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Dano oxidativo y contenido de antioxidantes durante la
senescencia de cotiledones de soja
(Glycine max, var Hood)
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RESUMEN

Durante la senescencia de cotiledones de soja, el contenido total de clorofila disminu-
y6 de 307 £+ 23 a 115 £ 23 yg.mg™' pf luego de transcurridos 7 y 20 dias de desarrollo,
respectivamente. El contenido de clorofila b decrecié un 34% durante el periodo indicado,
mientras que el contenido de clorofila a mostré una disminucién del 65,8%. E! contenido de
proteinas, expresado por cotiledén, se mantuvo constante durante los 7 dias iniciales de
desarrollo y disminuyd significativamente al cabo de los 10 dias. La velocidad de salida de
electrolitos no mostré diferencias significativas durante los 15 dlas iniciales y aumenté en
forma significativa luego de transcurridos 20 dias de desarrollo, sugiriendo alteraciones en
la permeabilidad de las membranas. El contenido de sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico, considerado como un indice de la peroxidacion de lipidos, mostré un aumen-
to del 95% entre los dias 7 y 10, sugiriendo que la peroxidacién de lipidos de membrana
podria ser un estadio temprano del deterioro producido durante la senescencia. E! conteni-
do de a-tocoferol, uno de los principales agentes protectores contra procesos de oxidacién
de las membranas biolégicas, aumentd 4 veces en los cotiledones entre los 10 y los 20 dlas
de desarrollo de las plantulas. Los resultados presentados en este trabajo sugieren que el/
los mecanismo/s conducentes a la senescencia en cotiledones de soja involucrarian el
desarrollo de condiciones de estrés oxidativo que llevarian a una respuesta antioxidante, a
los efectos de limitar el deterioro oxidativo.
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Oxidative damage and antioxidant content during senescence

of soybean (G/ycine max, var Hood) cotyledons

SUMMARY

During senescence of soybean cotyledons, the content of total chlorophyll decreases
from 307 ¢ 23 to 115 ¢ 23 pg.mg™' FW after 7 and 20 days of development, respectively.
The content of chlorophyll b decreases 34% during that period, meanwhile the content of
chlorophyll a shows a decrease of 65.8%. The protein content, expressed as mg per
cotyledon, is constant over the initial 7 days and decreases significantly after 10 days of
development. The leakage of electrolytes does not show significant differences during 15
days, but statistically significant increases are detected after 20 days of development,
suggesting alterations in the permeability of membranes. The content of tiobarbituric reactive
substances, taken as index of lipid peroxidation, shows an increase of 95% between the 7
and 10 days, suggesting that lipid peroxidation could be considered as an early event related
to senescence-dependent damage in cotyledons. The content of a-tocopherol, one of the
main protector agents of biological membranes against oxidation, increases 4-fold in
cotyledons between 10 and 20 days of development. The results presented here suggest
that mechanism/s leading to senescence in soybean cotyledons include the setting of

Dafio oxidativo y antioxidantes en cotiledones

oxidative stress conditions that trigger antioxidant responses to limit the damage.

Key words: oxidative damage, peroxidation, antioxidants, a-tocopherol, cotyledons.

INTRODUCCION

Las teorias sobre el envejecimiento pue-
den ser clasificadas en dos grandes catego-
rias: (a) senescencia programada y (b) senes-
cencia como deterioro indiscriminado. En las
plantas, la senescencia es un fenébmeno es-
trictamente controlado, ejecutado con finali-
dades especificas (Pauls y Thompson, 1984).
Sin embargo, la senescencia es un sindrome
muitifactorial, en el cual el metabolismo de
los radicales libres jugaria un papel importante
(Leshem, 1988) y por lo tanto, los procesos
degradativos dependientes de la peroxidacion
lipidica serian responsables de ciertos cam-
bios inespecificos producidos durante la
senescencia.

La pérdida de la integridad de la mem-
brana celular es una caracteristica inherente
a la senescencia en las plantas, y se eviden-
cia a través de estudios ultraestructurales y
de permeabilidad (Simon, 1974). Importantes
cambios en las propiedades fisicas de los
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lipidos de las membranas durante la senes-
cencia contribuirian a la pérdida de la per-
meabilidad selectiva de estas estructuras.
McKersie y Thompson (1977) han informado
que en las membranas microsomales de
cotiledones senescentes la temperatura de
transicion de fase de los lipidos aumenta mas
de 50 °C entre los dias 2 y 9, luego de inicia-
da la germinacion. Por otro lado, se ha suge-
rido que la actividad de la enzima lipoxigenasa
convertiria acido aminociclopropano carbox-
ilico a etileno a través de la produccion de
especies activas (Kacperska y Kubacka-Ze-
balska, 1989); sin embargo, el significado fi-
siolégico de este sistema ha sido cuestiona-
do (Wang y Yang, 1987). Ademas, informes
de Pauls y Thompson (1984) indican que la
actividad de la enzima lipoxigenasa aumenta
con la edad de los cotiledones de Phaseolus
vulgaris, mientras que en cotiledones intactos
de soja la actividad de lipoxigenasa no au-
menta con la senescencia (Peterman y Sie-
dow, 1985).
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Tanto las células vegetales como las ani-
males, cuentan con sistemas de defensa es-
pecificos que llevan a prevenir la formacion o
a atrapar especies activas del oxigeno. Estos
sistemas incluyen enzimas, tales como la su-
peréxido dismutasa, peroxidasas y catalasa
(Kalir et al., 1984); antioxidantes hidrosolubles,
tales como el acido ascoérbico, glutatién y com-
puestos polifenélicos (Rabinovich y Fridovich,
1983; Kunert y Ederer, 1985; Pastori y Trippi,
1992) y antioxidantes liposolubles como los
tocoferoles (Janiszowska y Korczak, 1980;
Simontacchi et al., 1993).

Dada la estrecha relacién entre la gene-
racion de oxidantes y la capacidad anti-
oxidante celular, el objetivo del presente tra-
bajo fue estudiar la respuesta antioxidante no
enzimatica frente a la senescencia, en cotile-
dones de soja mediante la evaluacién del dafio
oxidativo y del contenido de antioxidantes
hidro y liposolubles. El dafio a membranas se
estimé a través de la velocidad de salida de
electrolitos y el contenido de sustancias reac-
tivas al acido tiobarbiturico. Ademas, se de-
terminaron los efectos de la senescencia so-
bre el contenido de la sustancias antioxi-
dantes, a-tocoferol y glutation, y sobre el con-
tenido de clorofila.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se emplearon semillas de soja (Glycine
max, var Hood) recientemente cosechadas,
con un contenido de humedad del 13 al 17%,
exhibiendo un porcentaje de germinacién su-
perior al 95% a 25°C. Las semillas fueron in-
cubadas en una camara humeda a 27 °C, en
solucién de Steinberg modificada (pH 7,0),
cuya composicion es: 1,27 mM Ca(NO, ),; 0,27
mM Mg(NO, ), 0,22 mM NH_,NO,; 0,18 mM
SOK,. 0,63 mM NO,K; 32 mM K,HPO,; 11
HM (NH,)SO,; 2,37 M MnCl,; 6,58 yMH,BO,;
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0,70 pyM 2nSO,; 0,16 pM CuSO, y 9 puM
Na,MoO, (Tiffin, 1966).

La irradiancia en la superficie de las
plantulas fue aproximadamente de 38 W.m?2,
con fotoperiodos de 12:12 h (luz:oscuridad).
Se utilizaron tubos Philips TL 40-W/54 (luz de
dia-fluorescente), que presentan maximos de
emisién a 410, 440 y 550 nm, a una distancia
aproximada de 1,5 m.

El peso fresco fue determinado inmedia-
tamente luego de la separacioén de los coti-
ledones de la plantula. El peso seco fue me-
dido en cotiledones mantenidos 72 h en estu-
fa a 60°C.

La velocidad de salida de electrolitos fue
determinada a través de los cambios en la
conductancia de 25 ml de agua destilada en
los cuales se sumergieron tres cotiledones
durante 15 min (Bartoli et al., 1995).

El contenido de clorofila en los cotiledones
fue determinado segun Lichtenthaler (1987).
La extraccion de los pigmentos se realizé me-
diante el tratamiento con acetona, y posterior
centrifugacién a 15.000 g durante 15 min en
una centrifuga refrigerada Sorvall RCS.

Preparaciéon de homogeneizados

Los cotiledones fueron separados de las
plantulas y homogeneizados (0.5 g.ml'') en
solucién reguladora Tris-HCI 60mM - KCI 100
mM (pH 7,0) empleando un homogeneizador
Potter-Elvihem. El sobrenadante proveniente
de una centrifugacion a 750 g durante 10 min
fue empleado para las determinaciones pos-
terioras.

El contenido de proteinas fue determina-
do empleando el método de Bradford (1976).
Se utilizé seroalbumina bovina como referen-
cia.

Determinacién de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico

El contenido de sustancias reactivas al

acido tiobarbiturico (TBARS) en los cotiledo-
nes fue determinado segun Fraga et al. (1989).
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A 1 ml de homogeneizado se le agreg6 0,7 mi
de acido tricloroacético (TCA) 30% (p/v) y se
completé un volumen final de 2 ml con solu-
cion reguladora (Tris-HCI 60 mM - KCI 100
mM, pH 7,0). Los sobrenadantes provenien-
tes de una centrifugacion a 750 g durante 10
min fueron adicionados con 200 ul de dodecil
sulfato de sodio (SDS) 3% (p/v), 50 ul de so-
lucién etandlica de butil hidroxi tolueno (BHT)
4% (p/v), 1 ml HCI 2 N y 300 mi &cido fosfo-
tungstico. Luego se incub6 con 4acido tiobar-
biturico 0,7% (p/v) durante 45 min en un bafo
a 95 °C y el producto de reaccion se extrajo
con n-butanol. La fluorescencia en la fase
butanélica se midi6 mediante el empleo de
un espectrofluorémetro Hitachi F-3010 (exci-
tacion 515, emisiéon 555 nm). Soluciones
estandar preparadas a partir de 1,1,3,3-tetra-
metoxipropano fueron utilizadas como referen-
cia.

Determinacién del contenido de
tioles totales

El contenido de tioles totales fue determi-
nado segun Sies y Akerboom (1984) siguien-
do espectofotométricamente a 412 nm la re-
duccion de DTNB [5,5'-dithiobis (2-nitro-
benzoic acid)]. Los homogeneizados fueron
preparados en TCA 3% (p/v) y luego de una
centrifugacion a 750 g durante 10 min, los
sobrenadantes fueron diluidos al décimo
en solucion reguladora de fosfatos 100 mM
(pH 7,5). El medio de reaccion consistié en
DTNB 0,5 mM, glutation reductasa 0,5 U.mt!
y NADPH 0,2 mM.

Determinacién del contenido de
a-tocoferol

La determinacion del contenido de a-
tocoferol fue realizada segun Desai (1984). A
1 ml de homogeneizado se le agregé 1 ml de
etanol y 4 ml de hexano. Luego de mezclar en
vortex, las fases fueron separadas por cen-
trifugacion. Alicuotas de 3 ml de la fase supe-
rior fueron evaporadas bajo nitrégeno y
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resuspendidas con 0,3 ml de etanol:metanol
1:1. El contenido de a-tocoferol fue determi-
nado por HPLC con deteccién electroquimica.

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso fresco de los cotiledones aisla-
dos de plantulas de soja mostré un incremen-
to sostenido durante los 10 dias iniciales del
desarrolio de la plantula (146 + 13y 228 + 6
mg/cotiledén al cabo de 2 y 10 dias, respecti-
vamente). Sin embargo, el peso seco decre-
ci6 de 59 £+ 4 a 24 + 2 mg.cotiledén! en el
mismo periodo. A partir de estos perfiles, se
determin6 el contenido de humedad de los
cotiledones que se increment6 del 40 al 90%
entre los 2 y 10 dlas de desarrollo de la
plantula, para luego mantenerse constante
hasta los 20 dias (Fig. 1). El contenido de pro-
teinas, expresado por cotiledon, se mantuvo
constante durante los 7 dias iniciales de de-
sarrollo y disminuy6 significativamente al
cabo de 10 dias (Fig. 1).

La clorofila en plantas superiores consis-
te en una mezcla de clorofila a, como pigmento
mayoritario y clorofila b, como pigmento ac-
cesorio; siendo ambas clorofilas genuinos
componentes de las membranas fotosin-
téticas. Se ha descripto que tanto las condi-
ciones de crecimiento como los factores am-
bientales pueden modificar la relacién entre
el contenido de clorofilas a y b (Lichtenthaler,
1987). El contenido total de clorofila en los
cotiledones disminuy6 de 307 + 23 a 115 + 23
g/mg Peso Fresco luego de transcurridos 7 y
20 dias de desarrollo, respectivamente. El
contenido de clorofila b decrecié un 34% du-
rante el periodo indicado, mientras que la
clorofila a mostré una disminucién del 65,8%,
segdn se indica en la Tabla 1. Estos datos
sugieren que el proceso inicial de hidratacion
no fue acompariado por un consumo de pro-
teinas del cotiledén, pero que una vez trans-
curridos 10 dias desde el inicio de la germi-
nacion aparecieron signos de deterioro evi-
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Figura 1. Efecto de la senescencia sobre el conteni-
do de proteinas (Q) y el porcentaje de humedad (@)
en cotiledones de soja durante los 20 dias iniciales
de desarrollo.

* significativamente distinto (P< 0,05, andlisis de varianza
de una variable) comparado con el valor a 2 dias de desa-
rrollo. Los valores son promedios de 3 a 5 experimentos
independientes.

Effect of senescence on protein content (O) and
percentage of humidity (@) in soybean cotyledons
over the initial 20 days period.

* significantly different (P< 0.05, one way analysis of vari-
ance) compared to values at 2 days of development. Val-
ues are averages of 3 to 5 independent experiments.

denciados como disminucion en el contenido
de proteinas y disminucion en el contenido de
clorofila. Ademas, la relacién entre los conte-
nidos de clorofila a y b disminuy6, probable-
mente debido a una mayor estabilidad de la
clorofila b (Brown et al., 1991), durante el pro-
ceso de senescencia de cotiledones sugirien-
do alteraciones en la capacidad fotosintética
del tejido.

La evaluacién de la velocidad de salida
de electrolitos desde los tejidos vegetales es
un método ampliamente usado para estimar
la permeabilidad de la membrana en relacién
con condiciones de estrés ambientales, cre-
cimiento y desarrollo y de variacién genotipica
(Whitlow et al., 1992). La incubacién de cotile-
dones de plantulas de soja en agua destilada
condujo a incrementos significativos de la
conductividad del medio al emplearse cotile-
dones de mas de 15 dias de desarrollo (Fig.
2), sugiriendo un deterioro en la permeabili-
dad de las membranas.

El dafo peroxidativo a los lipidos de la
membrana ha sido considerado como un
evento critico capaz de conducir a la injuria
celular (Chow, 1991). En presencia de radi-
cales libres las membranas celulares que con-
tienen una relativamente alta proporcion de
lipidos poliinsaturados se transforman en blan-

Tabla 1. Contenido de clorofila total, clorofila a clorofila b y relacion clorofila a/b durante el proceso de senescencia

de cotiledones de soja.
Total chlorophyill, chlorophyll a chlorophyll b and ratio chlorophyil a/b during the senescence of soybean
cotyledons.

tiempo clorofila total clorofila a clorofila b clorofila a/b

(dias) (vg.mg"' PF) (vg.mg™' PF) (ug.mg' PF)

7 307+23 237+ 21 70t5 3.3

10 253 £ 69 187 £ 50 67 £ 19 2,8

15 230 £ 45 161 £ 37* 70 + 11 2,3

20 115+ 23" 81+¢23* 46 + 4* 1.8

* significativamente distinto (P< 0,05; anélisis de varianza de una variable) comparado con el valor a 7 dias
de desarrollo. Los valores son promedios de 3 a § experimentos independientes.

* significantly different (P< 0.05, one way analysis of variance) compared to values at 7 days of development.

Values are averages of 3 to 5 independent experiments.
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co de los procesos de oxidaciéon. La peroxi-
dacién de acidos grasos esenciales puede
perturbar la fina estructura de las membra-
nas bioldgicas y por lo tanto, afectar a la per-
meabilidad como asimismo a otras funciones
de la membrana (Chow, 1991). El proceso de
peroxidacion lipidica ha sido asociado con la
pérdida de acidos grasos poliinsaturados de
la membrana y la formacién de hidroper6xi-
dos, radicales intermediarios y otros produc-
tos secundarios. El malondialdehido (MDA)
es uno de los varios compuestos de bajo peso
molecular formado a través de la descompo-
sicion de productos primarios y secundarios
de la peroxidacion lipidica. A bajo pH y eleva-
da temperatura el MDA participa en una reac-
cién de adicion nucleofilica con el acido tiobar-
biturico (TBA) generando un aducto fluores-
cente (TBARS). Estas caracteristicas permi-
tieron la amplia utilizacién de este método de
cuantificacion de la peroxidacion lipidica en
numerosos materiales biolégicos (Janero,
1996). La Figura 2 muestra un aumento del
95% en el contenido de TBARS entre los dias
7 y 10 de desarrollo, sin cambios significati-
vos posteriores. Este aumento precedi6 a las
alteraciones de permeabilidad de la membra-
na, sugiriendo que el dafio oxidativo puede
jugar un papel en el deterioro producido du-
rante la senescencia de los cotiledones.

El glutatién es un compuesto presente en
células animales y vegetales, y parece tener
una gran importancia en la protecciéon de las
membranas contra el dafo producido por ra-
dicales libres mediante la reaccién con ios
mismos (Meister, 1983; May y Lever, 1993).
Levitt (1962) ha desarrollado una hip6tesis
segun la cual, tanto el contenido de glutation,
como la actividad de la enzima glutation
reductasa estarian involucrados en los meca-
nismos que permiten tolerar o impedir el de-
sarrollo del estrés oxidativo en plantas. Sin
embargo, Smith et al. (1989) mostraron re-
sultados contradictorios. Los datos presenta-
dos en la Tabla 2 indican que el contenido to-
tal de tioles en cotiledones de soja, conside-
rados como un indice del contenido de glu-
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Figura 2. Efecto de la senescencia sobre con-
ductividad (1) y el contenido de sustancia reactivas
al écido tiobarbiturico{ (] ) en cotiledones de soja.

* significativamente distinto (P< 0,10, andlisis de varianza
de una variable) comparado con el valor a 2 dias de desa-
rrollo. Los valores son promedios de 3 a 5§ experimentos
independientes.

Effect of senescence on conductivity (Il ) and content
of thiobarbituric reactive substances (TBARS) ((J)
in soybean cotyledons.

* significantly different (P< 0.10, one way analysis of
variance) compared to values at 2 days of development.
Values are averages of 3 to 5 independent experiments.

tation reducido, disminuy6 significativamente
entre los 7 y los 20 dias de desarrollo. Dado
que las reacciones de dxido-reduccion son
centrales para numerosos aspectos de la fun-
cién celular (Shan et al., 1990), puede consi-
derarse a la deplecion de glutation como un
efecto potenciador del dafio oxidativo produ-
cido durante la senescencia de los cotiledones.
El menor contenido de glutatiéon en los cotile-
dones senescentes, en comparacién con el
observado en cotiledones de plantulas en los
estadios iniciales de desarrollo, sugiere ade-
mas, un activo consumo del antioxidante en
los tejidos senescentes, que podria ser con-
secuencia de un incremento en |la generaciéon
de especies activas en estas condiciones.
Los tocoferoles han sido identificados
como importantes agentes protectores con-
tra la peroxidacion de lipidos (Kunert y Boger,
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Tabla 2. Contenido total de sustancias con grupos tioles y de a-tocoferol durante el proceso de senescencia

de cotiledones de sofa.
Total thiol groups and a-tocopherol content during the senescence of soybean cotyledons.
tiempo Grupos tioles totales a-tocoferol
(dias) (nmol.cotiledén™) (nmol.cotiledén)
7 85120 0,04 + 0,01
10 67 + 20 1,6 £0,6*
15 1343 6+1*
20 2310.2* 71"

* significativamente distinto (P< 0,05, andlisis de varianza de una variable) comparado con el valor a 7 dias de
desarrollo. Los valores son promedios de 3 a 5 experimentos independientes.

* significantly different (P< 0.05, one way analysis of variance) compared to values at 7 days of development.

Values are averages of 3 to 5 independent experiments.

1984) y se ha sefialado que existe un perfil
caracteristico de distribucién de los diferen-
tes tocoferoles dependiendo de la especie y
el grado de desarrollo del érgano en estudio
(Franzen y Haab, 1991). Se ha informado que
los tocoferoles son capaces de proteger a la
clorofila del dafio producido por radicales li-
bres (Kunert y Boger, 1984) e incluso dismi-
nuir la velocidad de senescencia (Dhinsa et
al., 1982); sin embargo, este ultimo efecto no
ha podido ser confirmado (Kar y Feierabend,
1984). Durante la senescencia de los cotile-
dones de soja se verifico un aumento signifi-
cativo y sostenido del contenido de a-tocoferol
(Tabla 2). Entre los 7 y los 10 dias de desa-
rrollo, ademas de verificarse una marcada dis-
minucion en el contenido de proteinas por
cotiledén (Fig. 1), y un aumento del 95% en el
contenido de TBARS (Fig. 2), no se observa-
ron cambios en la conductividad de los cotile-
dones, que posteriormente aumenta en for-
ma drastica al cabo de 20 dias. En el mismo
periodo, el contenido de a-tocoferol aumentd
40 veces (Tabla 2). A pesar de que no ha sido
descripta la naturaleza quimica de la sefal
bioloégica responsable de desencadenar la sin-
tesis de tocoferoles, estudios previos realiza-
dos en ejes embrionarios de soja sometidos
a distintas condiciones de estrés oxidativo y

(10 SIL

envejecimiento (Simontacchi et al., 1993), en
concordancia con resultados de Kunet y Eder-
er (1985) obtenidos en hojas envejecidas, per-
miten suponer que un aumento significativo
en la velocidad de generacidn de especies
activas del oxigeno seria el causante del au-
mento verificado en el contenido de a-toco-
ferol. Debido a su potente accién antioxidante,
el aumento en el contenido de los tocoferoles
estaria destinado a mantener el dafio oxidativo
sobre las macromoléculas de interés bioldgi-
co dentro de ciertos limites, de forma tal que
la funcionalidad de las membranas no se vea
alterada. Al progresar el envejecimiento, in-
crementos posteriores en la velocidad de pro-
duccion de especies activas del oxigeno no
podrian ser adecuadamente compensados por
aumentos equivalentes en el contenido de
tocoferoles y a partir de los 15 a 20 dias de
desarrollo se comenzaron de verificar signos
de deterioro, como el aumento en la conduc-
tividad (Fig. 2) y el consumo de otros antioxi-
dantes tales como el glutatién (Tabla 2). De
esta forma, la iniciacion del proceso de dete-
rioro estaria asociado a una disminucién del
contenido de los antioxidantes no-enzimaticos
hidrosolubles (tales como el glutatiéon). Es
importante sefalar que los antioxidantes se
encuentran estrechamente relacionados en-
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tre si. Los tioles pueden actuar activamente
como agentes regeneradores de los toco-
feroles (Shan et al., 1990) y los tocoferoles
pueden intervenir en la reparacién de los ra-
dicales tiilos (Sies y Murphy, 1991). La signi-
ficativa disminucién en el contenido de gluta-
tion se produjo solamente cuando el conteni-
do de tocoferol dejé de incrementarse, sugi-
riendo que el consumo de glutatién podria
estar vinculado a procesos de regeneracién
de los tocoferoles.

CONCLUSIONES

La conexién entre dafio oxidativo y senes-
cencia por un lado, y los mecanismos de de-
fensa antioxidante por el otro, han sido pos-
tulados tanto para animales como para vege-
tales. Los resultados presentados en este tra-
bajo sugieren que la senescencia en cotile-
dones de soja modifica la capacidad antioxi-
dante no-enzimatica total del tejido a través
de mecanismos complejos que involucran a
los antioxidantes hidrosolubles (glutatién) y
liposolubles (tocoferol). El dafio oxidativo so-
bre las membranas biolégicas se verifica en
condiciones tales que permiten superar el con-
trol ejercido por las defensas antioxidantes.
Frente a las condiciones impuestas por el pro-
greso de la senescencia, el aumento en el
contenido de o-tocoferol podria ser conside-
rado como una respuesta celular temprana
tendiente a minimizar el dafio oxidativo.
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