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INTRODUCCION

La senescencia podria definirse como un estado final de desarrollo, donde la fotosintesis
se detiene. Clorofila, acidos nucleicos, proteinas y lipidos son catabolizados, removidos y
reutilizados por otros 6rganos. La senescencia podria definirse también como un proceso
activo de diferenciacion y deterioro, altamente controlado de manera endégena y
programado genéticamente para generar cambios estructurales, fisiologicos, bioquimicos

y moleculares.

Hojas y pétalos tienen un periodo de vida determinado y, considerando que ambos son
organos de las plantas, podriamos esperar un mecanismo similar durante este proceso.
Existe una removilizacion de recursos y esto se ve reflejado en el tipo de genes
involucrados en este proceso, entre ellos, genes que codifican para proteasas, nucleasas

y enzimas encargadas del metabolismo de lipidos y carbohidratos.

Aun cuando factores ambientales pueden afectar la longevidad de la flor, la senescencia
es irreversible y esta determinada por la especie. Por otra parte, la longevidad de las
hojas esta fuertemente influenciada, ademas de las condiciones ambientales, por niveles
de nutrientes.

La especie Erysimum linifolium, es un cultivo ornamental de relativa importancia para el
mercado europeo y se comercializa como planta de maceta. Pertenece a la familia
Brassicaceae y se ha determinado que estad estrechamente relacionada con la planta
modelo Arabidopsis thaliana. Ademas de las caracteristicas ya mencionadas, presenta
como ventaja para su estudio el poseer pétalos grandes y pigmentados.

OBJETIVOS DEL PROYECTO
- General:
e Introducir el uso de herramientas biotecnolégicas para conocer los mecanismos
basicos y los genes involucrados durante la poscosecha de plantas ornamentales.
- Especificos:
e Adquirir una base metodolégica en gendémica funcional en plantas ornamentales.
e Desarrollar acuerdos de coopefacién con el grupo “Molecular Cell Biology” de

Cardiff University y con otros centros de Investigacion.



o Difundir la experiencia obtenida en el medio, para su implementacion y desarrollo

en el pais.

OBJETIVOS DE LA ACTIVIDAD
- General:
e Identificar genes relacionados con la senescencia de hojas y pétalos de Erysimum
linifolium.
- Especificos:
e Extraer RNA y luego obtener cDNA desde distintos estados de desarrollo de hojas
y pétalos de Erysimum linifolium.
e Optimizar condiciones de PCR en funcién de partidores que amplifiquen para
genes especificos descritos previamente en Arabidopsis thaliana.
e |dentificar la presencia en el genoma Wallflower de algunos genes descritos
previamente en Arabidopsis thaliana.
e Conocer en detalle los patrones de expresién de genes seleccionados, durante la

senescencia de Wallflower.

SECUENCIACION

Previamente se realizé una hibridacion mediante supresiéon sustractiva (SSH), que
consiste en sustraer aquellos genes que son expresados durante todas los estados de

desarrollo, para dejar so6lo aquellos expresados durante la senescencia.

e« MATERIALES Y METODOS

Fueron seleccionados 192 clones que permanecian almacenados en glicerol, mantenidos
a -80°C e insertos en el genoma de bacterias (E.coli).

Estos clones fueron amplificados por PCR para aislar el clon del genoma de la bacteria y
luego se cargaron los fragmentos amplificados en un “stretch gel”, que permite cargar 96
muestras al mismo tiempo. Luego, los geles fueron fotografiados y analizados.



¢ RESULTADOS

De los 192 clones utilizados, 28 clones no presentaron amplificacion, 25 clones
presentaron dos bandas y 139 clones amplificaron correctamente.

- Para los clones no amplificados, la solucién planteada fue hacer proliferar las bacterias
en un medio de cultivo Como resultado, se obtuvo 11 clones que proliferaron con éxito y
de éstos, 8 amplificaron apropiadamente en la repeticion del PCR.

- Para los clones que presentaron dos bandas, la soluciéon sugerida fue disminuir el
numero de ciclos en el programa del PCR (de 40 a 35). Con esta modificacion, 10 clones
amplificaron correctamente con una sola banda. ‘

- De los 139 clones amplificados correctamente, se seleccionaron 96 para ser
secuenciados. Fueron previamente purificados con un sistema al vacio y luego enviados a
un centro de investigacién ubicado en Warwick (Horticulture Research International,
Warwick).

- De los 61 clones restantes, se escogieron 10 para ser secuenciados en Cardiff
University. Estos fueron purificados individualmente con un kit de purificacién.

Se utilizé una base de dato disponible en internet (NCBI) para establecer la identidad de

cada uno de los clones secuenciados.

Clon Funcidén

L2 D9 Beta-glucosidase-like protein [Arabidopsis thalianal].

L3 G5  Hypothetical protein [Arabidopsis thaliana].

P1F7  Putative senescence-specific cysteine protease SAG12 [Arabidopsis thaliana].
P2 D2  Putative senescence-specific cysteine protease SAG12 [Arabidopsis thaliana].
P2 D7  Putative cytochrome P450 [Arabidopsis thaliana].

P3B1  No hits found.

P4B9  Glutathione S-transferase 3 [Brassica juncea].

PS5H3  Proton-dependent oligopeptide transporter (POT) [Arabidopsis thaliana].
PLF10 F22G5.2 [Arabidopsis thaliana].

PLH7  Unknown protein [Arabidopsis thaliana].

Tabla 1. Resumen de los 10 clones secuenciados en Cardiff University.



EVALUACION DE LA EXPRESION GENICA

e MATERIALES Y METODOS

En base a caracteristicas morfoloégicas y contenido de clorofila para el caso de hojas,
fueron definidos 7 diferentes estados de desarrollo en hojas (L1, L2, L3, L4, L5,L6yL7)y
8 estados para pétalos (-2, -1, 0, +1, +2, +3, +4 y +5).

Para la extraccion de ARN, las muestras fueron maceradas con N liquido y se utilizé el
Método “TRI REAGENT". Luego, para detectar la presencia de ARN en las extracciones
se realizé una electroforesis horizontal en geles de agarosa y luego, para determinar la
concentracion de ARN se realizé una espectofotometria.

Posteriormente se siguieron protocolos para elimiar el DNA restante de las muestras y
luego se realizd6 un RT-PCR para generar el cDNA de cada estado de desarrollo de

pétalos y hojas.

Se disefiaron partidores especificos (P1F4, LPH9, SAG12 y WGST) para amplificar
aquellos genes involucrados en la senescencia de hojas y pétalos identificados
previamente en Arabidopsis thaliana y homologados para Erysimum linifolium.

Para optimizar las condiciones de PCR, se estableci6 la temperatura de annealing
especifica para cada partidor. Ademas, se hicieron pruebas de amplificacién con 3
concentraciones distintas de cDNA (100%, 50% y 25%) con el objeto de llegar a una
funcion lineal al graficar concentracion v/s intensidad de bandas en la electroforesis.

También se optimiz6 a partir del nimero de ciclos del PCR, para luego graficar esto como
una curva sigmoidea. El 6ptimo se establecié en el lugar donde la funcién alcanza su
maxima pendiente y no precisamente en el maximo de la curva que sblo representa el

mayor nivel de producto amplificado.

Luego de la optimizacién, se realizé la amplificacién final a través de PCR de cada
muestra de cDNA de Hoja y Pétalos con cada uno de los partidores.



Para el analisis de la amplificacion, se tomaron tres exposiciones de luz para cada gel y

se realizaron tres repeticiones para cada caso.

Luego se procedié a la construccion de graficos, definida por la intensidad de las bandas
asociadas a cada estado de desarrollo. Esto indica el nivel de expresiéon de este gen en

particular en cada uno de los distintos estados.

La informaciéon de la intensidad de cada banda primero fue “normalizada”, basicamente
para silenciar las diferencias en las concentraciones de ARN presentadas entre las
muestras y estos valores fueron luego expresados como % respecto al maximo nivel de
intensidad obtenido.

Se calcularon los errores estandar para cada caso.

e RESULTADOS

LP H9 P1F4 SAG 12 WGST
HOJAS Rogers, 05 Aros, ‘06 Aros, ‘06 Aros, ’06
PETALOS Aros, ‘06 Price, ‘04 Price, *04 Aros, ‘06

Tabla 2. Detalle de los autores para la amplificacién de cada partidor en hojas y pétalos.

LPH9
CLASE FUNCIONAL.: Factor Transcripcional.

CARACTERISTICAS: Esta familia de proteinas acttian como represores transcripcionales
y ademas tienen actividad como ARNasa. Su homoélogo en Arabidopsis spp esta asociada
a la regulacion del etileno.

ANTECEDENTES: En Arabidopsis spp aumenta durante la senescencia de hojas, no asi
en pétalos



RESULTADOS: En Wallflower aumenta solo en pétalos (Fig.1), a diferencia de
Arabidopsis spp. Esto sugiere un rol mas significativo durante la senescencia de pétalos

en Wallflower (Fig. 2).
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Figuras 1y 2. Graficos de expresién génica para hojas (izq) y pétalos (der) del gen LPHS,

durante la senescencia de Wallflower.

P1F4
CLASE FUNCIONAL: Transportador de péptidos.

CARACTERISTICAS: Este gen pertenece a una familia de proteinas encargadas del
transporte de oligopéptidos “protén dependientes” (POT). Considerando que la
removilizacién de nutrientes es una importante caracteristica relacionada a la
senescencia, este gen probablemente estaria asociado a la removilizacién de péptidos

desde proteinas degradadas.

ANTECEDENTES: En Arabidopsis spp la expresion de este gen aumenta durante la
senescencia de hojas, pero no hay reportes en pétalos. Se ha detectado también una alta

expresion de este gen en raices.

RESULTADOS: Aumenta en hojas y pétalos (Figs. 3 y 4). Esto sugiere un rol general de

removilizaciéon durante senescencia.
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Figuras 3 y 4. Gréficos de expresion génica para hojas (izq) y pétalos (der) del gen P1F4,

durante la senescencia de Wallflower.

SAG 12

CLASE FUNCIONAL: Cysteine Protease.

CARACTERISTICAS: Gen relacionado con la senescencia (Senescence associated

Gene).Solo encontrado en Arabidopsis spp y otras Brassicaceae.

ANTECEDENTE: Aumenta en hojas senescentes.

RESULTADO: Aumenté expresion en hojas y pétalos durante senescencia (Figs. 5y 6).
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Figuras 5 y 6. Gréaficos de expresion génica para

SAG12, durante la senescencia de Wallflower.

hojas (izq) y pétalos (der) del gen




WGST

CLASE FUNCIONAL: Glutathione S-transferase (GST)

CARACTERISTICAS: Corresponde a una superfamila de enzymas. Su principal rol se ha
identificado en la detoxificacion de la célula agregando Glutationina a un sustrato

electrofilico El producto es luego transportado a las vacuolas. Distintos GSTs tienen

diferentes sustratos especificos, comunmente desconocidos.

ANTECEDENTES: Aumentan durante la senescencia de hojas y pétalos.

RESULTADOS: Aumenta su expresion en pétalos (Fig. 7), pero disminuyen en hojas (Fig.
8). Esto sugiere un rol especifico de este gen durante la senescencia de pétalos, quizas

como detoxificacion por ejemplo, de algunos pigmentos.
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Figuras 7 y 8. Graficos de expresion génica para hojas (izq) y pétalos (der) del gen

WGST, durante la senescencia de Wallflower.




CONCLUSIONES

La senescencia es un proceso que comienza en estados tempranos de desarrollo, antes

de que puedan observarse cambios morfolégicos significativos.

Aun cuando los mecanismos de senescencia son similares en hojas y pétalos, existen

diferencias en la expresion de los genes involucrados durante este proceso.

PERSPECTIVAS

Las investigaciones desarrolladas en este tema, permiten conocer los mecanismos que
actuan durante la senescencia de hojas y pétalos, esto, se presenta como una interesante
herramienta que podria solucionar el gran desafio que implica para la industria nacional
recorrer grandes distancias para llevar sus productos a los centros de consumo ubicados

en el hemisferio norte.

En este sentido, quizas mas que en ningun otro producto de exportacion, la poscosecha
en flores es un punto critico e importantisimo que podria solucionarse a partir de estudios
como estos, a través de programas de mejoramiento genético basados en una seleccion
asistida con marcadores moleculares que permitan identificar en estados tempranos de

desarrollo aquellos genotipos con un desempefo superior durante la poscosecha.

Otra aplicacion interesante, seria identificar algin gen que actle sobre la senescencia,
disminuyendo su efecto negativo sobre hojas y flores, para luego mediante transgenia,

insertarlo en el genoma de algun otro cultivo ornamental.

Finalmente, es importante fomentar estudios de este tipo, que permitan desarrollar una
base cientifica técnica, necesaria para la posterior generacién de iniciativas tecnolégicas

de mayor envergadura, que solucionen los problemas de la industria.
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