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Resumen

La calidad panadera del grano de trigo (Triticum aestivum L.) depende en gran medida de la eficiencia del
proceso de removilizacion de nitrogeno (N) desde las hojas al grano durante la senescencia. La senescencia
es el ultimo estadio del desarrollo foliar, involucra la activacién de numerosos genes y ha sido asociada con
el desarrollo de estrés oxidativo. La célula posee un sistema antioxidante que funciona desactivando espe-
cies reactivas de oxigeno que cuando es sobrepasado sobreviene la muerte celular. La regulacion fisiologica
y genética del proceso de senescencia todavia no esta clara. Los estudios genéticos en trigo son muy
complejos dado que presenta la caracteristica de ser una especie alohexaploide. Por ello se ha propuesto al
arroz (Oryza sativa L.) como modelo de estudio del genoma de los cereales, ya que es diploide y que su
genoma ya ha sido secuenciado.

Con el objetivo de determinar si el arroz puede utilizarse como especie modelo para el estudio de la
regulacién génica de la senescencia en trigo se compard la respuesta de plantas de trigo y arroz en ensayos
de senescencia inducida por deficiencia de N y por oscuridad. Las plantas se cultivaron en macetas con
vermiculita, en camara de cultivo a 25 + 1 °C con una irradiancia de 350 pmol m2 sy un fotoperiodo de 16
hluz/8 h oscuridad. Se regaron diariamente con solucion nutritiva conteniendo KNO, 10 mM (trigo) y NH,NO,
1 mM (arroz) como fuente de N. Para el ensayo de induccion de la senescencia por deficiencia de N las
plantas de trigo y arroz se dividieron en dos grupos. Uno de los grupos se reg6 con la solucién nutritiva
correspondiente (N+) mientras que el otro, se rego con solucion nutritiva carente de KNO, y NH,NO, (N-). Se
tomaron muestras de la 3° hoja a diferentes tiempos. Para el ensayo de induccidn de la senescencia por
oscuridad la 3° hoja de las plantas de trigo y arroz se corto por su base y se coloc6 en cajas con agua
destilada. Las hojas se incubaron en oscuridad o se mantuvieron bajo su ciclo normal de luz/oscuridad
como control. Se realizaron muestreos a diferentes tiempos. En todos los ensayos se midio la concentra-
cion de clorofila, proteinas y aminoacidos; y se analizé el cambio en el perfil de las proteinas foliares
mediante SDS-PAGE.

En el ensayo de induccion de la senescencia por deficiencia de N se observé que el proceso de senes-
cencia en las dos especies se indujo rapidamente. Se observd una mayor caida en la concentracién de
clorofila, proteinas y aminoacidos en las plantas N- que en las plantas crecidas con suplemento de N, asi
como también una reduccién en el nivel de proteinas foliares, principalmente, Rubisco (ribulosa bifosfato
carboxilasa-oxigenasa).

Cuando la senescencia fue inducida por incubacién de las hojas en oscuridad se observo una disminu-
cién en la concentracion de clorofila y proteinas junto con un aumento en la concentracion de aminoacidos
para ambas especies. Los niveles de Rubisco también disminuyeron durante la senescencia. En las hojas
de trigo el proceso de senescencia se acelerd durante la incubacion en oscuridad siendo mas rapido que en
arroz, mientras que en las hojas de arroz, el proceso de senescencia se precipité durante la incubacién en
luz. Cuando se midieron parametros de estrés oxidativo se observd que las hojas de ambas especies
manifestaron sintomas de estrés durante la incubacion en oscuridad; pero, si bien el arroz present6 concen-
traciones mas altas de ascorbato y mayor actividad de ascorbato peroxidasa que el trigo en oscuridad,
mostré una rapida caida en la actividad de catalasa en luz, o que podria explicar la rapida senescencia de
las hojas de arroz en estas condiciones.

Las diferencias obtenidas en este trabajo, entre las plantas de trigo y arroz, cuestionan el uso del arroz
como especie modelo para el estudio de la regulacion génica del proceso de senescencia en trigo.
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Abstract

Wheat (Triticum aestivum L.) bread quality depends widely on nitrogen (N) removilization from leaves to
the grains during senescence. Senescence is the final state of leaf development and it involves the activation
of numerous genes. It has been associated with the development of oxidative stress. Cells possess an
antioxidant system that functions disabling the reactive oxygen species but when this system fails, cellular
death overcomes. Physiological and genetic regulation of this process is not still clear. The fact that wheat is
an alohexaploid species, makes it very difficult to perform genetic studies. For this reason, in the last years
rice (Oryza sativa L.) has been proposed as a model for the study of cereals genome. Rice exhibits the
advantages of being a diploid species and having a completely sequenced genome.

In order to assess the possibility of using rice as a plant model for the study of sescence regulation in
wheat, rice and wheat plants behavior was compared in response to senescence induced by N deficiency
and darkness. Plants were grown in pots containing vermiculite as substrate in a growth chamberat 25+ 1
°C with an irradiance of 350 umol m-2 s and a photoperiod of 16 h light/8 h darkness. They were watered
daily with nutrient solution containing KNO, 10 mM (wheat) y NH,NO, 1 mM (rice). In the N deprivation assay
plants were divided in two groups. One of them was watered with the whole nutrient solution (N+) and the
other one was watered with nutrient solution lacking of KNO, and NH,NO, (N-). Samples of the 3 leaf were
taken at different times. In the dark-induced senescence assay, the 3" leaf of the wheat and rice plants was
cut at their base and placed in plastic boxes with distilled water. Leaves were incubated in darkness or
maintained under they irradiance growth conditions as control. Samples were taken at different times. In all
assays chlorophyll, protein and aminoacids content were measured and the protein profile of leaves extracts
was analyzed by SDS-PAGE.

When senescence was induced by N deprivation, a rapid progress of senescence could be observed in
both species. A fall in chlorophyll, protein and aminoacids concentration was observed in both N- plants and
N+ plants. A decrease in Rubisco content was also noticed as senescence proceeded.

In the dark-induced senescence assay, a rapid reduction in chlorophyll and protein concentrations was
observed for both species together with an increase in aminoacids concentration. Rubisco levels also de-
creased during senescence. In wheat plants, senescence was accelerated in darkness conditions and
proceeded in a faster way than in rice, while in rice plants senescence precipitated in leaves incubated in
ligth. When oxidative stress parameters were measured, it was observed that leaves of both species mani-
fested symptoms of oxidative stress. Although rice plants incubated in darkness presented higher concen-
trations of ascorbate and ascorbate peroxidase activity than wheat, they also showed a faster decrease in
catalase activity in leaves incubated in light. This differences in catalase behavior could explain the rapid
progress of senescence in rice leaves incubated under light conditions.

The results presented in this work present an objection to the use of rice as a model species for the study
of senescence regulation in wheat given the biochemical and physiological differences found between them
in this study.
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Introduccién

Los cereales juegan un rol central en los agroecosistemas del mundo, ocupando més del 50% del suelo
cultivable en zonas templadas. El hombre ha estado usando cereales como alimento desde mucho antes de
empezar a cultivarlos intencionalmente. La posibilidad de almacenar el grano de los cereales de una cose-
cha ala préxima le permitié sobrevivir largos periodos sin ningln otro alimento, de modo que se transforma-
ron en uno de los productos agricolas mas importantes en la tierra (Payne, 1983; Petret al, 1988).

Los cultivares de cereales actualmente en uso han sido producidos por seleccion e hibridizacién, lo que
en algunos casos ha llevado a la condicion de poliploidia. La transicion de especies de cereales salvajes a
cultivadas ha producido cambios en muchas otras caracteristicas y propiedades. Estos cambios han resul-
tado en un aumento de los requerimientos de estos cereales altamente desarrollados para condiciones
ambientales especificas conduciendo a un alto rendimiento (Petr et al, 1988).

Enlos paises en desarrollo, los cereales, especialmente el arroz, suministran el 70% de los requerimien-
tos energéticos diarios de sus habitantes y también proveen el 70% de los requerimientos proteicos (Payne,
1983). En paises con un alto nivel de vida el consumo directo de productos cerealeros provee entre el 20-
40% de la energia total y entre el 17-39% de las proteinas totales en los alimentos consumidos. Asimismo,
en los paises desarrollados, hay una gran demanda de granos para la alimentacion animal, que provee la
alta proporcién de proteinas contenidas en la carne, leche y huevos (Payne, 1983; Petret al, 1988).

Conjuntamente con la explosion poblacional y el aumento en el estandar de vida de muchos paises, el
consumo total de granos crece considerablemente. Esta situacion ha conducido a una discrepancia entre la
produccién y el consumo de granos, y ha convertido a la produccion de cereales en un tema de importancia
politica y econdmica en el mundo entero (Petret al, 1988).

Los granos de cereales proveen principalmente hidratos de carbono y son pobres en aceites y proteinas.
Generalmente no exceden el 15% de contenido proteico. Los granos de trigo y avena son los mas ricos en
proteinasy, los de maiz y arroz, los mas pobres (Payne 1983).

El almidon es el componente de los granos cuantitativamente mas importante. La cantidad y calidad del
almidén son muy importantes en la determinacion del rendimiento industrial, como también en la calidad
final en trigo y en maiz. Por otra parte, la cantidad y calidad de las proteinas son fundamentales para la
obtencion de una masa capaz de leudar en el caso del trigo (Uhart, 1998).

Las proteinas de los cereales se clasifican, de acuerdo a sus caracteristicas de solubilidad, en cuatro
fracciones: albuminas, globulinas, gliadinas y gluteninas (Payne, 1983). Las albiminas y globulinas, o
proteinas citoplasmaticas, son proteinas solubles en agua y tienen funciones metabdlicas y estructurales.
Se localizan principalmente en el embrién y en la periferia del grano. Las gliadinas y gluteninas son protei-
nas insolubles en agua, llamadas de reserva, forman el gluten y permiten la elaboracion de la masa panade-
ra. Se localizan en el endosperma en forma de inclusiones denominadas corpusculos o cuerpos proteicos y
constituyen la fraccién proteica mas importante cuantitativa y cualitativamente. Los cuatro grupos de protei-
nas varian considerablemente en su composicion aminoacidica (Uhart, 1998). Todas ellas son ricas en
glutamina o asparragina y actian como fuente de reserva de nitrégeno (N) para el rapido crecimiento del
embrién durante la germinacion temprana (Payne, 1983). A su vez, las gliadinas son pobres en lisina,
mientras que las albaminas y las globulinas son mas ricas en este aminoacido. La deficiencia en la calidad
nutricional del trigo, asi como el sorgo, el maiz y la cebada, es atribuible a su alto contenido de gliadinas
(Payne, 1983; Uhart, 1998; Passarellay Savin, 2003).

La calidad de los granos es la razén por la cual solo se cultiva un pequefio porcentaje de especies en
relacion con las existentes. Por lo tanto, la definicion de calidad depende del uso final del producto y se
encuentra determinada por los requerimientos especificos de aquellos que desean moler, procesar o consu-
mir un grano determinado, mas que por las propiedades inherentes a dicho grano (Payne, 1983; Passarella
y Savin, 2003). El concepto de calidad es variable, ya que depende del criterio especificado con relacion al
mercado y la industria que utilice dichos granos y, es ademas dinamico, ya que se modifica en el tiempo con
los distintos usos y necesidades de cada region o pais, que puede cambiar de acuerdo a nuevos conoci-
mientos o criterios de evaluacion (Uhart, 1998; Savin y Sorlino, 2003). Por ultimo, la calidad de los granos
esta afectada por factores genéticos, como la eleccién del genotipo a sembrar, y por factores ambientales.
Dos de los factores ambientales que pueden alterar la cantidad y composicion de las proteinas de modo
mas notorio son la disponibilidad de N y las altas temperaturas durante el periodo de llenado de los granos
(Saviny Sorlino, 2003).

Calidad panadera del trigo
El trigo pan (Triticum aestivum L.) es una de las especies de trigo mas cultivadas en el mundo y de
especial importancia en el desarrollo econémico y cultural del hombre.
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Las proteinas del grano de trigo merecen ser especialmente consideradas debido a su papel fundamen-
tal, tanto desde el punto de vista nutritivo como por sus efectos sobre la calidad industrial de este cereal. Las
proteinas estan presentes en todos los tejidos del grano, encontrdndose en mayor proporcion en el germen
y en la capa de aleurona que en el endospermay en el pericarpio (Uhart, 1998).

Las gliadinas y las gluteninas son los principales constituyentes del gluten de trigo. La calidad panadera
del trigo esta determinada por un grupo de proteinas denominadas «gluteninas de alto peso molecular»
(Payne, 1987). El balance entre gliadinas y gluteninas junto con el porcentaje total de proteinas determina,
entre otras cosas, que la masa tenga las propiedades ideales para la panificacion (Passarella y Savin,
2003). Por lo tanto, el gluten de trigo es determinante de la estructura del pan al conferir a la harina propie-
dades elasticas, por lo que es un cereal con aptitud panadera (Uhart, 1998).

El contenido total de proteinas en el grano de trigo es uno de los factores determinantes de su precio
internacional. Un grano de trigo con un porcentaje proteico menor al 11% no sirve para la panificacion. En
Argentina, el porcentaje de proteinas en el grano ha ido decreciendo en los Ultimos afios. Considerando
esto, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos (SAGPyA) lanz6 un Programa de Mejora-
miento de la Calidad de Trigo Argentino modificando el estandar de comercializacion por el cual se sumara
2% de bonificacion en los precios por cada punto adicional de proteinas logrado por los productores (Savin
y Sorlino, 2003).

Esta caida en la calidad panadera del trigo puede atribuirse a la caida en la fertilidad de los suelos, ala
escasa fertilizacion nitrogenada debido a los elevados costos, al aumento en el rendimiento por variedades
gue requieren una demanda mayor de N y a las politicas de mejoramiento que priorizaron por afios el
rendimiento a expensas de la calidad. Las dindmicas de acumulacién y removilizacién de Ny carbono (C) en
la planta estan asociadas con la calidad y concentracion de proteinas en el grano. En las plantas de trigo la
acumulacion del 75-85% de N que tendran en la cosecha se produce antes de la antesis. Este N sera
posteriormente removilizado a la espiga durante el llenado de los granos, hecho que ocurre durante la
senescencia, por esta razén es importante comprender la regulacién de este proceso (Uhart, 1998).

EI'N es un componente esencial de la mayoria de las macromoléculas biolégicas y es el macronutriente
gue las plantas requieren en mayor cantidad constituyendo un factor limitante para las mismas (Feller y
Keist, 1986). En plantas como el trigo, el N absorbido del suelo es asimilado principalmente en las células
del mesofilo de las hojas maduras, denominadas fuente. Los primeros productos estables de esta asimila-
cién son los aminoacidos, los que pueden ser almacenados, utilizados para la sintesis proteica o removili-
zados via floema hacia los tejidos llamados destino, como lo son las hojas jévenes, raices y 6rganos
reproductivos (Dalling, 1985).

Absorcion y asimilacion de nitrégeno

EI N se encuentra en el suelo en bajas concentraciones y su disponibilidad cambia en periodos cortos,
por ello las plantas han desarrollado sistemas de incorporacion de compuestos nitrogenados de alta eficien-
cia en las células de la raiz (Crawford, 1995), de forma que la entrada neta de un nutriente depende de las
necesidades de la planta y no solo de la disponibilidad del mismo en el medio circundante de la raiz (Lawlor,
2002).

Las raices poseen sistemas de transporte activo de baja y alta afinidad para la absorcién de compuestos
nitrogenados (Oaks, 1994, Crawford, 1995). La reduccion del nitrato (NO,") se puede llevar a cabo tanto en
las raices como en los vastagos (Dalling, 1985). Este proceso involucra dos reacciones catalizadas por las
enzimas nitrato reductasa (NR) que cataliza la reduccion del NO," a nitrito (NO,) en el citosol; y nitrito
reductasa (NiR) que reduce el NO, toxico para la planta a amonio (NH,*) (Lawlor, 2002).

EINH," puede ser absorbido directamente del suelo y ademas es continuamente generado por procesos
anabdlicos y catabdlicos en las hojas. Pudiendo causar toxicidad si se acumula en los tejidos y no es
incorporado a los compuestos organicos (Lawlor, 2002).

Transporte y removilizacion de nitrégeno

A través de la planta se dan flujos de solutos que permiten la interaccién entre si de los distintos érganos.
El transporte por el xilema va desde las raices hacia las laminas de las hojas, mientras que en el floema el
flujo es bidireccional. Las hojas completamente expandidas son las fuentes principales del floema mientras
que las hojas en desarrollo, los érganos reproductivos y las raices son los principales destinos (Simpson,
1986).

El N requerido para el crecimiento del vastago es transportado desde las raices via xilema como una
mezcla de N inorganico y organico, siendo el NO, y los aminoacidos las formas predominantes (Simpson,
1986). Cuando la planta estéa creciendo con NO, como fuente principal de N y la reduccion ocurre principal-
mente en las hojas, se generan grandes cantidades de acidos organicos fuertes que, para mantener el pH
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interno de la célula, son transportados hasta las raices por el floema. Como los niveles de N se estabilizan
en las hojas completamente expandidas, gran parte del N entrante es re-exportado hacia los destinos
principales por el floema. A lo largo de este recorrido el N organico sufre un ciclado entre las hojas y las
raices por floema y xilema pudiendo ser transferido de un punto a otro (Dalling, 1985).

Durante el crecimiento vegetativo, la tasa de reduccion de NO_, la sintesis de carboxilatos y de aminoa-
cidos es alta. La mayoria de los aminoacidos seran utilizados para la sintesis de proteinas, mientras que los
carboxilatos se transportaran a la raiz. (Lawlor, 2002) Durante la formacién de los 6rganos reproductivos, la
reduccion de NO, en las hojas disminuye, a la vez que la exportacion desde las hojas es incrementada por
la removilizacion de N desde los 6rganos fuente. La mayoria del N traslocado esta destinado para el llenado
de los granos (Feller y Keist, 1986).

Con el fin de utilizar el N disponible en los 6rganos vegetativos, la planta debe senescer (Dalling, 1985).
Este proceso esta caracterizado por la transicion desde la asimilacién de N a la removilizacion del mismo
(Feller y Fischer, 1994; Buchanan-Wollaston, 1997). La removilizacion desde las hojas senescentes es
importante en los cultivos de semillas (Feller y Keist, 1986), en procesos como el desarrollo de las hojas
jovenes, o en la determinacion del contenido de proteinas del grano en cereales y legumbres (Caputo y
Barneix, 1997). Una relacion estrecha entre la removilizacién de N en hojas senescentes y el llenado de los
granos pudo ser observada en trigo y arroz (Oryza sativa L.) (Feller y Keist, 1986). En hojas maduras de
trigo, el N es removilizado desde las hojas senescentes a los granos. Durante la maduracién las capas de
las células periféricas de los granos senescen y el N removilizado queda disponible para el embrién y para
la formacion de proteinas de almacenamiento en el endosperma (Feller y Keist, 1986).

Senescencia

Las plantas son implacables recicladores de recursos y lo hacen empleando la senescencia y la muerte
para la reasignacion de recursos (Thomas et al, 2003). Sus 6rganos fotosintéticos especializados, las
hojas, hacen que la planta invierta mucha energia y nutrientes en la produccion de las mismas. Después de
un periodo fotosintético productivo, la contribucion de fotosintatos de la hoja disminuye y entran en el Gltimo
estadio del desarrollo: la senescencia (Quirino et al, 2000; Yoshida, 2003).

A pesar de que la senescencia progresa con la edad, no es un simple proceso de envejecimiento. El
proceso de envejecimiento es una acumulacion pasiva de lesiones con la edad, sin referirse a la muerte
COMO una consecuencia, mientras que la senescencia siempre termina con la muerte (Smart, 1994; Noodén
etal, 1997). Sin embargo, esta demostrado que la senescencia puede ocurrir en forma independiente de la
edad ya que puede ser inducida en tejidos jovenes y también puede acontecer en forma independiente de la
muerte puesto que puede ser revertida (Buchanan-Wollaston, 1997; Bochman, 2002; Thomas et al, 2003).

La senescencia foliar es un proceso desencadenado tanto por factores ambientales como genéticos,
particularmente a través de la produccién de fitohormonas como las citocininas, etileno y acido abscicico
(ABA), que la aceleran o retrasan (Feller y Fischer, 1994). Las citocininas, producidas principalmente en la
raiz, bajan los niveles de clorofilasa, nucleasas y proteasas en las hojas de algunas especies durante la
senescencia, retardando la pérdida de proteinas, ARN y clorofila. Cuando empieza la senescencia se produ-
ce un marcado descenso de los niveles de citocininas en el xilema, lo que sugiere que una disminucion de
estos compuestos podria estar relacionada con la induccion de la senescencia (Smart, 1994). Ademas, una
aplicacion externa de citocininas generalmente retarda la senescencia (Gan y Amasino, 1997). A diferencia
de las citocininas, el etileno y el ABA aceleran la senescencia junto con el jasmonato (Feller y Fischer,
1994; Cheny Kao, 1998; Lin et al, 2002).

A nivel celular, la senescencia se desenvuelve de una manera ordenada. Los cloroplastos, que contienen
la mayoria de las proteinas celulares de una hoja, son una de las primeras organelas en ser blanco del
catabolismo (Quirino et al, 2000). La enzima Rubisco (ribulosa bifosfato carboxilasa-oxigenasa) es la enzi-
ma clave en la fotosintesis y la proteina foliar predominante. Esta enzima cataliza dos reacciones competi-
tivas; la carboxilacion y oxigenacion de la ribulosa bifosfato (RuBP) y esta localizada en el estroma de los
cloroplastos, representando mas del 50% de las proteinas solubles en las hojas verdes (Makino et al, 1984).
Durante la senescencia ésta proteina es rapidamente degradada (Feller y Keist, 1986) y sirve como la fuente
simple mas importante de N para el grano en desarrollo (Dalling, 1985). Otras organelas como los peroxiso-
mas, también pasan por cambios bioquimicos mientras ocurre la senescencia. El nlcleo, necesario para la
transcripcion génica, y las mitocondrias, necesarias para proveer energia, se mantienen intactos hasta las
etapas mas tardias de la senescencia (Quirino et al, 2000). La vacuola es la organela mas grande de las
células vegetales y en ella se encuentra una variedad de actividades hidroliticas (Feller y Keist , 1986)
incluyendo un gran nimero de proteasas (Vierstra, 1996; Roberts et al, 2003). Por este motivo también
puede contribuir al metabolismo en hojas senescentes (Feller y Fischer, 1994), incluso en los Ultimos pasos
de la degradacion de la clorofila (Smart, 1994). El rol de esta organela no esta totalmente claro; se considera
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gue contribuye poco a la degradacion total de proteinas en una célula vegetal tipica y que actla durante las
etapas finales de la senescencia degradando cualquier remanente citoplasmatico después de la ruptura del
tonoplasto (Vierstra, 1996). La protedlisis proporciona un mecanismo para la sintesis de proteinas y la
reutilizacién de N para mantener la homeostasis celular y el crecimiento (Ho et al, 2000).

Los sintomas visibles de la senescencia se relacionan con la degradacion de muchas macromoléculas
complejas responsables de la apariencia de la planta. Un ejemplo de ello es la pérdida de clorofila, que
empieza tipicamente en los margenes de la hoja y progresa hacia el interior (Quirino et al, 2000). El mesoéfilo
de la hoja empieza a perder su color verde y se vuelve amarillo o rojo (Smart, 1994). Esta manifestacion
visible es resultado de la pérdida de clorofila durante el desmantelamiento de los cloroplastos y la sintesis
de nuevos compuestos como fenoles y antocianinas. Al mismo tiempo ocurren muchos otros eventos cata-
bélicos, tales como la degradacién de lipidos y acidos nucleicos. De acuerdo con el rol removilizante del
programa de senescencia, la degradacion de proteinas esta acompafiada por un aumento en la cantidad de
aminoacidos (Quirino et al, 2000).

Genéticamente, la senescencia esta regulada por una expresion diferencial que involucra la activacion de
genes especificos denominados genes asociados a la senescencia (SAG por Senescence Associated
Genes) y a larepresion de otros (Dangl et al, 2000; Yoshida, 2003). El andlisis de estos SAG ha resultado
en la identificacién de un ndmero de genes involucrados en el salvataje o proteccién de funciones. Esto
incluye genes que codifican para proteasas, nucleasas, enzimas involucradas en el metabolismo de lipidos,
carbohidratos y N y otras enzimas involucradas en la removilizacién de nutrientes. Otra clase de secuencias
codifica para funciones de respuesta a estrés y finalmente muchas secuencias clonadas no tienen un rol
definido (Bleecker, 1998).

El aislamiento de genes regulatorios, especialmente genes que controlan el desarrollo de la senescencia
dependiente de la edad, es fundamental para comprender el mecanismo de la senescencia foliar (Nam,
1997).

Para simplificar el estudio de la senescencia foliar, se han utilizado diferentes sistemas modelos, tales
como la incubacién en oscuridad de hojas cortadas o segmentos de hojas (Feller y Fischer, 1994; Vierstra,
1996) que permiten la induccion de la senescencia de una manera uniforme y rapida. Aunque estos siste-
mas otorgan ventajas al estudio, no se puede asumir que representan verdaderamente al sistema natural de
senescencia en la planta (Smart, 1994).

Senescencia foliar como una forma de muerte celular programada

La muerte celular programada (MCP) es un término amplio que refiere al proceso por el cual las células
promueven su propia muerte a través de la activacion de sistemas de autodestruccion. Actualmente esta
aceptado que muchos procesos de desarrollo de las plantas y respuestas a estrés ocurren a través de MCP
(Gany Amasino, 1997).

La apoptosis es la forma principal de muerte celular, definida por caracteristicas morfoldgicas y bioquimi-
cas distintivas que incluyen condensacion y fragmentacién de cromatina, condensacioén citoplasmatica,
vacuolizacion y formacion de cuerpos apoptoticos (Lee y Chen, 2002). El principal evento molecular descrito
es el patrén especifico de clivaje del ADN, detectado usando electroforesis en geles de agarosa. Tipicamen-
te las bandas de ADN que aparecen en el gel corresponden a multiplos de 180 pb debido a la escision
internucleosomal de los fragmentos de cromatina (Danon et al, 2000). Sin embargo, en estudios realizados
en arroz la fragmentacion del ADN no estuvo acompafiada por la generacion de fragmentos oligonucleoso-
males, por lo que esta en discusion que la MCP durante la senescencia foliar en arroz sea apoptética (Lee
y Chen, 2002).

En plantas, la muerte celular selectiva es necesaria durante el desarrollo y también ocurre en respuesta
al ataque de patdgenos y respuestas al estrés (Yoshida, 2003). Este tipo de MCP fue descrita durante el
desarrollo del endosperma, la partenogénesis diploide, el desarrollo de las anteras, la muerte de las células
de la capa de aleuronay la diferenciacion del xilema (Danon et al, 2000; Lee y Chen, 2002).

Estrés oxidativo y senescencia

Las plantas frecuentemente experimentan estrés, cuando las condiciones externas afectan negativa-
mente el crecimiento, desarrollo, o productividad. Estos estréses pueden ser bidticos o abidticos, estos
ultimos producidos por un exceso o déficit en el habitat fisico o quimico (Bray et al, 2000). Las condiciones
de estrés inducen la senescencia foliar y en consecuencia, la removilizacion de N y otros nutrientes. Uno de
los factores de estrés que mas frecuentemente sufren las plantas de trigo es la deficiencia de N. Los
sintomas de la deficiencia incluyen la clorosis, el estrechamiento de las hojas y la llamada «punta quema-
da» (Makino et al, 1984; Meiy Thimann, 1984).

El estrés oxidativo resulta de condiciones que promueven la formacion de especies reactivas de oxigeno
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(ROS por Reactive Oxygen Species) que dafian o matan las células. Las ROS son formadas durante reac-
ciones de 6xido-reduccion y durante la reduccion incompleta del oxigeno o la oxidacion del agua. Ejemplos
de estas ROS son el peroxido de hidrégeno (H,0,), los radicales hidroxilo (OH") y perhidroxilo (O,H) (Jimé-
nez et al, 1998). Estas moléculas reactivas son altamente destructivas para lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. No obstante, estas ROS son requeridas para la lignificacion y funcionan como sefiales en la
respuesta de defensa ante patégenos. Las plantas se deshacen de éstas moléculas reactivas mediante el
uso de sistemas de defensa con antioxidantes presentes en diferentes compartimentos subcelulares. Cuan-
do los sistemas de defensa fallan, sobreviene la muerte celular (Prochazkova et al, 2001). El sistema
antioxidante de defensa incluye antioxidantes enzimaticos y no enziméticos (Bray et al, 2000). Entre las
enzimas antioxidantes se encuentran la superdxido dismutasa, catalasa, peroxidasa y ascorbato peroxida-
sa (APX). Los antioxidantes no enzimaticos incluyen ascorbato (vitamina C), glutation, a-tocoferol (vitamina
E), &-caroteno y flavonoides (del Rio et al, 1998).

La susceptibilidad a estrés oxidativo depende en general del balance entre la produccion de oxidantes y
la capacidad antioxidante de la célula (Pastori y del Rio, 1997; del Rio et al, 1998). En células vegetales, los
cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas son generadores intracelulares de ROS (Jiménez et al, 1998).

¢Un nuevo modelo para el estudio de la senescencia?

La mayoria de los estudios genéticos realizados en plantas, incluyendo el estudio de la senescencia,
hasta el momento son sobre Arabidopsis thaliana, una dicotiledénea tomada como modelo debido a su
pequefio genoma. Sin embargo, la mayoria de los cultivos de importancia alimenticia como el trigo, maiz,
cebada, sorgo, cafia de azucar y arroz, son monocotileddneas gramineas, y por lo tanto su fisiologia,
bioquimica y genética difieren mucho de las dicotiledoneas (Bennetzen, 1999; Qiaoping et al, 2001).

El trigo es una especie alohexaploide cuyos 42 cromosomas estan divididos en tres genomas A, By D.
La similitud entre los cromosomas de los distintos genomas hace que se los llame homdlogos (Gallego et
al, 1998). Estos genes homalogos contribuyen al enmascaramiento fenotipico de las mutantes recesivas y
a un menor desarrollo de mapas genéticos (Gale et al, 2003). Todo esto representa un serio inconveniente
para la identificacion de los genes involucrados en la removilizacion de N y en la acumulacién de proteinas
en el grano de trigo.

En los ultimos afios se ha propuesto al arroz como segundo modelo de estudio, ya que ademas de ser
el cultivo nimero uno en la produccidon mundial, posee el genoma mas pequefio de las monocotiledéneas
anteriormente nombradas (440 Mb), una competencia de transformacién razonable y un mapa genético
detallado. Estudios comparativos con marcadores de ADN han indicado un contenido genético similar y una
colinealidad a lo largo del mismo entre el arroz y otras gramineas, sugiriendo que el arroz puede proveer
amplia informacion para la caracterizacion de genomas de gramineas mas extensos, como el trigo (16000
Mb) y permitiria una comparacién entre el modelo de dicotiledéneas (Arabidopsis) y la mayoria de las
monocotiledéneas de importancia econémica (Qiaoping et al, 2001; Travis, 2002).

Objetivo

Objetivo mediato
Comprender la regulacién del mecanismo de transporte de nitrdgeno desde las hojas al grano de trigo
durante la senescencia.

Objetivo inmediato
Estudiar y comparar la respuesta de plantas de trigo y arroz en ensayos de senescencia inducida por
deficiencia de nitrdgeno y por oscuridad con el objeto de determinar si el arroz puede utilizarse como
planta modelo para el estudio de la senescencia en trigo.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las plantas de trigo (Triticum aestivum L. var. Pro INTA Isla Verde) y de arroz (Oryza sativa L. var. El
Paso) se cultivaron en cdmara de cultivo con una irradiancia de 350 pumol m2s?y un fotoperiodo de 16 h luz/
8 h oscuridad, a temperatura controlada (25 + 1 °C).

Las semillas de trigo se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio 5% (v/v) durante 5
minutos en agitacion constante y posteriormente se lavaron con abundante agua destilada. Las semillas de
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arroz se remojaron en agua destilada a temperatura ambiente durante dos dias. Finalmente, las semillas de
ambas especies se pusieron a germinar en bandejas de plastico con papel absorbente humedecido. Las
plantulas se trasplantaron a macetas de plastico de 12 cm de diametro, utilizando vermiculita hGmeda como
sustrato.

Las plantas de trigo se regaron diariamente con solucion nutritiva conteniendo KNO, 10 mM segun
Hoagland y Arnon (1950) y las plantas de arroz también se regaron diariamente con solucion nutritiva conte-
niendo NH,NO, 1 mM segun el protocolo de Makino et al (1984).

Andlisis del crecimiento

A partir del dia de trasplante de las plantulas de trigo y de arroz, se midié diariamente la expansion foliar
y se le asignaron valores arbitrarios previamente establecidos: por cada hoja completamente expandida se
sumo un (1) punto, y a las parcialmente expandidas, una fraccion de uno (1).

Tratamientos para lainduccion de la senescencia

Deficiencia de nitrégeno

Transcurridos 15 dias de crecimiento (contados a partir del dia de trasplante), las plantas de trigo y arroz
se dividieron en dos grupos. Uno de los grupos se regé diariamente con la solucidn nutritiva correspondiente
(N+). Las macetas del otro grupo (N-) se lavaron con exceso de H,O destilada para eliminar los posibles
nutrientes retenidos en la vermiculita. Para mantener la condicion de deficiencia de N (grupo de macetas N-
), las plantas de trigo se regaron con solucion nutritiva carente de KNO, y las plantas de arroz se regaron con
solucion nutritiva carente de NH,NO.,.

Se tomaron muestras a diferentes tiempos de la tercer hoja (la Gltima hoja totalmente expandida) de
cada planta. Las hojas se pesaron, se congelaron en N liquido y se conservaron en freezer a-50 °C.

Hojas cortadas incubadas en oscuridad

Alos 18 dias después del trasplante, la tercer hoja de las plantas de trigo se cort6 por su base. Las hojas
se pesaron y se colocaron en cajas de plastico con tapa no hermética con agua destilada, creando de ésta
manera un ambiente de caAmara himeda para evitar la desecacién. Un grupo de cajas se incub6 en oscuri-
dad continua para inducir senescencia y otro grupo se mantuvo bajo el ciclo normal de luz/oscuridad como
control. Se tomaron muestras a diferentes tiempos congelando las hojas en N liquido y conservandolas en
freezera—50 °C.

Al dia 27 posterior al trasplante, se realizé el mismo procedimiento con hojas de las plantas de arroz.

Preparacion de los extractos

Deficiencia de nitrégeno

Para la preparacién de los extractos tanto las hojas de trigo como las de arroz fueron molidas con N
liquido en mortero frio. El polvo obtenido fue extraido con buffer de extraccion (buffer fosfato de sodio 50 mM
pH 8, &mercaptoetanol 1 mM, glicerol 20% (v/v) y polivinilpolipirrolidina (PVPP) 1% (p/v) usando 3 ml de
buffer por cada gramo de peso fresco de hoja.

Los homogenatos fueron filtrados con gasa y se centrifugaron a 100.000 xg por 1 hora en ultracentrifuga.
El sobrenadante (denominado S ) fue utilizado como fuente para las determinaciones bioquimicas.
Hojas cortadas incubadas en oscuridad

La preparacion de los extractos vario de acuerdo a la determinacién bioquimica realizada.

Determinaciones bioquimicas

Clorofila

La concentracién de clorofila se determind segin el método de Arnon (1949). Se tomaron 100 il del
homogenato sin centrifugar y se agregaron 900 il de acetona 80% (v/v). Las muestras se centrifugaron a
16.000 xg durante 10 minutos y se midio la absorbancia a 652 nm en el sobrenadante.

Proteinas

La concentracion de proteinas se midio de acuerdo al método de Bradford (1976) utilizando seroalbdmina
bovina como estandar.
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Aminoécidos

La concentracion de aminoacidos se midi6 segun el método descrito por Yemm y Cocking (1955). Se
tomaron 100 il del S, y se agregaron 400 il de acido tricloroacético (TCA) 5% (p/v) para precipitar las
proteinas presentes. Las muestras se dejaron reposar durante 15 minutos en hielo y se centrifugaron a
16.000 xg por 15 minutos. Un volumen variable del sobrenadante (hasta 500 pl) se mezclé con 250 pl de
buffer citrato de sodio 0,2 M pH 5, 100 pl de una solucién de ninhidrina 5% (p/v) en metilcelosolve (éter
monometilico del etilenglicol), y 500 pl de KCN 0,2 mM en metilcelosolve. Una vez homogeneizadas las
muestras se calentaron durante 15 minutos a 100 °C, se dejaron enfriar y se midié la absorbancia a 570 nm.

La curva de calibracion se realizé con una solucion estandar de glicina 15 pg/ml.

Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

El perfil de proteinas de las muestras se analizé por SDS-PAGE 15% segun Laemmli (1970). Las mues-
tras se prepararon en buffer de siembra (SDS 2.3% (p/v), amercaptoetanol 5% (v/v), glicerol 10% (v/v), Tris-
HCI 0,0625 M pH 6,8, azul de bromofenol 0,025% (p/v)), se calentaron a 100 °C durante 5 minutos. La
electroforesis se realizé a 200 V durante 50 minutos. Las proteinas se visualizaron por tincién con Coomas-
sie Brilliant Blue R-250. Los geles se cuantificaron por densitometria con el programa UVP Gel Prot.

Determinacién bioquimica de parametros indicadores de estrés oxidativo

Peroxido de hidrégeno (H,0,)

El nivel de H,O, se midi6 seguin el método de Janay Choundri (1981). El material vegetal fue homogenei-
zado usando 10 ml de buffer fosfato de potasio 50 mM pH 6,8 con el agregado de PVPP 1% (p/v) por cada
gramo de peso fresco de hoja y centrifugado a 8.000 xg durante 20 minutos. Los niveles de peréxido de
hidrégeno en 1 ml de sobrenadante se detectaron por agregado de 0,3 ml éxido de sulfato de titanio 0.1% (v/
v) en &cido sulfarico (H,SO,) 20% (v/v) y centrifugacion a 9.500 xg durante 30 minutos. Se midio la absorban-
ciaa 410 nm en el sobrenadante. Para realizar la curva de calibracion se utilizé como estandar H,0,0,01 M
procesado de la misma forma.

Ascorbato

El contenido de ascorbato se midié segin el método de Law et al (1983). Este ensayo se basa en la
reduccion de Fe* a Fe? por el ascorbato en solucion acida. El material vegetal se homogeneizé con 3 mlde
TCA 10% (p/v) por cada 0,3 gramos de peso fresco de hoja y se centrifugd a 18.000 xg durante 20 minutos.
El pH del sobrenadante se ajusto a 5,5- 6,5 con 2 ml de buffer fosfato de sodio 150 mM pH 6,4 y 240 ul de
hidroxido de sodio (NaOH) 4 M. Se mezclaron secuencialmente 200 pl de las muestras con 100 ul de H,0,
200 pl de TCA 10% (p/v) y 200 pl de acido fosforico (H,PO,) 44% (v/v). La reduccion del Fe* por el ascorbato
se detecto por el agregado de 200 pl de bipiridilo 4% (p/v) y 100 ul de cloruro férrico (FeCl,) 3% (v/v). La
reaccion se llevo a cabo protegiendo los tubos de la luz a partir del agregado de bipiridilo debido a la
fotosensibilidad del mismo. Se midi6 la absorbancia de las muestras a 525 nm. Para realizar la curva de
calibracién se utilizé una solucion de ascorbato 1 mM diluido en buffer fosfato de sodio 150 mM pH 6,4.

Malondialdehido (MDA)

La concentracion de MDA se determiné como indicador de peroxidacion de lipidos segin Heath y Parc-
kers (1968). Las muestras se homogeneizaron con 10 ml de TCA 20% (p/v) por cada gramo de peso fresco
de hoja y posteriormente se centrifugaron a 18.000 xg durante 20 minutos. Se tom6 1ml del sobrenadante y
se agreg0 igual volumen de reactivo de determinacién (acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (v/v) en TCA 20% (p/
v)) méas 100 pl de butilhidroxitolueno (BHT) 4% (v/v) en etanol. Luego se enfriaron las muestras en bafio de
hielo y se centrifugaron a 900 xg durante 3 minutos. Se midi6 la absorbancia a 532 nm en el sobrenadante
contra un blanco de 2 ml de TBA, sustrayendo la absorbancia de turbidez a 600 nm. La cantidad de malon-
dialdehido se calcul6 en base al coeficiente de extincion molar del MDA a 532 nm de 155 mM2cm™.

Ascorbato peroxidasa (APX)

La actividad de la enzima ascorbato peroxidasa fue determinada seguin Nakano y Asada (1987). El
material vegetal se homogeneiz6 con 10 mi de buffer de extraccion (fosfato de potasio 50 mM pH 7,8, acido
ascorbico 5 mM, EDTA 1 mMy PVPP 1% (p/v)) por cada gramo de hoja de trigo y con 20 ml de buffer de
extraccién por cada gramo de hoja de arroz. Las muestras se centrifugaron a 18.000 xg durante 20 minutos
y se determiné la absorbancia a 290 nm en 50 ul del sobrenadante con 395 pl de buffer fosfato de potasio 50
mM pH 7, 50 ul de ascorbato 5mMy 5 pl de H,O, 0,1 M. La cantidad de ascorbato oxidado se calcul6 segun
el coeficiente de extincion molar del ascorbato a 290 nm de 2,8 mM*cm. Se realizaron dos controles de
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reaccion: sin extracto (para considerar la posibilidad de oxidacion no enzimatica del ascorbato) y sin H,O,
(para considerar la oxidacion del ascorbato dependiente de perdxido).

Catalasa

La actividad de la enzima catalasa en la descomposicion del H,0, fue determinada segun el método de
Aebi (1984). El material vegetal se homogeneiz6 en frio con 10 ml de buffer de extraccion (buffer fosfato de
potasio 50 mM pH 7,8, Tritén X-100 0,5% (v/v), EDTA 0,5 mMy PVPP 1% (p/v)) por cada gramo de peso
fresco de hojay se centrifugé a 18.000 xg durante 20 minutos. Se determind la absorbancia a 240 nm en 25
ul de sobrenadante con el agregado de 470 pl de buffer de determinacion (buffer fosfato de potasio 50 mM pH
7)y 5 ulde H,0, 50 mM. Se realiz6 un control sin H,O, para determinar la pérdida inespecifica de peroxido
y finalmente la reduccion de H,O, se calcul6 en base al coeficiente de extincion molar del H,0, a 240 nm de
28 mMicm,

Resultados
Andlisis del crecimiento

Curva de expansion foliar

El desarrollo de las plantas de trigo (Triticum aestivum L.) y arroz (Oryza sativa L.) fue seguido desde la
germinacioén hasta el periodo de macollaje en un tiempo de aproximadamente 20 dias para ambas especies
(Fig. 1).

En cuanto a las caracteristicas macroscopicas, se observé que las plantas de trigo tenian hojas de color
verde oscuro y eran mas anchas desde su base que las plantas de arroz, que tenian hojas de color verde
claro y eran mas angostas (Fig. 1).

Durante la etapa de germinacién se advirtié que las plantas de trigo germinaban en tres dias mientras que
las de arroz, en 4-5 dias (se tom6 como indice de la germinacion la aparicién de la radicula). Luego del
trasplante de las plantulas se continué midiendo la expansion foliar y los datos se utilizaron para graficar una
curva de desarrollo en funcién del tiempo (Fig. 2). A los 14 dias las plantas de trigo presentaron seis hojas
totalmente expandidas. Mientras que, las plantas de arroz presentaron solamente dos hojas totalmente
expandidas (Fig. 2).

TRIGO

Figura 1. Plantas de trigo (Tritcum aestivum L.) y arroz

(Oryza sativa L.) de 25 dias.
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16 20 24
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Figura 2. Curva de desarrollo foliar de plantas de trigo

(@) y arroz (e).

Cambios ocurridos durante la induccion de la senescencia por
deficiencia de nitrégeno

Cambios en laconcentracion de clorofila, proteinas solubles y aminoacidos

Todos los parametros observados disminuyeron con el tiempo en ambas especies, pero la disminucién
fue mucho mas rapida cuando las plantas fueron sometidas a la deficiencia de N.

La concentracion de clorofila fue inicialmente mayor en las plantas de trigo que en las de arroz (Fig. 3 A
y B). La caida de la concentracion de clorofila fue inicialmente mas lenta en trigo que en arroz, pero se
aceler6 luego de 10 dias de deficiencia. Al cabo de 13 dias en las plantas de trigo casi el 80% del contenido
inicial de clorofila habia sido degradado (Fig. 3 A). En las plantas de arroz (Fig. 3 B), también pudo observar-
se que transcurridos 15 dias de tratamiento la concentracién de clorofila se redujo en un 80%. El contenido
de clorofila en las plantas de trigo N+ (Fig. 3 A) disminuy6 sélo un 25% al final del tratamiento mientras que
en las plantas de arroz (Fig. 3 B), un 60% de la concentracién de clorofila habia sido degradado. Al cabo de
14 dias la 3° hoja de trigo estaba tan deteriorada que no se siguié muestreando. En cambio el muestreo en
arroz dur6 hasta el dia 19.

La concentracién de proteinas solubles fue similar en ambas especies al inicio del experimento (Fig. 3C
y D), y disminuyé més rapidamente en trigo que en arroz. Al final del tratamiento de deficiencia de N (15 dias
paratrigo y 19 dias para arroz) la degradacion de proteinas alcanzd el 90% en las plantas de trigo (Fig. 3 C)
y el 70% en las plantas de arroz (Fig. 3 D). El contenido de proteinas en las plantas de trigo cultivadas con
suplemento de N (Fig. 3 C) disminuy6 un 45% al final del tratamiento. Mientras que en las plantas de arroz
(Fig. 3 D) la degradacion de proteinas fue del 50%.

La concentracidon de aminoacidos solubles fue inicialmente mas alta en arroz (Fig. 3 E'y F) aunque la
disminucion durante el periodo de deficiencia fue mas rapida en trigo. Al final del ensayo, las plantas de trigo
mantenidas con deficiencia de N redujeron su concentracién de aminoéacidos en un 80% (Fig. 3 E) y las
plantas de arroz en un 50% (Fig. 3 F). El contenido de aminoacidos en las hojas de plantas de trigo
cultivadas con suplemento de N al final del tratamiento disminuy6 al 40% (Fig. 3 E) mientras que en las
plantas de arroz cay6 al 30% (Fig. 3 F).

Cambios en el perfil de proteinas foliares

La variacion en el perfil de proteinas foliares durante la induccion de la senescencia por deficiencia de N
se analiz6 mediante electroforesis en SDS-PAGE (Fig. 4 A, B, Cy D). Lareduccioén en la intensidad de las
bandas a lo largo de todo el perfil fue mayor en las plantas de trigo cultivadas sin N (Fig. 4 C) que en las
plantas que crecieron con suplemento de N (Fig. 4 A), siendo éste efecto mas notorio para las bandas
correspondientes a la subunidad mayor (LS por Large Subunit) y menor (SS por Small Subunit) de la
Rubisco. En las plantas de arroz la disminucién en la intensidad de las bandas también fue mayor en las
sometidas a la deficiencia de N (Fig. 4 D) que en las plantas N+ (Fig. 4 B), siendo de igual manera mas
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representativas las bandas correspondientes a las subunidades de la Rubisco. En las plantas de trigo
deficientes en N el contenido residual de la subunidad mayor de la Rubisco (Fig. 4 E) fue apenas del 10% al
final del tratamiento y del 20% para las plantas de arroz (Fig. 4 F). Las plantas de trigo que permanecieron
con suministro de N redujeron su contenido de LS en un 40% (Fig. 4 E) en forma similar a lo ocurrido en las
plantas de arroz para las que la pérdida de LS fue de un 45% (Fig. 4 F).
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Figura 3. Cambios en la concentracion de clorofila (A y B), proteinas solubles (C y D)
y aminoécidos (E y F) en plantas de trigo y arroz cultivadas en presencia (e) 0
ausencia de N (e). Los puntos representan la media de 3 repeticiones + el error
estandar.
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Figura 4. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 15% de extractos de
plantas de trigo (A 'y C) y arroz (B y D) cultivadas con suplemento de N (A y B) y sometidas a
deficiencia de N (C y D). Se sembraron cantidades equivalentes de cada muestra: 6,5 mg PF
(TRIGO N+ y N-; ARROZ N-) y 5mg (ARROZ N+). Las flechas rojas sefialan las bandas
correspondientes a la subunidad mayor (LS) y menor (SS) de la Rubisco. Las flechas negras
muestran la posicién de los marcadores de peso molecular (M) y su masa (Mr) expresada en
kDa. Los gréficos representan el porcentaje remanente de la subunidad mayor de la Rubisco
de plantas de trigo (E) y arroz (F) cultivadas con suplemento de N (e) y sometidas a la
deficiencia de N (e) cuantificadas por densitometria a partir de las bandas identificadas en A,
B, CyD.
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Cambios ocurridos durante la senescencia inducida por oscuridad

Cambios en laconcentracion de clorofila, proteinas solubles y aminoacidos

Las hojas cortadas incubadas en oscuridad presentaron un deterioro mucho mas rapido que el inducido
por la deficiencia de N.

Cuando las hojas de trigo se incubaron en oscuridad continua, la concentracion de clorofila se redujo en
un 50% después de 3 dias de incubacion (Fig. 5 A), lo que explica el cambio de color del verde oscuro al
verde claro observado en las hojas incubadas en oscuridad (Fig. 5 C). En las hojas de trigo mantenidas bajo
su ciclo normal de luz/oscuridad la concentracién de clorofila disminuy6 un 20% al dia 3. En las plantas de
arroz, ocurrio lo contrario, a los 3 dias la concentracion de clorofila disminuy6 un 50% en las hojas incuba-
das en luz (Fig. 5 B) y apenas un 4% en las hojas incubadas en oscuridad. Esto se manifiesta en el color
verde claro, casi amarillento, y el deterioro que muestran las hojas de arroz incubadas en luz (Fig. 5 D). Al
cabo de 3 dias de incubacién en oscuridad las hojas de trigo estaban muy deterioradas por lo que no se
continud con el muestro. En arroz, el muestro continud hasta el dia 9.

La concentracion inicial de proteinas solubles (Fig. 6) en arroz fue mayor que en trigo, y se redujo en
ambas especies a lo largo del tratamiento. En las hojas de trigo incubadas en oscuridad (Fig. 6 A) la
concentracion de proteinas solubles se redujo en un 50% al dia 3 de incubacion, mientras que en las hojas
mantenidas en luz solo decrecié un 20%. En las hojas de arroz (Fig. 6 B) la concentracion de proteinas
solubles disminuy6 un 50% durante la incubacion en luz al dia 3 y un 30% en las hojas incubadas en
oscuridad. La disminucion en el contenido de proteinas en las hojas de arroz continué hasta que finalizé el
tratamiento.

En ambas especies la concentracion de aminoacidos aumenté en funcion del tiempo de incubacion (Fig.
6). Este aumento se observo a partir del primer dia de incubacion. Fue mayor en las hojas de trigo manteni-
das en oscuridad (Fig. 6 C) que en las hojas incubadas en luz, mientras que en las hojas de arroz (Fig. 6 D)
el aumento en la concentracién de aminoacidos fue mayor en las hojas mantenidas en luz que en las hojas
incubadas en oscuridad.
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Figura 5. Cambios en la concentracion de clorofila en plantas de trigo (A) y arroz (B) durante la
incubacion en oscuridad (e) y en luz/osc (®). Los puntos representan la media de 5
repeticiones * el error estandar. Fotografia de la 3* hoja de plantas de trigo (C) y arroz (D),
incubadas en oscuridad y luz, tomadas al inicio del tratamiento (dia 0) y al ultimo dia de
incubacion (dia 3 para trigo, dia 9 para arroz).
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Cambios en el perfil de proteinas foliares

La variacion en el perfil de proteinas foliares durante la induccion de la senescencia por oscuridad se
determiné mediante electroforesis en SDS-PAGE (Fig. 7 A, B, C y D). La reduccion en la intensidad de todas
las bandas fue mayor en las plantas de trigo incubadas en oscuridad (Fig. 7 A) que en las plantas manteni-
das bajo su ciclo normal de luz/oscuridad (Fig. 7 B), siendo las bandas mas significativas las correspondien-
tes alas subunidades LS y SS de la Rubisco. En las plantas de arroz la disminucion en la intensidad de las
bandas de todo el perfil fue mayor en las incubadas en luz (Fig. 7 D) que en las plantas mantenidas en
oscuridad continua (Fig. 7 B), siendo de igual manera mas representativas aquellas bandas correspondien-
tesala LSy SSde la Rubisco. La reduccion en el contenido de la subunidad mayor de la Rubisco en las
hojas de trigo incubadas en oscuridad fue del 90% a los 3 dias de incubacion y del 50% en las hojas
incubadas en luz (Fig. 7 E). En las hojas de arroz incubadas en luz el porcentaje residual de la subunidad
mayor de la Rubisco fue del 40% al dia 3, mientras que en las hojas mantenidas en oscuridad continua se
conservo casi el 60% de la LS luego de 3 dias de tratamiento (Fig. 7 F).
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Figura 6. Cambios en la concentracién de proteinas (A y B) y aminoéacidos (C y D) en

hojas de trigo y arroz incubadas en oscuridad (e) y en luz (e). Los puntos representan

la media de 3 repeticiones + el error estandar.
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Figura 7. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 15% de extractos de
hojas de trigo (A y C) y arroz (B y D) incubadas en oscuridad y en luz. Las flechas rojas
sefialan las bandas correspondientes a la subunidad mayor (LS) y menor (SS) de la Rubisco.
Se sembraron cantidades equivalentes de cada muestra: 6,5 mg PF (TRIGO) y 10 mg PF
(ARROZ). Las flechas negras muestran la posicién de los marcadores de peso molecular (M) y
su masa (Mr) expresada en kDa. Los graficos representan el porcentaje remanente de la
subunidad mayor de la Rubisco de los extractos de hojas de trigo (E) y arroz (F) incubadas en
oscuridad (e) y en luz (e), cuantificadas por densitometria a partir de las bandas identificadas
en A, B, CyD.
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Dadas las diferencias observadas entre ambas especies en el ensayo de senescencia inducida por
oscuridad y con el objeto de explicarlas, se encar6 un estudio de la induccién del estrés oxidativo durante la
incubacién en oscuridad.

Cambios en la concentracion de H,0,, ascorbato y malondialdehido

La concentracion inicial de H,O, fue mucho mayor en arroz que en trigo, y aumenté en ambas especies
(Fig. 8 Ay B). En las hojas de trigo incubadas en oscuridad la concentracion de H,O, aumenté un 90% a los
3 dias de tratamiento y un 60% en las hojas mantenidas en luz (Fig. 8 A). En arroz el incremento en la
concentracion de H,O, (Fig. 8 B) se manifesto de manera contraria a las hojas de trigo, mostrando a partir
del primer dia de incubacién un aumento mayor en las hojas incubadas en luz que en las hojas mantenidas
en oscuridad.

El cambio en la concentracidn de ascorbato mostré un patrén muy diferente en ambas especies (Fig. 8
Cy D). Enlas hojas de trigo la concentracion de ascorbato aumenté mas en luz que en oscuridad (Fig. 8 C).
Por el contrario, en las hojas de arroz (Fig. 8 D) la concentracion de ascorbato disminuy6 a partir del primer
dia de incubacion, siendo al final del tratamiento de un 75% en las hojas incubadas en oscuridad y un 70%
en las hojas mantenidas en luz.

El contenido de MDA aument6 en ambas especies durante la incubacion en luz més que por laincuba-
cién en oscuridad (Fig. 8 E y F). En las hojas de trigo incubadas en oscuridad la concentracion de MDA
aumento un 5% a los 3 dias de incubacidn, mientras que en las hojas mantenidas bajo su ciclo normal de
luz/oscuridad aumento6 un 400% (Fig. 8 E). La concentracion de MDA en las hojas de arroz incubadas en luz
al final del tratamiento aumento de forma mas significativa que durante la incubacion en oscuridad (Fig. 8 F).

Cambios en la actividad de catalasa y ascorbato peroxidasa

En las hojas de trigo (Fig. 9 A) incubadas en oscuridad durante tres dias la actividad de catalasa se
redujo en un 40%, mientras que en las hojas incubadas en luz la reduccion fue del 15% al final del ensayo.
Por otro lado al término del tratamiento, en las hojas de arroz (Fig. 9 B), la reduccion en la actividad de
catalasa fue de un 90% en las hojas incubadas en luz y de un 40% en las hojas mantenidas en oscuridad.

La actividad de ascorbato peroxidasa (APX) aumenté en ambas especies durante la incubacion en luz
mas que durante la incubacién en oscuridad (Fig. 9 C y D). En las hojas de trigo incubadas en oscuridad
después de 3 dias de tratamiento la actividad de APX aument6 un 50%, mientras que aumenté un 200% en
las hojas mantenidas bajo su ciclo normal de luz/oscuridad (Fig. 9 C). La actividad de APX en las hojas de
arroz aumento un 200% en las hojas incubadas en luz y de un 70% en las hojas mantenidas en oscuridad
a los 3 dias de incubacién (Fig. 9 D). EI aumento continu6 hasta que finalizé el tratamiento.
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Figura 8. Cambios en la concentracion de peréxido de hidrégeno (A y B), ascorbato (Cy
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Discusion

El trigo es un cultivo adaptado a suelos de alta fertilidad cuya principal fuente de nitrégeno (N) es el
nitrato, en tanto que el arroz se desarrolla en suelos anegados de caracteristicas reductoras, donde la
principal fuente de N es el amonio. Como tienen diferentes requerimientos nutricionales, en el presente
trabajo se utilizaron soluciones nutritivas diferentes para cultivar ambas especies.

Durante el ensayo de crecimiento se observé que las plantas de trigo presentan una tasa de desarrollo y
expansion foliar mas rapida que las plantas de arroz. Estas diferencias en el crecimiento establecen diferen-
tes demandas de N, y pueden explicar las diferencias observadas en la induccién de la senescencia por
deficiencia de N.

Un correcto abastecimiento de N en las plantas induce una alta tasa de fotosintesis y por lo tanto, una
rapida tasa de crecimiento (Dalling, 1985). Los sintomas de la deficiencia de N en el crecimiento de las
plantas y en el desarrollo de la senescencia foliar han sido ampliamente estudiados (Meiy Thimann, 1984;
Dalling, 1985; Feller y Keist, 1986; Feller y Fischer, 1994; Lawlor, 2002). Las caracteristicas principales de
la deficiencia de N son la clorosis, la reduccion en el tamafio de las hojas, la «punta quemada» en el
extremo de las hojas (Mei y Thimann, 1984), la hidrélisis acelerada de proteinas y el correspondiente
transporte de los aminoacidos resultantes fuera de la hoja hacia otras partes de la planta en desarrollo
(Feller y Fischer, 1994). Estos aminoacidos, producto de la degradacion de proteinas, son exportados y no
se acumulan en las hojas senescentes de la planta intacta (Feller y Keist, 1986). Los resultados del presen-
te trabajo evidencian estos sintomas. Reflejan que bajo condiciones limitantes de N el proceso de senes-
cencia en las plantas de trigo y arroz es inducido rapidamente. Las plantas de trigo y arroz mostraron una
pérdida en la concentracién de clorofila, proteinas solubles y aminoacidos libres mayor en las plantas con
insuficiencia de N que en las plantas mantenidas con suplemento de N (Fig. 3). La enzima Rubisco es
degradada aceleradamente durante la etapa temprana de la senescencia (Dalling, 1895; Fellery Fischer,
1994). Se observo también una reduccion en los niveles de las proteinas foliares, principalmente de las
subunidades mayor y menor de la Rubisco, siendo ésta reduccion mas importante en las plantas con
deficiencia de N que en las plantas N+ (Fig. 4).

En resumen, la senescencia inducida por deficiencia de N mostré un patron similar en ambas especies,
pero con una velocidad mayor en las plantas de trigo, que puede ser explicada por las diferencias observa-
das en el crecimiento.

El proceso de senescencia en hojas cortadas incubadas en oscuridad es soélo parcialmente representa-
tivo del proceso que ocurre en las hojas unidas a la planta y esto ha sido descrito por diversos autores
(Smart, 1994; Feller y Fischer, 1994). En trigo se demostrd que la senescencia foliar en hoja cortada se
inicia y procede de manera mas rapida durante la incubacién en oscuridad que durante la incubacion en luz
(Feller y Fischer, 1994). Estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente trabajo. En trabajos
realizados con hojas de arroz cortadas, incubadas en oscuridad se observé una reduccion en el contenido
de clorofilay proteinas solubles, ademas la fragmentacion de ADN sin la generacion de fragmentos oligonu-
cleosomales (Okada et al, 1992; Lee et al, 2002;). En el presente trabajo durante la incubacion de hojas
cortadas el proceso de senescencia se aceleré en hojas de trigo incubadas en oscuridad continua y no asi
en hojas de arroz tratadas de la misma forma, en las cuales el proceso de senescencia se precipitd durante
la incubacién en luz y ocurrié en forma mas lenta que para las hojas de trigo mantenidas en oscuridad
continua (Fig. 5, 6 y 7). Las hojas de trigo mantenidas en oscuridad mostraron una mayor caida en la
concentracion de clorofila y proteinas que aquellas mantenidas en luz (Fig. 5y 6). Por otro lado, las hojas de
arroz incubadas en luz presentaron un deterioro mas rapido que aquellas mantenidas en oscuridad. El
aumento en la concentracién de aminoacidos (Fig. 6 C y D) se produce por una acumulacion de los mismos
en las hojas que ya no estan unidas a la planta, por lo cual no es posible una exportacién hacia otras partes
en desarrollo.

En los presentes experimentos observamos también una asociacion entre el proceso de senescenciay
el estrés oxidativo en las plantas de ambas especies. Durante el proceso de senescencia se desarrolla un
estrés oxidativo que promueve la formacién de especies reactivas de oxigeno y cambios en los sistemas
antioxidantes como lo observado en las Fig. 8 y 9. Sin embargo, previo a cualquier conclusion es importante
tener en cuenta que el proceso de senescencia artificialmente inducido por escisién de hojas e incubacion
en oscuridad tiene la desventaja de producir simultaneamente otros tipos de estréses como el dafio celular,
el estrés hidrico o el estrés por deficiencia de nutrientes (Pastori y del Rio, 1997). Durante la senescencia se
ha reportado una fuerte represion en la actividad de catalasa y una superproduccion de H,O, (Pastoriy del
Rio, 1997; Jiménez et al, 1998). Estas respuestas han sido observadas en este trabajo durante la incuba-
cion en oscuridad de las hojas de trigo y arroz (Fig. 8 y 9). EI H,O, es un producto de las reacciones
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oxidativas que ocurren en los peroxisomas y en los cloroplastos. Los radicales hidroxilo formados a partir
del H,O, inician una serie de reacciones que conducen a la peroxidacion de lipidos de membrana, formando
malondialdehido (MDA), y a la destruccion de proteinas. (del Rio et al, 1998; Liny Kao, 1998). EI MDA es un
indicador de la peroxidacién de lipidos de membrana (Jiménez et al, 1998). El aumento en la concentracion
de MDA observado en este trabajo (Fig. 8 E y F) durante la incubacién en luz de las hojas de trigo y arroz
sugiere la existencia de dafio oxidativo probablemente, por efecto de la luz. En el caso del trigo, los niveles
de catalasa presentes en el peroxisoma son suficientes para proteger a la célula y no senesce tan rapida-
mente COoMo ocurre en arroz.

En las células del mesofilo, el H,O, producido en cloroplastos y otras organelas celulares, es removido
por reacciones donde intervienen la ascorbato peroxidasay el ascorbato como dador de electrones (Pastori
y del Rio, 1997; Arora et al, 2002). En los presentes experimentos las hojas de arroz presentaron mayor
concentracion de ascorbato y mayor actividad de ascorbato peroxidasa (APX) que las hojas de trigo (Fig. 8
y 9). Esto podria explicarse como una adaptacion de esta especie al ambiente estresante en el que normal-
mente crece. En ambas especies se observé un incremento de la actividad de APX durante el desarrollo del
estrés oxidativo. Sin embargo el aumento en la actividad de esta enzima (Fig. 9 C y D) durante la incubacion
enluz en las plantas de trigo y arroz no seria suficiente para contrarrestar el estrés oxidativo y el proceso de
senescencia.

La enzima catalasa, por otro lado, esta localizada en los peroxisomas y funciona removiendo el H,O,
toxico que se genera en las reacciones oxidativas, y ha sido considerada como la principal enzima antioxi-
dante (Willekens et al, 1997; Lin y Kao, 1998). Estos resultados muestran que si bien en trigo hay una
pequefa caida en la actividad de catalasa, algo mayor en oscuridad que en luz, en arroz se produce una
acelerada caida de la actividad de esta enzima en las hojas incubadas en luz (incluso mayor que en las
hojas de trigo incubadas en oscuridad) (Fig. 9 Ay B). Esta caida es probablemente la causa del aumento en
la concentracion de radicales libres que desencadenan la muerte celular en estas condiciones. Esta enzima
tiene una regulacién compleja, aunque no estan claros los efectos de la luz sobre su actividad. En maiz el
gen Cat2 no muestra efectos de la luz sobre su expresion, aunque el gen Cat3 presenta un ritmo diario
(Boldty Scandalios, 1997). Por eso resulta dificil interpretar los resultados aqui observados.

Conclusiones

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que el tratamiento de deficiencia de nitrégeno
induce una aceleracién de la senescencia foliar tanto en trigo como en arroz. Sin embargo, se pudo observar
gue este proceso ocurre en forma mas rapida en trigo.

Por otro lado, los resultados obtenidos con el tratamiento de incubacion en oscuridad de hojas cortadas,
demuestran que existe una asociacion entre el estrés oxidativo y el proceso de senescencia para ambas
especies. No obstante, se puede apreciar que estas plantas difieren en la forma en que se desarrolla la
senescencia inducida. En trigo la senescenciay el estrés oxidativo ocurren mas rapido en las hojas incuba-
das en oscuridad mientras que en arroz, la senescencia procede en forma mas veloz cuando las hojas se
incuban en luz.

Estas diferencias cuestionan la posibilidad de utilizar al arroz como especie modelo para el estudio de la
regulacion génica de la senescencia foliar en trigo.
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