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Introduccion general / Senescencia

I- Senescencia

Algunas definiciones de senescencia.

“La senescencia consiste en una serie de eventos relacionados con la
desorganizacién celular en las hojas y la movilizacién de los materiales liberados.”

Thomas y Stoddart, 1980

“Comenzar la senescencia significa una transiciéon de las funciones de las hojas
desde asimilacién hacia removilizacién.”

Stoddart y Thomas, 1982

“El principal propésito de la senescencia en plantas es movilizar y reciclar
nutrientes almacenados durante el crecimiento y desarrollo.”

Buchanan-Wollastron y col., 2003

I.1- ¢Qué significa senescencia de plantas?

El proceso de senescencia se puede considerar como un proceso fisiologico en el
cual un tejido vegetal detecta una situaciéon desfavorable que no es conveniente mantener y
modifica su metabolismo siguiendo un patrén de eventos caracteristico.

La senescencia puede darse en planta entera, en un érgano separado de la planta, y
también en 6rganos unidos a la planta, y puede durar horas o dias. Podriamos separar el
proceso de senescencia en tres etapas pero teniendo en cuenta que son etapas que se
continlan progresivamente:

1. Iniciacién: Un estimulo hormonal y/o ambiental desencadena la senescencia y se pro-
duce un cambio a nivel genético que conduce a la activacién de algunos genes e inact-

vacion de otros, se produce un cambio en el estado rédox de las células y se redirec-




Introduccién general / Senescencia

ciona el metabolismo, hay rutas metabélicas que se aceleran y otras que dejan de funcio-
nar.

2. Reorganizacién: Activacion de rutas que generan movilizaciéon y reciclado de
nutrientes. Desorganizacién de cloroplastos, no se genera energia a partir de la luz sino
a partir de las reservas. Se produce la diferenciaciéon reversible de organelas, una
caracteristica de senescencia es la transicion de cloroplasto a gerontoplasto (cloroplasto
envejecido).

3. Fase terminal: Liberacion de radicales libres, pérdida irreversible de integridad y
viabilidad de las células. El estrés originado por radicales libres estimula la generaciéon
de antibiéticos y otros compuestos que actian en defensa contra patogenos, siendo ésta

una respuesta secundaria de la planta.

La mayoria de los trabajos acerca del metabolismo y fisiologia de la senescencia se han
realizado en hojas. La senescencia puede considerarse como una fase del desarrollo de
plantas que precede a la muerte, o bien puede ser prematura inducida por estrés (Pyung Ok
Lim y col., 2003). El sintoma mas evidente de senescencia es el cambio de color que ocurre
en los tejidos, pierden su color verde y aparecen colores amarillos, naranjas y muchas veces
pardos. Este cambio tan evidente, se acompana de cambios en el metabolismo activo que
resultan en una movilizaciéon de la mayoria de los nutrientes almacenados en las hojas hacia
otras partes de la planta. En el caso de arboles deciduos los nutrientes quedan almacenados
en células especializadas del tronco mientras que en las plantas anuales son traslocados
hacia las semillas. El proceso de senescencia es muy importante para la supervivencia de las
especies (Buchanan-Wollaston, 2003).

Podemos decir que el propésito principal de la senescencia es movilizar y reciclar todos
los nutrientes que fueron almacenados en las hojas durante su crecimiento y desarrollo, este
proceso llevara finalmente a la muerte de las hojas, pero la muerte sera retrasada
activamente hasta que los nutrientes sean completamente removidos, esta etapa que
precede a la muerte y que se dedica a movilizar y reciclar los nutrientes es la senescencia.

Se ha demostrado claramente que la senescencia en sus primeras etapas es reversible,
hojas de tabaco completamente amarillas en las que la mayor parte de los nutrientes han
sido reciclados pueden reverdecer (Zavaleta-Mancera y col., 1999 ). Los cloroplastos
recuperan su estructura, se sintetizan proteinas cloroplasticas y se reinicia la fotosintesis.

Por lo tanto la senescencia esta permanentemente regulada.
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Se ha mencionado que la senescencia puede ser prematura cuando es inducida por
algin dpo de estrés. Por ejemplo frente a algun factor ambiental desfavorable, la
senescencia serd uno de los mecanismos que se pondra en marcha tratando de recuperar los
nutrientes que estén almacenados en la parte afectada de la planta. Asimismo, frente a un
estrés de tipo bidtico tal como un ataque de un patégeno a una hoja, se desencadenari la
senescencia en esa hoja permitendo reciclar sus nutrientes hacia otra parte de la planta,
antes de eliminar la hoja danada. Otros factores ambientales que pueden desencadenar la
senescencia son la deficiencia de agua, deficiencia de nutrientes y estrés oxidativo por
exposicion a exceso de luz UV-B y ozono. También se observa desarrollo de senescencia
cuando hojas y otros tejidos verdes inmaduros, son separados de las plantas y almacenados

(senescencia postcosecha).

I.2- ¢Cuales son los caracteristicas principales de la senescencia?

% Degradacion de clorofilas

* Modificaciones en el metabolismo de proteinas
% Degradacion de lipidos y acidos nucleicos

% Alteracién de membranas

% Desorganizacion de los tejidos

Degradacién de clorofilas

El cambio mas temprano y significativo que se produce durante la senescencia tiene
lugar a nivel de cloroplastos, organela que contiene mas del 70 % de las proteinas de las
hojas: disminuye la velocidad de fotosintesis (asimilaciéon de carbono) y comienza la
degradacion de clorofilas. El amarillamiento de los tejidos como consecuencia de la
degradacion de clorofilas es el sintoma mas evidente de senescencia. La degradacion de
clorofilas comienza con la desorganizacién de los complejos pigmento—proteina de los
cloroplastos dejando en libertad moléculas de clorofilas, las que ripidamente son
degradadas como un mecanismo de detoxificaciéon (Matile y col., 1999). Las moléculas de
clorofilas son muy fotoactivas y podrian generar radicales libres que ocasionarian dafios en

membranas y otras macromoléculas.
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Modificaciones en el metabolismo de proteinas

Durante la senescencia se produce una importante degradacién y movilizacién de
proteinas de las cuales la mayor parte estan localizadas dentro del cloroplasto. Ain no esta
claro cual es la sefial que inicia este proceso, pero si esta claro que se produce una
disminucién del contenido de proteinas y un aumento del contenido de amino acidos
libres. Se han publicado numerosos trabajos que muestran que durante la senescencia se
produce la degradacién de proteinas de estroma de cloroplastos, como RUBISCO (ribulosa
bifosfato carboxilasa, que es la proteina mas abundante) y glutamina sintetasa (Ishida y col.,
2002; Roulin y Feller 1998). Las proteinas que forman parte de los complejos pigmentos-
proteinas, como por ejemplo LHCP II (sistema recolector de luz II) son degradadas por
proteasas del cloroplasto una vez que los complejos se desorganizaron por remocion de las
clorofilas y sus catabolitos (Thomas y Donnison, 2000).

Por otra parte, se detecta la sintesis de nuevas proteinas, particularmente proteasas
que son direccionadas hacia vacuola y cloroplastos. También se ha demostrado que la
actividad de muchas proteasas, peroxidasas, catalasas, peptidasas y polifenol oxidasas se
incrementa durante la senescencia.

Podemos resumir diciendo que durante la senescencia se produce un
redireccionamiento de la sintesis de proteinas. En las primeras etapas aumenta la expresion
de Ubiquitina (marca a las proteinas que seran degradadas en citoplasma a través del
proteosoma), proteasas, ribonucleasas y enzimas que participan de la via del glioxilato y
gluconeogénesis. Como resultado de esto se degradan proteinas que ya no se usaran mas y
se prepara la maquinaria necesaria para el cambio metabolico de senescencia. En las etapas
mas avanzadas se activan y expresan genes que codifican para enzimas que actian frente a

todo tipo de estrés: metalotioneinas, proteinas antifingicas, etc.

Degradacion de lipidos

Durante la senescencia se produce una alteracion en la estructura y funcionalidad de
las membranas debido a un metabolismo acelerado de los lipidos que las componen. Los
genes que codifican enzimas como fosfolipasas, acido fosfatidico fosfatasa y lipooxigenasas
aumentan su expresion durante la senescencia sugiriendo que dichas enzimas podtian estar
involucradas en el metabolismo acelerado de lipidos (Thompson y col., 1998).

Las membranas tilacoidales representan una fuente abundante de lipidos los que

pueden movilizarse para ser utilizados como fuente de carbono y energia.
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Durante la senescencia se produce un aumento de la expresiéon de enzimas
necesarias para la -oxidacién de lipidos y la via del glioxilato, estas rutas metabodlicas son
importantes cuando el aporte de azucares es escaso (Graham y Eastmond, 2002). A partir
de la degradacién de lipidos se generan moléculas de acetyl- CoA las que pueden udlizarse
directamente para la respiracion o bien ser utilizadas por la via del glioxalato y
gluconeogénesis para la sintesis de azlcares que podrian ser exportados. Se ha encontrado
un aumento durante la senescencia en la expresion de dos genes involucrados en este
metabolismo: uno codifica para la enzima piruvato ortofosfato diquinasa que participa en la
gluconeogénesis (Buchanan-Wollaston y Ainsworth, 1997) y otro que codifica para un

transportador de monosacaridos (Quirino y col., 2001).

Degradacién de acidos nucleicos

Los acidos nucleicos representan una fuente importante de fésforo. Durante la
senescencia aumenta la expresion de genes que codifican diferentes nucleasas (Taylor y col.,
1993; Perez-Amador, 2000) las que posiblemente degradan acidos nucleicos durante esta
etapa. Los niveles de ARN disminuyen riapidamente a medida que se produce la
senescencia, pero el ADN se mantiene hasta etapas muy avanzadas, lo que es logico si
entendemos que la senescencia implica un metabolismo activo. Se ha demostrado que
durante la senescencia aumenta el metabolismo de guanosinas liberando CO, y reudlizando

el NH;, lo que indicaria degradacion de acidos nucleicos.

Alteracion de membranas y desorganizacion de los tejidos.

Durante la senescencia se producen cambios citologicos importantes: reducciéon en
el nimero de ribosomas, transicion de cloroplastos hacia gerontoplastos, desaparicion de
los granulos de almidén, pérdida de densidad en los tilacoides, se forman plastoglobulos
que contiene material lipidico, el reticulo endoplasmico tubular se transforma en vesicular,
posteriormente desaparecen el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, y se desintegran
las membranas vacuolares. Las mitocondrias muestran algunos cambios de tamafio y
morfologia en las primeras etapas, pero se mantienen funcionales hasta el final de la
senescencia. Los nucleos también se mantienen estables durante la senescencia hasta la

etapa final donde las membranas se alteran se lenan de vesiculas y se pierde la cromatina

(Gan y Amasino, 1997).
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El proceso de senescencia esta vinculado a cambios en el sistema de membranas
que mantiene la compartamentalizacion de las células, y se cree que el inductor de
senescencia estatia en citoplasma, desde alli desencadenaria la senescencia y a medida que
avanza el proceso se va perdiendo la integridad de los tejidos.

Las membranas cambian su composicién ya que hay un aumento de la actividad
fosfolipasa lo que conduce a la degradacién de fosfolipidos, las membranas aumentan su
viscosidad, aumentan la permeabilidad, se pierde agua y por lo tanto se produce

deshidratacion.

I.3- ¢Como esta regulada la senescencia?

El proceso de senescencia esta bajo control estricto desde que se induce hasta las
etapas finales, y dado que puede ser inducido de diferentes maneras (factores hormonales y
ambientales), el mecanismo de regulacién implica muchas vias diferentes, interconectadas.
Existen numerosas evidencias que indican que el inicio y el ritmo con que se desarrolla la
senescencia involucra la expresion de una bateria de genes especificos del proceso

(Gepstein 2004).

Factores que participan en la regulacion de senescencia

1- Factores hormonales
Hormonas vegetales que regulan la senescencia: Citoquininas y Etileno

Existen muchas evidencias acerca del rol antagénico que cumplen las hormonas
citoquininas y etileno en la regulacion de senescencia.

Se ha demostrado que las citoquininas retrasan la senescencia. Plantas de tabaco
transgénicas que expresan un gen que codifica para una enzima clave en la sintesis de
citoquininas (Agrobacterium z¢ gen) utilizando un promotor de senescencia (SAG12) se
mantienen verdes y sin senescer por mas tiempo que los controles sin transformar (Gan y
Amasino, 1995). Todos los sintomas de senescencia (degradacion de clorofilas, pérdida de
proteinas y disminucién de fotosintesis) son retrasados en las hojas de tabaco transgénicas
(Wingler y col., 1998). Por otro lado, se observé senescencia prematura en lineas de
Arabidopsis que sobreexpresan un gen fps (farnesil difosfato sintasa) que conduce a la

disminucion de un sustrato necesario para la sintesis de citoquininas (Masferrer y col,,
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2002). Resultados similares se obtuvieron en petunias que sobreexpresan un gen, Sho,
similar a los genes #p¢ de Arabidopsis, que aparentemente codifica para la biosintesis de
citoquininas ( Zubko y col., 2002).

Se ha demostrado que plantas expuestas a etileno presentan senescencia acelerada.
Sin embargo, los estudios realizados indican que el etileno es un acelerador de la
senescencia pero no es esencial para que el proceso ocurra. Se ha demostrado que
diferentes lineas mutantes de Arabidopsis con defectos en las vias de sefializacion de etleno
presentan senescencia retrasada (Oh y col., 1997). Plantas antisentido de tomate para el gen
que codifica para una enzima importante de la sintesis de etileno, sintetizan bajos niveles de

etileno y presentan senescencia retrasada en sus hojas (Picton y col., 1993).

2- Factores ambientales
Los mecanismos de respuesta frente a estrés aceleran la senescencia

La senescencia puede ser inducida por diversos factores bidticos y abidticos
causantes de estrés: infeccion por patogenos, déficit de agua o nutrientes, estrés oxidativo
inducido por ozono o por luz UV-B y oscuridad. Los estudios de las vias de sefializacion de
respuesta a estrés, han mostrado que existen muchos genes involucrados en éste proceso
que también estan vinculados a senescencia. No esta claro aln si el estrés puede ser una
sefial que desencadena la senescendia o si la senescencia por si misma genera una situacion
de estrés y como tal induce las respuestas de estrés (Buchanan-Wollaston y col., 2003). Se
ha observado que en el caso de arvejas sometidas a sequia se induce un patrén de expresion
y sintomas similares a los de senescencia, es decir el estrés seria previo a la senescencia (Pic
y col., 2002). Sin embargo, en la mayoria de los casos los mecanismos de respuesta frente a
estrés aparecen luego de iniciada la senescencia, por lo que la expresion de éstos genes se
activa porque la senescencia llevé a una situacién de estrés.

Segiin  Buchanan-Wollaston (2003) existirfan numerosos mecanismos de
sefalizacion que controlan la expresion de genes en respuesta a situaciones de estrés y
algunos de esos caminos estan también involucrados en la senescencia de hojas.

Algunas de las moléculas “sefiales” que participan de los caminos de regulacion de
la expresion de genes involucrados en respuesta a patdgenos y otras situaciones de estrés,
son acido Salicilico (SA), acido Jasmoénico (JA) y etileno (Turner y col., 2002; Wang y col.,
2002).
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Se ha demostrado que durante la senescencia de hojas la expresion de algunos de
los genes involucrados es dependiente de la presencia de SA (Motris y col., 2000). Por otra
parte se ha demostrado que la expresion de una cisteina proteasa exclusiva de senescencia
(SAG12) requiere SA para aumentar la expresiéon durante senescencia pero no se expresa
cuando hojas verdes son tratadas con SA, lo que indica que se requiere simultineamente la
presencia de SA y otro factor relacionado con la edad de la hoja (Mortris y col., 2000).

El tratamiento exdgeno con JA y metiljasmonato de hojas de cebada llevaron a la
degradacion de clorofilas y proteinas (RUBISCO particularmente) indicando la induccién
de senescencia (Partier 1990). Recientemente se ha estudiado el rol del icido jasménico y
sus moléculas relacionadas sobre la senescencia en .Arabidopsis y se ha demostrado que el
tratamiento con JA induce la aparicién de sintomas de senescencia (He y col., 2002)
mientras que esto no ocurre en mutantes insensibles a JA.. Sin embargo en plantas que son
insensibles a JA o que producen bajos niveles de JA la senescencia ocurre de todos modos.
Por lo tanto JA, al igual que etileno, seria acelerador de senescencia pero no seria esencial
para que el proceso ocurra.

Otro factor que actia como acelerador del proceso de senescencia es el estrés
oxidativo. La degradacion de macromoléculas que acompaiia a la senescencia genera estrés
oxidativo ya que se producen gran cantidad de especies reactivas del oxigeno (ROS) y
radicales libres (Thompson y col., 1998; John y col., 2001). Cuando plantas de .Arabidgpsis
son irradiadas con un exceso de luz UV-B se genera estrés oxidativo ya que aumentan las
especies reactivas de oxigeno y esto lleva a una induccién de la senescencia (John y col.,
2001), demostrando que los tratamientos con luz UV-B en exceso inducen la senescencia

mediante un aumento de ROS.

3- Cambios en el nivel de azucares. Senescencia inducida por oscuridad

El nivel de azucares en los tejidos tiene un rol de control muy importante de todo el
metabolismo y desarrollo de los organismos. La deteccion del nivel de azucares se realiza a
través de la enzima hexoquinasa y esto es clave para la regulacién de muchos caminos de
senalizaciébn para generar respuestas (Rolland y col., 2002). Plantas transgénicas que
sobreexpresan hexoquinasa sufren senescencia prematura, lo que indicaria que el nivel de
azicares en el organismo juega un rol importante en la regulacién de senescencia (Xiao y

col., 2000).
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La senescencia en plantas puede ser inducida por oscuridad, en esta situacion se
produce una disminucién de la fotosintesis y una consecuente disminucién en los niveles
de azuicares, induciendo la senescencia (Hensel y col, 1993). Se ha demostrado que la
oscuridad induce la expresién de muchos genes relacionados con senescencia y que esto se
revierte en presencia de glucosa (Fujiki y col,, 2001). En hojas verdes bajos niveles de
aztcares solubles aceleran la fotosintesis mientras que altos niveles inhiben la transcripciéon
de genes fotosintétdcos (Rolland y col., 2002). El nivel de azicares estaria relacionado con la
regulacion de la expresion de algunos genes durante la senescencia pero se necesita ademas
la participacién de otros factores relacionados con la edad de la planta.

Como se menciond previamente, la regulacion de la senescencia es un proceso en el
que participan muchos factores y mecanismos de sefializaciéon de respuestas, pero aun se
esta estudiando como estan relacionados todos los factores involucrados y no se sabe cual
es el factor desencadenante o determinante del proceso. Todos los mecanismos de

regulacion mencionados pueden resumirse en el siguiente esquema:

UV-B Estadio de desarrollo
Ozono /

Patogenos Oscuridad lCitoquininas

Nutrientes l l

Cambios en el E&
nivel de azucares sty

ROS +— Inicio de senescencia o A

/ ‘ factores
Factores

tl especificos

S JA SA de la edad

ol T M

Aumenta la expresion de genes regulados por diferentes factores

Sintomas de senescencia

Por lo tanto, cualquiera de los factores inductores del proceso (oscuridad; estrés;
hormonas) puede activar un conjunto de genes de senescencia que llevarin a la

manifestacion de los sintomas (He y col., 2001).
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I1I- Degradacion de clorofilas:

Sintoma mas evidente de senescencia

I1.1- Descripcién de 1a clorofila y su ubicacién dentro de la célula

Las clorofilas son los pigmentos fotosintéticos responsables del color verde de las
hojas y tejidos vegetales. Son compuestos organicos complejos formados por un anillo
tetrapirrdlico (cuatro anillos pirrélicos A, B, C y D) que posee un itomo de Mg"
coordinado en el centro. El anillo tetrapirrélico presenta un sistema de dobles enlaces
conjugados que es el responsable del color. Una molécula de fitol esta unida al pirrol D del
anillo tetrapirrélico mediante una unién éster, otorgando el caracter hidrofébico a la
molécula de clorofila. Las plantas superiores presentan dos clases de clorofilas llamadas a y
b. La diferencia entre ellas se encuentra en uno de los sustituyentes del anillo tetrapitrélico
lo que les da una pequena diferencia de color y solubilidad:

clorofilasa — grupo metilo, color verde.
clorofilas b — grupo carbonilo, color verde azulado.

Esquema de 1a molécula de

clorofila
Figura tomada de
www.iris.cnice.mecd.es/ contenidos8.

him
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El grupo fitol no polar es el que proporciona la base estructural para la integracion
de las moléculas de clorofila en la matriz lipoproteica de la membrana tilacoidal. La
fotosintesis permite que las células capten la energia luminosa del sol y la transformen en
energia quimica, la que sera utilizada para la sintesis de moléculas o serid almacenada en
moléculas energéticas.

El proceso de transformacion de energia del sol en energia quimica se realiza en los
cloroplastos. Los pigmentos fotosintéticos se encuentran formando parte de los complejos

recolectores de luz que se ubican en las membranas tilacoidales de los cloroplastos.

Estroma

. Tilacoide
Grana —_

Espacio intermembrana

Membrana interna

Membrana externa

Estructura del cloroplasto

(dibujo tomado de http://iris.cnice.mecd.es/contenidos8.htm, con algunas modificaciones)

I1.2- Funcién de la clorofila: fotosintesis

“La clorofila es el pigmento mas importante de la biosfera, ya que cumple una
funcioén vital que afecta directa o indirectamente a todos los seres vivos”

(Matile y col., 1996).

La fotosintesis es el proceso por el cual las plantas verdes convierten la energia
luminica en energia quimica, es decir se almacena la energia electromagnética como energia
quimica en compuestos de carbono reducidos, desprendiendo simultineamente oxigeno
molecular. Este proceso suministra directa o indirectamente las sustancias nutritivas

esenciales para la vida.
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Los organismos fotosintéticos captan la luz solar formando ATP y NADH, que
utilizan como fuente de energia para formar glucosa y otros componentes organicos a
partir de CO,y H,O, liberando oxigeno molecular. Mediante este proceso el CO, formado
en la respiracién de los organismos heterétrofos regresa a la atmoésfera para volver a ser
utilizado por los organismos fotosintéticos.

La capacidad de capturar la energia de la luz solar y convertitla en energfa quimica
es exclusiva de las plantas verdes debido a que poseen los pigmentos fotosintéticos. Los
pigmentos mas importantes que absorben luz en las membranas de los tlacoides son las
clorofilas a (pigmento de color verde debido a que absorbe preferentemente la luz roja y
azul). La absorcion de luz por parte de las clorofilas es una funcion vital para los seres vivos
(Taiz y Zeiger, 1998).

La fotosintesis se lleva a cabo dentro de los cloroplastos y es un proceso que

requiere dos fases o etapas durante las que se produce la siguiente reaccion:

6 CO,+ 12H,0 —_CH,,0,+ 60,

Fase luminica

La luz incide sobre la clorofila y excita un electrén pasindolo a un nivel energético
superior. En una serie de reacciones que involucran una cadena de transporte de electrones,
la energia se convierte en ATP y NADPH. El agua se descompone en el proceso liberando
oxigeno como producto secundario de la reacciéon. El ATP y el NADPH se utlizan para
fabricar los enlaces C-C en la etapa oscura.

Los fotosistemas son empaquetamientos altamente organizados de moléculas de
clorofilas y otros pigmentos junto con proteinas ubicados en los tilacoides. En el "corazon"
del fotosistema se encuentra la clorofila cuyo electrén se excita.

Existen en la naturaleza dos tipos de fotosistemas: Fotosistema I y Fotosistema II.
La mayoria de los procariotas poseen sélo el fotosistema II mientras que los eucariotas
usan el fotosistema II y el fotosistema 1.

El fotosistema I usa la clorofila a en una forma denominada P700. El Fotosistema
IT usa una forma de clorofila a conocida como P680. La diferencia entre ambos
fotosistemas se debe al tipo de proteinas que forman parte de los complejos pigmentos-

proteinas en cada fotosistema.
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La fotofosforilaciéon es el proceso de conversion de la energia del electron excitado
por la luz, ocurre en la membrana tilacoidal y esta asociada a la sintesis quimiosmotica del
ATP. La energia de la luz causa la activacién de una molécula de P680 que es parte del
Fotosistema II. En este estado excitado, P680 libera un electron, el cual es transferido a una
molécula aceptora (aceptor primario), y pasa luego al Fotosistema I a través de una cadena
transportadora de electrones. L.a P680 queda cargada positivamente, por lo que requiere un
electrén que es tomado del agua generando iones H™ y O, que se libera a la atmoésfera.

A su vez, la luz también actiia sobre P700 del Fotosistema I, produciendo de forma
similar un estado excitado de la molécula de clorofila. En el estado excitado se desprende
un electrén que es aceptado por un aceptor primario (diferente del asociado al Fotosistema
II). El electron pasa nuevamente por una serie de reacciones rédox, y finalmente se
combina con NADP" e H" para formar NADPH, un portador de H necesario en la fase
independiente de la luz. El electron del proveniente del Fotosistema II reemplaza al
electrén excitado de la molécula P700. Existe por lo tanto un continuo flujo de electrones
(no ciclico) desde el agua al NADPH, el cual es usado para la fijacién del carbono (fig. 1).

La energia liberada durante el transporte de los electrones es utilizada para generar
un gradiente de protones entre el interior y el exterior del tlacoide, en forma similar al
transporte quimiosmotico de electrones que ocurre en la mitocondria (Taiz y Zeiger, 1998;

www.biologia.edu.ar/plantas/fotosint.html, 2004).
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Fig. 1- Flujo de electrones entre los dos fotosistemas asociado a la sintesis de ATP.

Dicho proceso ocurre en la membrana tilacoidal.

Dibujo publicado en la pagina de la Universidad de Minnesota:
http:/ /genbiol.cbs.umn.edu/Multimedia/examples.html.
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En algunos eucariotas y en bacterias fotosintéticas, ocurre un flujo ciclico de
electrones durante el cual sélo se produce un gradiente de protones sin produccién de
NADPH. Esto también ocurtre cuando la célula requiere ATP adicional, o cuando no hay
NADP" para reducitlo a NADPH.

El gradiente de protones es utlizado finalmente por el complejo ATP sintasa

convirtiento ADP + P en ATP (fig. 2).

Interior del tilacoide
H,0 ‘
2HT 4 :
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Fig. 2- Representacién de la fotofosforilacién asociada a la sintesis de ATP, dicho

proceso ocurre en la membrana tilacoidal.
Dibujo publicado en la pagina Web de la Universidad de Minnesota:

http://genbiol.cbs.umn.edu/Multimedia/examples.html.

Fase oscura

El anhidrido carboénico de la atmodsfera es captado por las plantas a través de los
estomas y se transforma en compuestos orginicos: fijacion del Carbono. La energia
generada en la fase luminica es utilizada por las plantas para obtener compuestos organicos
que seran traslocados al resto de la planta y utilizados como fuente de energia para los
procesos metabdlicos.

La fyjacién del C se realiza a través del ciclo de Calvin que se desarrolla en el
estroma de los cloroplastos. Seis moléculas de anhidrido carbénico entran en el Ciclo de
Calvin y, eventualmente, producen una molécula de glucosa (fig. 3).

Globalmente: 6 moléculas de RuBP (ribulosa bifosfato, 5 carbonos) se combinan

con 6 de anhidrido carbénico y dan 12 de 3-fosfoglicérico (3-PGA), compuesto de 3
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carbonos. La enzima que cataliza esta reaccion es la RuBP carboxilasa (RUBISCO), y se
encuentra en la superficie de las membranas tilacoidales. La energia del ATP y el NADPH
generados por los fotosistemas se usan para fosforilar al 3-PGA y reducitlo a
fosfogliceraldehido (PGAL), también de tres carbonos.

Del total de 12 moléculas transformadas, dos moléculas de 3-PGAL salen del ciclo
para convertirse en glucosa (6 carbonos). Las moléculas restantes de PGAL son
convertidas por medio del ATP en 6 moléculas de RuBP (5 carbonos), que recomienzan el
ciclo. Al igual que en el ciclo de Krebs cada reaccién es catalizada por una enzima

especifica (Taiz y Zeiger, 1998; www.biologia.edu.ar/plantas/fotosint.html, 2004).

6 molecules
ErEag]
(liliz(ﬂ CH,OQ)| 3-Phosphoglycerate
C=0 | n—(l:—(m
{
Ribulose-1, H—(I:—()H i COO
5-bisphosphate 1§ |
H—C—OH
g 122D
CHO0 |
Pha ADP)
o @D
CH,O00
Calvin cycle [
6 oom H=C=OH | 1,3-Bisphos-
(I. phoglycerate
CH,OH 7\
e, o 00
6 molecules ('i-()
H=C=~0OH
Ribulose-5- | 12 Rl
phosphate H=C~-OH
fi W(HI(@ [ 12 h)dlnf( ules 12 g
R |
L 100 .
l‘l—('f—()ll {
i " |
[l(l molecules | -~ & | Glyceraldehyde
/ o \“ ;3-|)Im~plmh~

1 Ghucone |
Fig. 3- Ciclo de Calvin.

Imagen de www.ncbi.nlm.nih.gov

I1.3- Mecanismo de degradacién de clorofilas

La degradacion de clorofilas ocurre en gran magnitud durante dos procesos

fisiol6gicos importantes: maduracion de frutos y senescencia de tejidos.
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Las clorofilas estan ubicadas en los tilacoides, por lo que el proceso de degradacion
comienza en los cloroplastos con la desorganizacién de los complejos pigmentos proteina,
quedando en libertad las moléculas de clorofilas. Estas moléculas son altamente fotoactivas,
pudiendo generar radicales libres y reacciones en cadena que causarian dafios a los tejidos.
Por tal razén las moléculas de clorofilas liberadas deben ser rapidamente degradadas como
un mecanismo de detoxificaciéon (Matile y col., 1999). Simultineo a la degradacién de
clorofilas los cloroplastos se transforman en gerontoplastos, plastidos en los que el
metabolismo es sélo catabdlico. El desarrollo de gerontoplastos se produce a lo largo de
toda la senescencia, los plastdos pierden volumen y densidad como consecuencia de una
gran pérdida de sus componentes del estroma y de los tilacoides, simultineamente aumenta
el nimero y tamafo de plastoglobulos lipofilicos. Cuando los gerontoplastos se han
desarrollado por completo consisten en una membrana que envuelve un gran numero de
plastoglobulos. El desarrollo de los gerontoplastos esta bajo control nuclear y la expresion
de los genes codificados en los plastdos juega un rol poco importante en este desarrollo
(Matle y col, 1999). En hojas de arroz se ha demostrado que el ADN de transferencia de
los cloroplastos se degrada completamente antes de la transicion de cloroplastos a
gerontoplastos (Sodmergen y col., 1991). Por otra parte la senescencia de hojas en muchas
especies es reversible (Venkatrayappa y col, 1984) lo que sugiere que se mantiene
informacién genética en el nucleo, necesaria para reverdecer y reorganizar la estructura de
los cloroplastos durante las primeras etapas de senescencia.

Como productos derivados de la degradacion de clorofilas podemos mencionar tres
tipos de compuestos:

1) Fitol y sus derivados isoprenoides

A medida que se degrada la clorofila cantidades sustanciales de fitol aparecen
esterificadas con acdos grasos y con acido acético. En hojas senescentes de cebada se
obtienen formas esterificadas y libres de fitol ubicadas dentro de los plastoglébulos de los
gerontoplastos (Bortlik K.1990). La pérdida del contenido de fitol durante la senescencia de
cebada se debe a la conversion de los mismos en derivados isoprenoides.

2) Derivados verdes de clorofilas

Son aquellos compuestos que derivan de clorofilas pero que conservan el anillo
tetrapirrolico con dobles enlaces conjugados, y por lo tanto tienen color: feofitinas,
clorofilidos, feoférbidos y 13*-hidroxiclorofila. En el siguiente esquema se representan las

diferencias en la estructura de las moléculas de estos compuestos:
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CLOROFILAS HIEEES> COROFILIDOS
FITOL / Mg EITOLAMg

j
v

FEOFITINAS [ > FEOFORBIDOS
FITOL / Mg~ HIoL+ Mg

3) Catabolitos tetrapirrdlicos lineales:

Estos derivados no presentan color verde debido a que el anillo tetrapirrolico se
rompe y se pierde el sistema de dobles enlaces conjugados responsable del color. Dentro de
estos compuestos estan los catabolitos fluorescentes de clorofilas (FCC) vy los catabolitos

no fluorescentes de clorofilas (NCC).

Estructura quimica de los derivados de clorofilas.

Early stage
‘.’,: CH ) .:: &
&\ % 4 2 !

::z-’%‘\‘ QV{ i b ‘&T He iy o1
§ff WL
)V’M (C) Lwa
Chlorophyll Chlorophyllide Phecphorbide Pyropheophaorbide

|

Late stage Oy (@) Erzymaﬁ;

H,0 ‘ cleavage?
L’!‘ '1-,'__1' e 1
v i “/—
{ ) !
o NCCs?
Lres Monopyrroles?
RCC

Mamptn'des?

Figura tomada de una publicacion de la revista Trends in Plant Science, Reviews,

Takamiya y col.,Octubre 2000, Vo 5.
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Chlorophyll: clorofila

Pheophorbide: feoforbido

Chlorophylide: clorofilido
Pyropheophorbide: pirofeoforbido

PFCC: catabolitos fluorescentes de clorofila
RCC: catabolitos rojos de clorofila

NCC: catabolitos no fluorescentes de clorofila

Ruta metabélica de degradacién de clorofilas

Matile y col. (1999) proponen el siguiente mecanismo de degradacién de clorofilas:
1. En la primera etapa la enzima

clorofilasa hidroliza la unidon éster entre Clorofiab Ciinte Faciibiaa

el anillo tetrapirrdlico y el fitol dando
P Y Hzo? Clorofilasa 1
como resultado la formacién de Fitol
clorofilidos a y b. Feofinab Clorofilido a
2. En la segunda etapa la actividad Mg- ZWE
NG

ws 2

dequelatasa, elimina el 4tomo de Mg"*

v

central del anillo tetrapirrdlico de Feoforbido a

clorofilido a y se forma feoférbido a. Feoférbido a oxigenasa
proteina de estroma

3. Enla tercera etapa se produce el clivaje
oxidativo del anillo tetrapirrélico 3
dando origen a los FCC (catabolitos
fluorescentes de clorofilas). Hasta esta
etapa, todo ocurre en el cloroplasto.

Posteriormente, los FCC modifican sus

enlaces conjugados y se transforman

en NCC (catabolitos no fluorescentes Esquema del mecanismo de degradacion
de clorofilas), esto ocurre en vacuolas. de clorofilas propuesto por Matile y col.,

1999.
El primer catabolito de clorofilas que presenta el anillo tetrapirrélico abierto ha sido
caracterizado en cotiledones de colza como FCC (Muhlecker y col., 1996). Dicho

catabolito resulta de la adicién de dos atomos de oxigeno y 4 atomos de hidrégeno a la
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molécula de feoforbido a nivel del enlace entre el C4 y C5, seguido de una reduccién que
satura la unién entre los C10 y C20.

La etapa 1 estd catalizada por la enzima clorofilasa 6 clorofila-clorofilido hidrolasa
(Clasa). La actividad clorofilasa ha sido estudiada desde hace aproximadamente 90 afnios
(Matle y col,, 1999) y se ha definido que esta actividad esta presente en plantas superiores,
diatomeas y Chlorella. Clasa ha sido purificada a partir de varias especies y se ha descripto
como una glicoproteina asociada a membranas (Schellenberg y Matle, 1995; Brandis y col.,
1996; Matile y col.,, 1997; Tsuchiya y col, 1996), con un rango de masas moleculares
determinadas mediante electroforesis desnaturalizante (con SDS) que va desde 27 kD
(citricos) a 46 kD (Phaeodactlum tricornotum) (T'suchiya y col., 1999). No esta claro aun si
las diferencias en la masa molecular se deben a diferencias entre especies o a diferentes
isoenzimas. Clasa es considerada como una enzima cloroplistica que esta asociada a
membranas. Inicialmente se suponia que estaba en los tilacoides pero, recientemente se ha
descrito que se encuentra en la membrana que envuelve a los cloroplastos (Brandis y col,,
1996; Matle y col, 1997). Los niveles de clorofilasa se ven afectados por numerosos
factores internos y externos. Se ha demostrado que existe una correlacion entre el aumento
de actividad clorofilasa y la disminucién del contenido de clorofilas en hojas senescentes
como asi también se ha demostrado que la actividad Clasa responde a la accién del etileno
durante la maduraciéon de frutos (Benedetti y Arruda, 2002). La actividad de la enzima es
modificada por el dcido jasmoénico y metiljasménico quienes estimulan la expresion de esta
enzima (Benedett y col., 1998; Tsuchiya y col., 1999). La actividad clorofilasa ha sido
detectada no s6lo en hojas senescentes, sino también en hojas presenescentes, tejidos
verdes y también en periodos en los que hay sintesis neta de clorofilas, lo que sugiere que
esta enzima participa del recambio de clorofilas (Matile y col., 1996; Minguez-Mosquera y
Gallardo-Guerrero 1996). Se ha propuesto que la actividad clorofilasa se encuentra latente,
dicha latencia se debe a una separacion espacial entre los complejos pigmento proteinas
ubicados en los tlacoides y la enzima localizada en la membrana que envuelve a los
cloroplastos. La actividad Clasa necesita que se produzca la desorganizacién de la estructura
de los cloroplastos para actuar sobre su sustrato (Matile y col,, 1997; Benedetti y Arruda
2002). Se ha propuesto la existencia de una proteina soluble que actuaria como
transportador de clorofilas desde los complejos tilacoidales hasta la membrana que
envuelve a los cloroplastos donde estaria ubicada Clasa (Matile y col., 1997). Esta hipotesis

ha sido reafirmada a través del clonado, secuenciado y la expresiéon de un ADNc de coli-
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flor, lamado WSCP, que corresponde a una proteina soluble, posiblemente de localizacién
cloroplastica y que tiene la capacidad de extraer clorofilas de los complejos pigmento —
proteinas (Satoh y col., 1998).

La etapa 2 en la degradacion de clorofilas de acuerdo al modelo propuesto previamente,
es catalizada por la enzima Mg- dequelatasa (MDS). A diferencia de clorofilasa, se conoce
muy poco de la actividad MDS ya que los trabajos publicados son escasos y los resultados
son contradictorios y muchas veces sorprendentes. Se analizara particularmente esta
enzima en el capitulo II de la tesis.

La etapa 3 es catalizada por la enzima feoférbido a oxigenasa cuya actividad se ha
detectado sélo en gerontoplastos, encontrandose asociada a la membrana de la organela. Se
trata de una monooxigenasa que contiene Fe en su estructura, que requiere O, como
sustrato y que es dcpendiente de ferredoxina reducida (Ginsburg y col, 1994;
Hortensteiner y col.,, 1995). Se ha demostrado que para la accién de la enzima se requiere
ademas de los cofactores: NADPH, glucosa 6-P, y glucosa 6-P deshidrogenasa para
mantener reducida a la Ferredoxina (Hortensteiner y col., 1995). Otra caracteristica de esta
enzima es que posee especificidad de sustrato, se ha demostrado que feoférbido b actuaria
como un inhibidor competiivo (Hoértensteiner y col., 1995). La actividad de la enzima
requiere la presencia de una proteina de estroma soluble, cuya funcién no esta clara todavia
pero se sabe que es una reductasa dependiente de NADPH responsable de la reduccion de
los dobles enlaces conjugados del anillo tetrapirrélico y se denomina RCC reductasa. La
actividad de esta enzima se ha detectado sélo en hojas senescentes a diferencia de las otras
enzimas (clorofilasa y MDS) que se han detectado en hojas senescentes y no senescentes
(Ginsburg y col., 1994; Hortensteiner y col., 1995), por lo que se habia propuesto como un
paso clave en la regulaciéon de la degradacion de clorofilas. Sin embargo, recientemente se
ha demostrado que la supresion de la actividad del gen que codifica para la feoférbido a
oxigenasa lleva a una acumulacion de feoférbido y no a una disminucién de la velocidad de
degradacién de clorofilas (Tanaka y col., 2003). Los autores proponen que como el primer
paso irreversible de este modelo de degradacién es la eliminacion del Mg*? seria
posiblemente éste el paso mas importante de regulacion.

Todos los catabolitos de degradacién de clorofila que han sido aislados en la naturaleza
derivan de clorofila a (Curty y col,, 1996; Ginsburg y Matile 1993), es por ello que de

acuerdo al modelo que propone Matile las clorofilas b y los clorofilidos b se transforman
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en sus respectivos derivados a por medio de la accién de la clorofila b reductasa (Ito y col,,
1996).

Ademas del mecanismo de degradacién propuesto por Matile, se han propuesto otras
enzimas oxidativas que podran participar del blanqueo de clorofilas, actuando
directamente sobre el anillo tetrapirrélico. Se ha demostrado que la enzima peroxidasa
cataliza la oxidacién de clorofilas por el H,O, in vitro y que requiere la presencia de
monofenoles para su accion (Huff, 1982; Yamahuchi y col,, 1997; Yamahuchi y col., 1999;
Martinez y col, 2001; Funamoto y col.,2002).

Compartamentalizacién celular de la degradacién de clorofilas

Segun el modelo de Matile la degradaciéon de clorofilas comienza en el cloroplasto, no

se sabe cual es la sefial que da inicio al proceso pero es claro que se necesita la
desorganizacién de la estructura del cloroplasto para que actie Clasa y a continuacion MDS
y Feoférbido a oxigenasa. Las tres enzimas tienen ubicacién en el cloroplasto, por lo tanto
la conversién de clorofilas en FCC ocurre dentro de esta organela. Los FCC salen del
cloroplasto, proceso que requiere gasto de ATP (Hinder y col., 1996) y completan la

degradacion en vacuolas.

Durante la degradacién de

R ]
1 Chlorophyllase

2 Mg-dechelatase

3 Pheide a oxygenase
4 Reductase

5 Catabolite translocator

clorofilas se generan gran

cantidad de plastoglébulos que

contienen acetil- esteres de fitol

(Bortlik, 1990).

Ubicacion espacial de la degradacion
de clorofilas en clorgplastos
senescentes.

Figura tomada de Annu. Rey. Plant
Physiol. Plant Mol., 1999. (Marile
Hortensteiner y Thomas)

1 Clorofilasa
2 Mg-dequelatasa
3 Feoférbido a oxigenasa

4 RCC Reductasa

5y 6 Transportadores a través de

membrana.
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Un modelo alternativo de la compartamentalizacién de la degradacion de clorofilas
fue propuesto por Takamiya y col. (2000). Estos autores, basindose en la existencia de
clorofilasas de ubicacién extra-cloroplastica, tal como lo revelan los genes clonados de
Arabidopsis, (AtCLH2) y de citrus (CHLASE 1), proponen que moléculas intactas de
clorofilas abandonan los cloroplastos dentro de los plastoglébulos y toman contacto con
clorofilasas que se ubican en otros plastidos celulares, posiblemente en vacuolas, y alli
ocurriria la degradacion de clorofilas a través del mismo mecanismo propuesto por Matile.
Estudios citolégicos de gerontoplastos de soja han revelado que durante la senescencia
gran numero de plastoglobulos que contienen clorofilas intactas o derivados fitilados de
clorofilas abandonan los cloroplastos a través de la membrana hacia el citosol (Guiamet y

col,, 1999). Los plastoglobulos tendtian como destino final las vacuolas.
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ITI- Brocoli

III-1- Origen

El brécoli es una hortaliza originaria de Asia Occidental y de
la regién mediterranea de Europa (desde Grecia hasta Siria). Su nombre deriva de la
expresion italiana brocco, que quiere decir brazo con ramas, siendo broccolo el diminutivo
de esa palabra y brécoli el plural. Los romanos ya cultivaban esta planta, pero hace
aproximadamente unos 20 afios que su cultivo y consumo comenzaron a difundirse en

diferentes paises (www.vric.ucdavis.edw/'veginfo/comodity/broccoli, 2003).

IT1-2- Consumo y produccion

El principal pais productor y consumidor de brécoli actualmente es Estados Unidos

(www.agrocadenas.gov.co/home.htm, anénimo, 2004).

El consumo de brocoli en Argentina expresado como kilogramo de hortaliza por
persona y por afio fue de aproximadamente 0,05 en el afio 1997 (Baron y col, 2001). Este
valor a aumentado en los Gltimos afios pero de todos modos sigue siendo bajo, quizas por
razones de habito alimentario, falta de difusién y poco conocimiento de sus cualidades
nutricionales. En Estados Unidos el consumo de brécoli fresco por persona es de
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