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La senescencia es el ultimo estadio en el desarrollo ontogénico de una hoja.
Comunmente definimos la senescencia como un proceso de desmantelamiento celular, que
finaliza con la muerte de células, tejidos u 6rganos. El proceso de la senescencia foliar
puede ser dividido en dos etapas: -1 un periodo inicial de redistribucion de nutrientes que
implica principalmente la degradacion de los cloroplastos y la exportacion del N y otros
nutrientes liberados hacia otros 6rganos (v.g., semillas, tubérculos, etc); y —2 un proceso
final de muerte celular una vez que la redistribucion de nutrientes ha sido completada.
Aunque el término “senescencia” usualmente evoca la idea de irreversibilidad, el proceso
de degradacion de los cloroplastos y redistribucion de nutrientes es reversible, y las hojas
pueden “reverdecer” aun después que han perdido el 90% de la clorofila y proteinas (v.g.,
Zavaleta-Mancera et al. 1999).

La senescencia foliar es un proceso de importancia econdémica. Por ejemplo, los
procesos de senescencia acortan la vida post-cosecha de muchas hortalizas de hoja, y en
especies forrajeras pueden reducir la cantidad y calidad nutricional del forraje. Pero el
mayor interés por controlar la senescencia se centra en los cultivos de grano, donde es
razonable pensar que un retraso de la senescencia, y por lo tanto la prolongacién de la
actividad asimilatoria del canopeo podria contribuir a aumentar el rendimiento de algunas
especies.

Desmantelamiento celular durante la senescencia

El sintoma inicial y distintivo de la senescencia foliar es la degradacién de los
cloroplastos. Tras la dilucidacion de la via de degradacion de clorofila (Thomas et al.
2001), el principal enigma en este campo es el mecanismo de desmantelamiento de los
cloroplastos y degradacion de sus proteinas. Aunque por su abundancia parecerian un
objeto sencillo de estudio, se desconoce casi por completo el mecanismo involucrado en la
degradacion de proteinas cloroplasticas durante la senescencia. Los esfuerzos de
investigacion se han orientado a la busqueda de enzimas hidroliticas (fundamentalmente
proteasas) localizadas en los pléastidos y expresadas preferencial o especificamente durante
la senescencia. Sin embargo, estudios de fraccionamiento subcelular muestran que la mayor
parte de la actividad proteolitica en las células senescentes reside en la vacuola. Los
numerosos estudios sobre cambios en la expresion génica han arrojado una larga lista de
proteasas, en gran parte proteasas cisteinicas, cuya expresion (niveles de ARNm) aumenta
durante la senescencia; paradojicamente, algunas de estas proteasas son enzimas vacuolares
o extracelulares, muchas otras tienen una localizacion desconocida, y solamente unas pocas
residen en el cloroplasto (Gepstein et al. 2003). Sin trabajos donde se manipule la expresion
de las proteasas asociadas a la senescencia es dificil establecer sus funciones, pero la
abundancia de proteasas no-cloroplasticas y de proteasas de procesamiento vacuolar (v.g.,
Kinoshita et al. 1999) sugiere que al menos parte de la degradacion de proteinas podria
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ocurrir en otros compartimientos celulares. En este sentido son interesantes distintas
observaciones que indican que algunos componentes fotosintéticos pueden ser exportados
desde los cloroplastos de las hojas senescentes. En hojas senescentes de soja, por
microscopia confocal in vivo observamos globulos con caracteristicas espectrales similares
a las de la clorofila rodeando a los cloroplastos, probablemente exportados desde los
cloroplastos (Guiamet et al. 1999). En hojas senescentes de trigo aparecen fuera de los
cloroplastos cuerpos de 1-2 um de didmetro que contienen Rubisco (Chiba et al. 2003).
Sorprendentemente, cuando se marca la actividad proteolitica de las células senescentes con
un sustrato fluorescente especifico para proteasas cisteinicas, la mayor actividad aparece
concentrada en pequefas vacuolas (Fig. 1, Otegui, Noh, Martinez, Vila-Petroff, Stachelin,
Amasino y Guiamét, resultados no publicados). Estas vacuolas difieren de la vacuola
central por su tamafio y también en términos de la composicion del tonoplasto (i.e., carecen
de la acuaporina y-TIP); ademas, —1 aparecen especificamente en células senescentes, y
no son detectables en hojas maduras, —2 acumulan la proteasa asociada a la senescencia
SAG12, -3 concentran gran parte de la actividad proteolitica de las células, y —4 ocurren en
el mesofilo (i.e., células con cloroplastos) y no en las células sin cloroplastos de la
epidermis. Con las evidencias disponibles es prematuro establecer el papel de estas nuevas
vacuolas durante la senescencia, o determinar si las proteinas de los cloroplastos son
degradadas in situ o exportadas a otros compartimientos celulares. Sin embargo, dado que

Figura 1 — Deteccion de vacuolas asociadas a la senescencia por microscopia confocal in vivo. Se
incubaron protoplastos con un sustrato para proteasas cisteinicas (rhodamine 110, bis-CBZ-L-
phenylalanyl-L-arginine amide, B y E) y con el marcador de vacuolas Lysotracker Red (C y F). A,
By C, protoplasto aislado de una hoja madura (no-senescente) de Arabidopsis; D, E y F protoplasto
aislado de una hoja senescente. Claramente se puede observar la presencia de pequefias vacuolas
(puntas de flecha) en células senescentes (F), con significativa actividad proteolitica (E), e
indetectables en protoplastos de hojas no-senescentes (B y C). La seccion que se observa es cortical
y no incluye la vacuola central. La barra horizontal representa 10 um.




los cloroplatos de hojas senescentes de trigo pueden degradar parcialmente la subunidad
grande de Rubisco, pero son incapaces de completar la degradacion del fragmento de 44
kDa resultante (Kokubun et al. 2002), la posibilidad de que parte de la degradacion de
proteinas cloroplésticas ocurra en otros compartimientos celulares deberia ser considerada
seriamente. En el futuro inmediato es posible vislumbrar avances en el estudio del
mecanismo de degradacion del aparato fotosintético utilizando métodos de biologia celular,
y nuestro grupo estd utilizando proteinas cloroplésticas fusionadas a GFP, y mutantes
“knock out” para las proteasas asociadas a la senescencia con el fin de obtener informacion
sobre el sitio donde ocurre la degradacion de proteinas cloroplasticas y las proteasas
involucradas.

Regulacion de la senescencia

Es evidente que el inicio y el ritmo con que se desarrolla la senescencia deben estar
estrictamente regulados. Muchas evidencias indican que el desarrollo de la senescencia
involucra la expresion relativamente especifica de una bateria de “genes asociados a la
senescencia” (Gepstein 2004). Muchos de los “genes asociados a la senescencia” codifican
hidrolasas, o enzimas involucradas en la sintesis de aminoacidos exportables (v.g.,
asparagina), pero otros tienen un rol regulador. La expresion de varios factores
transcripcionales, genes involucrados en la biosintesis de etileno, y genes involucrados en
vias de sefializacion aumenta durante la senescencia (Gepstein 2004) y se han identificado
“blancos” de la accion de factores transcripcionales asociados a la senescencia (Robatzek y
Somssich 2002). En la mayoria de los casos, se desconoce la funcion de estos genes en la
regulacion de la senescencia, y so6lo recientemente se ha comenzado a manipular su
expresion (Lim et al. 2003).

Una aproximacion alternativa en el estudio de la regulacion genética de la
senescencia consiste en la utilizacion de la variabilidad natural presente en poblaciones o
variedades de una especie. La ventaja de este enfoque es que permitiria identificar genes
con una funcién importante en el control de la senescencia; desafortunadamente, la mayoria
de las numerosas mutaciones “stay green” que se han estudiado no han podido ser
identificadas a nivel molecular. Algunos de estos genotipos ‘“‘stay green” son
particularmente interesantes; por ejemplo en soja la combinacién homocigética de los
alelos recesivos en los loci d/ y d2 causa una marcada inhibicion de la degradacion de
clorofila y Rubisco (Guiamet y Gianibelli 1996), operando probablemente corriente abajo
del/os sitio/s donde ejercen su influencia promotora de la senescencia el etileno, el 4cido
abscisico y el 4cido jasmoénico (Guiamet y Gianibelli 1994). Otra mutacion interesante es
cytG, una mutacion de herencia citoplasmatica (jun gen cloroplastico?) que afecta
especificamente la degradacion de clorofila b y del complejo recolector de luz del
fotosistema II (LHCII, Guiamet et al. 1991), probablemente alterando la regulacion de la
fosforilacion de LHCII (resultados no publicados). La identificacion de los genes mutados
en los genotipos “stay green” indudablemente aportaria informacion relevante sobre el
control y/o mecanismo de la senescencia foliar, pero es probable que esto requiera un
mayor desarrollo de las herramientas genémicas en las especies involucradas.

El conocimiento actual sobre la regulacion de la senescencia foliar ofrece entonces
una larga lista de genes y mutaciones asociadas con el desarrollo de este proceso. Distintos
sets de “genes asociados a la senescencia” se expresan dependiendo del factor inductor de
la senescencia, las condiciones ambientales (luz u oscuridad), presencia de factores de
estrés, o por la accion de distintas hormonas (Weaver et al. 1999; He et al. 2001). Estas



observaciones sugieren que pueden existir distintas via regulatorias que controlan el
desarrollo temporal de la senescencia de las hojas. En forma reciproca, las mismas
mutaciones que inhiben la degradaciéon de componentes cloropléasticos durante la
senescencia foliar en soja aumentan la susceptibilidad de las plantas frente al déficit hidrico
(Luquez y Guiamet 2002), indicando que algunas vias de sefializacion pueden ejercer
efectos pleiotropicos y controlar tanto el desarrollo de la senescencia como las respuestas a
factores de estrés.

Finalmente, es esperable que un mayor conocimiento del mecanismo y regulacion
de la senescencia nos permita intervenir para retrasar este proceso durante la postcosecha
de productos horticolas, en especies forrajeras, o en cultivos donde el rendimiento pueda
ser sensible a la prolongacion de la actividad de la fuente. Resulta paradodjico que
desconozcamos el mecanismo de degradacion de la proteina mas abundante sobre el planeta
(Rubisco), aunque el advenimiento reciente de la transcriptomica y protedmica, y de nuevos
conocimientos en el area de la biologia celular de plantas probablemente contribuyan a
develar esta y otras incognitas de la senescencia foliar en un futuro cercano.
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