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Senescencia en hojas de
Avena sativa cv. Suregrain. Efecto de
bloqueantes del metabolismo energético

Luna, C.M. y V.S. Trippi

RESUMEN

En este trabajo se analiza la relacién entre el agregado de sustancias bloguean-
tes del metabolismo energético, cambios en permeabilidad y nivel de oxidacio-
nes celulares. Como sistema experimental in vitro, los segmentos foliares de ho-
jas de Avena sativa cv. Suregrain fueron incubados previamente durante 4 hs. en
oscuridad con bloqueantes del metabolismo energético como DCMU, KCN, DNP,
EDTAy Tritén X-100.

Los resultados muestran que todos los bloqueantes ensayados aumentaron los
sintomas de senescencia medidos como cambios en permeabilidad, degrada-
cién de clorofilas y protedlisis; apoyando la idea de una relacién entre disminu-
cién de la energfa y aceleracion de la senescencia. El hecho de que el uso de los
bloqueantes del metabolismo energético fuera acompanado por un estimulo en
el contenido de MDA, sugiere que el efecto de la disminucién del metabolismo
energético estaria mediado por un aumento en el nivel de oxidaciones celulares.
Ademds, dado que cisteina, sustancia protectora de grupos SH, retardé la evo-
lucién de todas las variables en estudio, sugiere que el dano por oxidaciones im-
plicarfa un ataque a grupos SH de protefnas celulares.
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SUMMARY

The relationship among energy metabolism, changes in membrane permeability
and oxidation levels were analyzed using Avena leaves incubated in vitro with a
medium containing Inhibitors of energetic metabolism, such as EDTA, KCN, DC-
MU, DNP and Tritén X-100.

Results showad that all of energetic metabolism inhibitors increased senescen-
ce parameters, measured as changes in permeability, chlorophylis degradation
and proteolysis, so the relationship between energy decrease and senescence
was confirmed. The fact that energetic metabolism inhibitors were accompanied
by stimulation of MDA content, suggested that the effect of energy metabolism
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decrease could be mediated by an increased in ceil oxidation levels As cistein,
a SH group protector, delayed development of alt the parameters measured, oxi-
dation damages would envolved an attack of SH group of proteins cells
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INTRODUCCION

Las investigaciones realizadas sobre el metabo-
lismo energético (ME) y la senescencia (Malik and
Thimann, 1980, Tripp! et a/, 1989), sugieren que di-
cho proceso esté relacionado con la produccién y
utiizacion de la energia (Trippi et al., 1989). En tal
sentido, la senescencia fue retardada en oscuridad,
con el agregado de fuentes de energia como azu-
cares (Luna and Trippi, 1986). Por el contrario, se
produjo una aceleracién del sindrome luego del tra-
tamiento con un bloqueante de la fotofosforilacién
como el CINH, (Malik and Thimann, 1980).

Una caracteristica de la senescencia de hojas y
flores es el aumento de permeabilidad de las mem-
branas (Trippi and Thimann, 1983; Trippi and Pau-
lin, 1984). Algunas evidencias sugieren que dichos
cambios en permeabilidad pueden estar relaciona-
dos con el ME. Asi, la disminucion de energia por
anoxia o condiciones de oscuridad, fue acompafa-
da por un aumento en la salida de iones (Trippi and
Thimann, 1983, Trippi and De Luca d'Oro, 1985).
Mas aun, tratamientos con bloqueantes del ME co-
mo KCN (Kinraide and Etherton, 1982), DNP (Jean-
jean, 1976) y tritén X-100 (Enami and Kura-Hotta,
1984) demuestran que la disminucién del conteni-
do de ATP fue acompariada por cambios en la per-
meabilidad.

Por otra parte, el ME es regulado por niveles en-
ddgenos de O,, como lo evidencia la disminucién
de los niveles de ATP y carga energética durante
un estrés oxidativo (Tripp!i et al., 1989), En tal senti-
do, se ha sugerido que el desarrollo de la senes-
cencia podria resultar de la combinacién entre el
fenémeno oxidativo y la disminucién del ME (Trippi
and Paulin, 1984).

Estos hechos llevan a postular que la disminucion

del ME induciria la aparicion de sintomas de senes-
cencia en hojas de Avena sativa cv. Suregrain. Tal

efecto podria relacionarse con el estimulo en los cam-
bios de permeabilidad y un aumento en el nivel de
oxidaciones celulares. Por lo tanto, el uso de sustan-
cias de reconoctda accion bloqueante del ME, repro-
duciran condiciones de menor contenido energético
en hojas de Avena. El objetivo de este trabajo es es-
tudiar el efecto de dichas sustancias sobre los cam-
bios en la permeabilidad de las membranas y otras
variables de senescencia, a fin de estabiecer su re-
lacién con el nivel de oxidaciones celulares.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantulas de Avena sativa cv. Sure-
grain crecidas en vermiculita, luz continua de 40 W
m=2y 24 a26° C. A los 7 dias, de la prnimer hoja de 8
cm de longitud se cortaron segmentos de 3 cm de
longitud descartandose los 0,5 cm apicales (Luna
and Trippi, 1986). Diez segmentos de hojas se co-
focaron en 10 ml de agua destilada o en sustancias
de reconocida accion bloqueante del ME, como
KCN 1 mM (Avron, 1989, Solomos, 1977) y DCMU
250 uM (Renger, 1973; Hachimori et al., 1968), los
cuales son inhibidores del transporte electrénico fo-
tosintético y respiratorio o bien desacoplantes co-
mo DNP 300 uM (Moreland, 1980) y tritén X-100
(Enami and Kura-Hotta, 1984) 0.01 % y un inhibidor
de transferencia de energia como EDTA 50 mM (Ja-
gendorf, 1977). Las concentraciones de los blo-
gueantes fueron elegidas en base a experiencias
previas, cuidando que los tejidos, luego del trata-
miento con blogueantes, se mostraran siempre tur-
gentes, lo cual fue considerado como sintoma de vi-
talidad (Satler and Thimann, 1980). Las soluciones
permanecieron a pH 7, a excepciéon de KCN, cuyo
pH se mantuvo a 7 con KOH. Los segmentos folia-
res se preincubaron con bloqueantes y un control
agua. Para mantener el estado reducido del tejido,
a los tratamientos con bloqueantes se les adiciond
cisteina 5 mM, una sustancia protectora de grupos
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Tabla 1. Efecto de los blogueantes del metabolismo
energético sobre la actividad fotosintética de hojas
de Avena sativa sp.

Valor inicial + 24 hs. luz
Tratamiento
0 hs. PS mg/seg & PS mg/seg
1,4 Control +0,36
EDTA +0.03
KCN +0.02
DCMU +0.07
DNP -0.04
Tritéon -0.10

La actividad fotosintética ha sido expresada como
& PS mg/segmento tomando como valor inicial el
contenido en PS a la 0 hs. de iniciado el tratamien-
to. Los segmentos se incubaron con los bloquean-
tes (4 hs. en oscuridad) y luego se trasladaron a
agua destilada (24 hs. en luz), y se midi6 el PS final.
Por cada variante se utilizaron 50 segmentos.

SH. Todos los tratamientos permanecieron 4 hs. en
oscundad para asegurar la disminucion del ME. Lue-
go, los segmentos se lavaron y colocaron en agua

destilada, permaneciendo bajo luz continua (40
Wm-?) durante 24 hs , al cabo de ese tiempo se rea-
lizaron las mediciones correspondientes

Los cambios en permeabilidad se midieron por
la salida de iones al medio de incubacién, con con-
ductimetro Horizon modelo 1984. Un extracto eta-
nélico de segmentos de hoja (Luna and Trnippi, 1986)
fue utilizado para mediciones de clorofita (Tetley and
Thimann, 1974), amino&cidos solubles (Moore and
Stein, 1948) e hidroperdxidos como MDA (Heatch
and Packer, 1968). Cada experiencia se repitié al
menos 5 veces y los resultados se expresaron co-
mo porcentaje del control.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los segmentos incubados en agua aumentaron
el PS luego de 24 hs. en luz. Por el contrario, la prein-
cubacién con bloqueantes del ME no promovié cam-
bios en el contenido de PS, lo que comparado con
la evolucién del control, sugeriria un retardo de la
actividad fotosintética y en consecuencia, un menor
contenido energético en los tratamientos con blo-
queantes (Tabla 1).

En los segmentos foliares pretratados con blo-
queantes, se observé en todos los casos, un aumen-
to de salida de 1ones luego de 24 hs en luz (Fig. 1),
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Figura 1. Efecto de los blogqueantes del metabolismo energético sobre permeabilidad de membranas celulares de hojas de Avena saliva
cv. Suregrain de 7 dias de edad t.as concentraciones de ios tratamientos fueron EDTA 50 mM, KCN 1 mM, DCMU 250 uM, DNP 300 uM
y Tritén x-100 0 01 % y cisteina 5 mM Las barras verticales representan el error estandar.
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Figura 2. Efeclo de los bloqueantes del metabolismo energético sobre la degradacioén de clorofitas de hojas de Avena sativa cv. Sure-
grain. Detalles en Fig. 1.
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Figura 3. Efecto de los blogueantes del metabolismo energético sobre la degradacién de aminoécidos solubles de hojas de Avena saliva
cv Suregrain Detalles en Fig 1.
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Figura 4. Efecto de los blogueantes del metabolismo energético sobre el contenido de MDA de hojas de Avena sativa cv. Suregrain. De-

lalles en Fig 1

por lo tanto la disminucién del ME en condiciones
de senescencia in vitro estaria asociada a cambios
en la permeabilidad de las membranas celulares.
Otros autores, usando los mismos blogueantes: DNP
(Jeanjean, 1976); KCN (Kinraide and Etherton, 1982)
y tritdn X-100 (Enami and Kura-Hotta, 1984), obser-
varon gue una disminucién de ATP era acompafia-
da por cambios en la permeabilidad.

En los segmentos foliares pretratados con blo-
queantes también se acelerd la aparicion de otras
variables de senescencia, tales como degradacion
de clorofilas (Fig. 2) y aumento de protedlisis (Fig.
3). Esto concuerda con Malik and Thimann (1980),
quienes utilizando un inhibidor de la fotofosforilacion
como el CINH, (Arnon and Chain, 1975) observaron
un estimulo en la senescencia, medida como au-
mento en la degradacién de clorofilas. Asimismo,
Dean and Pollak (1985), Woolhouse (1984) y Arnt-
zen et al. (1982), sefialan que la utilizacién de blo-
queantes como KCN, DCMU y DNP, estimularon
protedlisis. En consecuencia, el hecho gue todos los
blogueantes del ME ensayados promovieron aumen-
tos de permeabilidad (Fig. 1) acompafiados de es-
timulos en otras variables de senescencia (Figs. 2y
3) apoya ladea de la existencia de una relacién en-
tre la disminucion de la energla y aceleracion de se-
nescencia, lo cual fue previamente observado en

hojas de Avena (Trippi et al., 1989) y en flores (Trip-
pi et al., 1988).

El tratamiento previo con los distintos bloqueantes
del ME fue acompaniado por estimulos en el nivel de
MDA, luego de 24 hs. en luz (Fig. 4). Esto sugeriria
que el efecto acelerante de la senescencia, promo-
vido por el uso de bloqueantes, estaria mediado por
un aumento en el nivel de oxidaciones celulares En
tal sentido, Trippi et al. (1989) observaron en la mis-
ma sp., Avena sativa, que la disminucion del ME era
acompariada por aumentos en el nivel de MDA y ace-
leracién del resto de las variables de senescencia.
Estos efectos fueron notablemente estimulados por
atmésferade O, al 100% (Trippi et al, 1989) apoyan-
do laidea de !a participacion del O, y sus formas to-
xicas. Posiblemente, el uso de blogueantes, guarde
relacién con un aumento en la formaciéon de radica-
les libres (Dean and Pollak, 1985; Woolhouse, 1984y
Armntzen et al.,, 1982). En tal sentido, el mantenimien-
to de condiciones reductoras en el tejido foliar por cis-
teina 5 mM, sustancia protectora de grupos SH
(Murphy, 1984), disminuyé el nivel de oxidaciones ce-
lulares, comparado con los blogueantes sin cisteina
(Fig. 4). Tal efecto fue acompadiado por un retardo en
la evolucion de las variables de senescencia. Asi, el
agregado de cisteina, retard6 los cambios en per-
meabilidad (Fig. 1), a degradacién de clorofilas (Fig.
2) y la protedlisis (Fig. 3).
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En base alo analizado se puede concluir que la
utilizacién de bloqueantes del ME se correlaciona
con aumentos de permeabilidad de las membranas
celulares y aceleracién de variables de senescen-
cia. Tales fen6menos se asocian con un estimulo en
el nivel de oxidaciones celulares, cuyos dafios, ocu-
rrirfan, entre otros efectos, a nivel de grupos SH.
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