢n 25ml de 0.1 N HCI - Tritén X-100 al 0.5%.

Q. Buffer Tris-HCI 0.0625 M pH 6.8, SDS 0.1%.

Preparar buffer Tris-HCI 0.0625 M disolviendo 0.76 g de Trizma base en 100 ml de ddH.O. Ajustar el pH a
6.8 con HCI IN. Tomar 99 ml de buffer y agregar 1 ml de SDS al 10% (p/v).

61



	Portada
	Contenido
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Hipótesis   4. Objetivos
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusión
	Bibliografía
	Anexos



