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Identificacion y caracterizacion funcional de genes candidatos asociados a la

senescencia foliar en girasol basado en perfiles transcripcionales y metabolicos
RESUMEN

El proceso de senescencia en plantas es un mecanismo complejo controlado por
multiples variables genéticas y ambientales que condicionan el rendimiento de los
cultivos. En el caso del girasol, el segundo cultivo oleaginoso en importancia
econdmica para nuestro pais, se trata de un proceso con impacto econdémico que
interviene en la brecha existente entre el rendimiento potencial y el rendimiento
real observado, por la mayor o menor oportunidad de las plantas para mantener el
sistema fotosintético activo durante periodos prolongados. Los parametros visuales
resultan tardios para evaluar el desencadenamiento y posterior tasa de evolucion de
la senescencia foliar. La clorosis, la variacion en el contenido de clorofila asi como
también la necrosis de las hojas, son detectables mucho tiempo después que la
sefal iniciadora de la senescencia ha sido activada.

Este trabajo tuvo como objetivo general el estudio del proceso de senescencia en
girasol a través de distintos niveles de organizacidn: ecofisioldgico, metabolémico,
transcriptomico, culminando con la integraciéon de los diversos enfoques dmicos
mediante una aproximacién de biologia de sistemas, con el objetivo final de
identificar potenciales biomarcadores asociados al proceso de senescencia en
girasol.

Se condujeron distintos ensayos que fueron realizados tanto a campo, en la
Estacion Experimental INTA-Balcarce como en invernaculo, en el Instituto de
Biotecnologia INTA Castelar, para evaluar el progreso del proceso de senescencia
tanto en condiciones naturales como controladas. Asimismo se evalud la respuesta
frente a condiciones de restriccion hidrica impuesta en distintas etapas del
desarrollo de las plantas.

Se realizaron evaluaciones ecofisiologicas relacionadas con el avance de la
senescencia, a través de la medicion de variables como contenido de clorofila,
azucares solubles y nitroégeno total de hojas, mediciones a campo de area foliar
verde, SPAD, intercepcion de la radiacidon y materia seca por Organos, mediante
las cuales fue posible evaluar la evolucion del proceso en las diferentes hojas, en

condiciones naturales de cultivo.



Adicionalmente, se llevo adelante un analisis de los perfiles metabolicos utilizando
técnicas de cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa (GC-MS)
que permitio la optimizacion del protocolo de la extraccion de metabolitos de hojas
de girasol, y la deteccion de aproximadamente 60 metabolitos primarios
incluyendo distintos aminodcidos, acidos organicos, azucares y azucares alcohol.
Asimismo se optimizo6 la tecnologia de cromatografia i6nica, mediante la cual se
cuantificaron diferentes nutrientes i6nicos relevantes durante el proceso de
senescencia tales como nitratos, sulfatos, fosfatos entre otros.

En forma paralela se llevo a cabo un estudio a nivel transcriptomico considerando
tanto estrategias de genes candidato, mediante la busqueda de secuencias
putativamente ortologas a girasol asociadas a senescencia en especies modelo,
como el analisis concertado de expresién génica utilizando una micromatriz de
oligonucleotidos desarrollada para esta especie. A partir del andlisis estadistico de
los datos obtenidos con la micromatriz, se realizd un analisis de enriquecimiento
funcional sobre el total de los unigenes que mostraron un comportamiento
diferencial y significativo para las distintas condiciones evaluadas, utilizando la
metodologia de Gene Set Analysis basado en modelos de regresion logistica. De
este modo se identificaron las diferentes categorias funcionales asociadas a bloques
de genes con un patron de expresion similar. La busqueda de genes candidato se
profundizé con la consulta de bases de datos de genes asociados a senescencia
(SAGs del inglés: Senescence Associated Genes), asi como también sobre aquellos
genes con dominios de factores de transcripcion como posibles desencadenantes de
las cascadas de sefializacion de este proceso.

Por ultimo, se realizé la integracion de los datos obtenidos a partir de distintas
estrategias (fisiologicas, metabolomicas y transcriptdmicas) utilizando una
aproximacion basada en biologia de sistemas con el objetivo de identificar
biomarcadores asociados a la senescencia en girasol. Para este fin se usaron los
programas Paintomics 2.0 (http://www.paintomics.org) (Garcia-Alcalde y col
2011) y Mapman (http://mapman.gabipd.org/) (Thimm y col 2004) que fueron
adaptados para su uso con datos provenientes de esta especie.

Los resultados obtenidos a partir de la integracion de datos mostraron una
correspondencia entre los cambios detectados a través de los diferentes niveles
analizados. A partir de una visidon general del metabolismo celular se pudo

observar una disminucién de la actividad fotosintética y el crecimiento celular, y



un incremento en el metabolismo de sacarosa, acidos grasos, nucleotidos y
aminoacidos asi como también en aquellos procesos relacionados al reciclado de
nutrientes. En particular, los factores de transcripcién con dominios NAC, AP2-
EREBP y MYB mostraron altos niveles de expresion y mayores niveles de
correlacién y co-expresion, puntualizandolos como importantes biomarcadores
candidatos para la ejecucion del programa de senescencia en girasol.

Los resultados de este trabajo permitieron contribuir al conocimiento de los
mecanismos moleculares involucrados en el desencadenamiento y evolucion del
proceso de senescencia en girasol, asi como a la seleccién robusta de genes
involucrados en las distintas etapas del desarrollo del proceso, especialmente
factores de transcripcion. Estos ultimos fundamentalmente, podran ser validados a
futuro sobre materiales de mejora para ser incorporados a los programas de
mejoramiento asistido de este cultivo de gran importancia agronémica para nuestro
pais. Finalmente, las estrategias, metodologias, herramientas y conocimientos
desarrollados en esta tesis contribuyen al desarrollo del cultivo y promueven la
adopcion de la gendmica y la post-gendémica en las distintas etapas del

mejoramiento de girasol.

Palabras claves: Girasol, Senescencia, Genes candidato, Transcriptomica,

Metabolomica, Biologia de sistemas.



Identification and functional characterization of candidate genes associated
with leaf senescence in sunflower based on transcriptional and

metabolic profiles
ABSTRACT

Leaf senescence is a complex mechanism controlled by multiple variables, either
from genetical and environmental origin that has strong impact on crop yield. In
sunflower, the second economically important oil crop in Argentina, the senescence
process has an economic impact involved in the gap between potential and real
yield observed due to the incapacity of the plants in keeping their green leaf area for
longer periods. Visual parameters are belated to assess the onset and the evolution
of leaf senescence. Chlorosis, variation in chlorophyll content as well as leaf
necrosis is detected long after the triggering signal has been activated.

The main objective of this work was the study of the senescence process in
sunflower through different organization levels: ecophysiological, metabolomic,
transcriptomic, and finally an integration of the different omics strategies using a
systems biology approach, in order to identify potential biomarkers associated to
leaf senescence in sunflower.

Different experiments were conducted in both, field and greenhouse condition at
INTA-Balcarce Experimental Station and at the Biotechnology Institute, INTA
Castelar respectively, assessing the senescence process under natural and controlled
conditions. Response to water restrictions imposed at different plant development
stages was also evaluated.

Ecophysiological assessments related to the senescence progress were performed
through different measurements such as chlorophyll, soluble sugars and total leaf
nitrogen content, field measurements of green leaf area, SPAD, interception of
radiation and dry material by organ, allowing the evaluation of the senescence
process progression in different leaves growing under natural field conditions.
Additionally, metabolic profiles analysis was performed by using Gas
Chromatography - Mass Spectrometry technique (GC-MS), allowing the metabolite
extraction protocol optimization in sunflower leaves and the detection of
approximately 60 primary metabolites, including different amino acids, organic

acids, sugars and sugar alcohol.



Likewise, it was possible to optimize the ion chromatography technology, leading
to the quantification of relevant ionic nutrients content such as nitrates, sulphates,
phosphates and others, along the senescence process.

In parallel, transcriptomic studies were performed considering both, candidate gene
strategies by searching of sunflower orthologous gene sequences reported as
senescence associated in model species, as well as through a concerted expression
analysis using a customized oligonucleotide microarray developed for this species.
Statistical functional enrichment analysis was conducted over the complete
significant unigenes set derived from the microarray assay, for each evaluated
conditions, using Gene Set Analysis methodology based on logistic regression
models. In this way, different functional categories were identified for gene clusters
with similar expression patterns. Moreover, the exploration for candidate genes
was deepened by searching into the senescence associated gene databases for model
species, as well as by identification of putative triggers of the signalling pathways
leading to senescence in sunflower among the transcription factor domains gene
database.

Finally, a systems biology approach was achieved in order to integrate the
information from the different physiological, metabolomic and transcriptomic
strategies with the aim to identify biomarkers associated with leaf senescence in
sunflower. These analyses were performed wusing Paintomics 2.0
(http://www.paintomics.org) (Garcia-Mayor et al 2011) and Mapman software
(http://mapman.gabipd.org/) (Thimm et al 2004) that were adapted for sunflower
data.

These results showed a correspondence between the changes detected by the
different strategies. Through a metabolism overview, a decrease of photosynthetic
activity and cell growth was detected. Moreover, sucrose, fatty acids, nucleotides
and amino acids metabolism as well as those pathways related to nutrient recycling
processes showed an up-regulation during leaf development. In particular, NAC,
AP2-EREBP and MYB transcription factors showed high expression levels and
higher levels of correlation and co-expression making them important candidates
biomarker in the execution of the senescence program in sunflower.

The results of this work contributed to the knowledge of the molecular mechanisms
involved at the onset and evolution of the senescence process in sunflower as well

as to the identification of robust candidate genes involved in the different



developmental stages of this process, especially transcription factors. These genes
could be further validated on breeding materials to be incorporated into assisted
breeding programs for this agronomic important crop for our country. Furthermore,
the strategies, methodologies, tools and knowledge developed in this thesis,
contribute to the crop development and promote the adoption of genomics and

post-genomics in the different stages of sunflower breeding.

Keywords: Sunflower, Senescence, Candidate genes, Transcriptomics,

Metabolomics, Systems biology.
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El girasol

Generalidades
El girasol (Helianthus annuus L.) es una especie perteneciente a la familia

Asteraceae, subfamilia Asteriodae, tribu Helianthae, subtribu Helianthinae (Seiler,
1997). La familia Asteraceae es una de las mas grandes y diversas dentro de las
plantas con flor, conteniendo un 10% de todas las especies de angiospermas. Las
plantas dentro de esta familia se caracterizan por la presencia de numerosas
inflorescencias agrupadas que presentan el aspecto de una unica flor compuesta.

Se estima que la familia Asteraceae surgido en América del Norte entre 100 y 30
millones de afios atrds y sufri6 una rdpida y extensa diversificaciéon (Raven y
Axelrod, 1974).

Actualmente, mas de 40 taxones de esta familia han sido domesticados, incluyendo
cultivos alimenticios (lechuga, achicoria, topinambur), aceiteros (girasol, cartamo),
medicinales (manzanilla) y ornamentales (crisantemo, dalia, zinnia y copete)
(Kesseli y Michelmore, 1997).

El género Helianthus comprende 36 especies perennes y 12 herbdceas anuales
(Schilling y Heiser, 1981), dentro del cual se incluyen plantas diploides,
tetraploides, y hexaploides, todas con un nimero cromosdmico basico de x = 17
(Heiser y col., 1969). Helianthus annuus comprende tres subespecies: H. annuus ssp.
macrocarpus, (girasol cultivado), H. annuus ssp. lenticulares (girasol silvestre) y H.
annuus ssp. annuus (girasol maleza) (Paniego y col., 2007).

Con excepcion de la Antartida, se encuentran representantes de esta familia en
todos los ambientes y continentes (Funk y col., 2005). El girasol es una especie
diploide (2n = 2x = 34), con un genoma haploide ca. 3500 Mpb (Baack y col.,
2005). Su dispersion geografica es amplia, creciendo en climas templados y
subtropicales (Funk y col., 2005). Es una planta tipicamente alégama y auto-
incompatible, cuya domesticacion ha permitido la generacion de auto-
compatibilidad y el aumento del tamafio, vigor y nimero de semillas por capitulo.
Esto convierte al girasol cultivado en una especie con caracteristicas que facilitan la
obtencion de germoplasma autopolinizable, favoreciendo los programas de

mejoramiento con la posibilidad del desarrollo de hibridos. Su tiempo generacional
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es relativamente corto, de 70 a 120 dias, y el rendimiento es de aproximadamente
1.000 semillas por capitulo.

Diversas especies silvestres del género Helianthus han sido importantes fuentes de
genes a lo largo de la domesticacion y mejoramiento del girasol cultivado,
aportando genes de resistencia a enfermedades, tolerancia a sequia, esterilidad
citoplasmatica masculina (ECM) y otras caracteristicas de interés agronémico (Jan
y col., 1998). Como ejemplo de ello, los cruzamientos interespecificos H. annuus x
H. petiolaris permitieron la combinacion de la ECM de H. petiolaris y de los genes
restauradores de la fertilidad de H. annuus, dando lugar al desarrollo de la industria

de la semilla hibrida de girasol (Fick y Zimmer, 1976).

Importancia economica
El girasol es uno de los cultivos oleaginosos mas importantes del mundo. La mayor

parte de la produccion se destina a la extraccion de aceite (Dorrell y Vick, 1997),
que constituye el cuarto aceite vegetal mas importante a nivel mundial, después del
aceite de soja, palma y canola, con una producciéon cercana al 13% del total. La
semilla de girasol posee un 40% de aceite y un 25% de proteina. A partir de la
semilla, se obtiene aceite comestible de alta calidad, considerado ademas como
Premium debido al bajo contenido de acidos grasos saturados (linolénico) y alto
contenido de 4acidos grasos mono- y di-insaturados (oleico y linoleico). El
remanente, luego de la extraccion de aceite, es utilizado para alimento de ganado.
Ademads de su uso comestible, el aceite de girasol también es utilizado en la
producciébn de agroquimicos, especialmente en pesticidas hidrofdbicos,
surfactantes, adhesivos, plasticos, suavizantes, lubricantes y es, a su vez, un gran

potencial para la produccion de biodiesel (Paniego y col., 2007).

El girasol en Argentina
La produccion mundial de girasol oscila en torno a las 27/30 millones de toneladas

anuales. Entre los principales paises protagonistas se encuentran: la Federacion
Rusa, que habitualmente aporta unas 6,5 millones de toneladas, la Unién Europea,
con 4,8 a 6,5 millones de toneladas, Ucrania, con 4,2 a 5,3 millones de toneladas, y
el unico pais relevante en el hemisferio sur, la Argentina, con 3,5 a 4,5 millones de
toneladas. Hacia finales de los '90, Argentina logré una produccion de 6,5 millones
de toneladas, convirtiéndose asi en el primer productor mundial del grano, con una

exportacion de 1,7 millones de toneladas de aceite sobre un total de 3 millones
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comercializadas mundialmente que la ubic6 ademds como principal exportador a
nivel mundial.

Luego de la caida de los precios a fines de los '90, y a raiz de la sobreoferta local, la
situacion del cultivo mejoro entre las campafias 2000-01 y 2005-06 (Figura 1.1). La
produccién de girasol aumento de 2,93 a 3,95 millones de toneladas, lo que implico
un 34,7% de crecimiento en seis afios (Ingaramo, 2005). El 4rea sembrada creci6é un
26,6%, aunque este aumento se produjo sobre zonas de mayor riesgo agro-
ecologico o en tierras de menor calidad debido a un rapido cambio de las practicas
agricolas de cultivos como la soja y el maiz, los cuales han incrementado
ampliamente sus areas cultivables como consecuencia de un mercado favorable y la
mayor rentabilidad por parte de productos transgénicos con resistencia a herbicidas
e insectos (Figura 1.1). Por ello, el rendimiento s6lo aument6 un 6,4%. Durante la
campafia 2007 se produjeron 4,51 millones de toneladas, casi un millébn de
toneladas mas que en la anterior, con una superficie de 2,64 millones de hectareas

(ha) cosechadas (Ingaramo, 2005).
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Figura I.1. Mapas de la superficie sembrada, produccién y rendimiento del cultivo de
girasol en la Republica Argentina desde el afio 1971 hasta 2010.

La superficie sembrada de girasol abarcaba entre 1971 y 1985 la zona comprendida desde el norte
del Chaco hasta el sur de la regién Pampeana. Se observa un desplazamiento hacia el oeste de la
region pampeana y zona chaquefia y una consolidacion del sudeste de Buenos Aires y noreste de La
Pampa como zona de produccién del cultivo desde 1995 hasta 2010. A pesar de la reasignacién de
tierras a zonas de menor rendimiento relativo (violeta, mayor intensidad = mayor rinde), se ha ido
incrementando la produccion en los ultimos afios (naranja, mayor intensidad = mayor produccion).
Fuente: “La Argentina en Mapas” (CONICET).

Este aumento del rendimiento, a pesar de que las zonas de siembra no hayan sido
optimas, se debi6 a las mejoras tecnoldgicas introducidas en la producciéon del
cultivo. Sin embargo, en la campana siguiente (2008), se produjo una fuerte baja en

la superficie sembrada pasando de 2,6 a 1,82 millones de ha, disminuyendo



Introduccion General

drasticamente la produccion. En la ultima campafia 2012/13 se sembraron 1,65
millones de ha, un 10,8% menos que en la campana anterior, con una produccién
de 3,1 millones de toneladas (Asociacién Argentina de Girasol).

La participacién de las distintas provincias en el area sembrada indica que la
reasignacion de tierras ha sido significativa. En la provincia de Buenos Aires, entre
2000/01 y 2006/07, el area ha aumentado un 23%. La segunda provincia en
importancia a comienzos de la década del "00 fue Cérdoba, que ha visto reducida la
superficie en un 68%, mientras que La Pampa, tercera provincia productora, la ha
incrementado en un 30,5%. Las Provincias de Chaco y Santa Fe fueron las que
mayor aporte han hecho al crecimiento de la superficie de siembra. La primera ha
pasado de 140.000 a 352.000 ha (152% de aumento) y la segunda, de 117.000 a
193.000 ha (un 64% mas) (Asociacion Argentina de Girasol).

Factores que limitan la produccion de girasol
El desplazamiento de la produccion del cultivo hacia zonas marginales, sumado a

las dificultades para obtener plantas de girasol transgénicas (Davey y Jan, 2010) y
las consideraciones planteadas respecto al riesgo ambiental potencial derivado de la
liberacion de dichos eventos transgénicos (Cantamutto y Poverene, 2007), impidio
la aparicion de girasoles modificados genéticamente en el mercado global. Esta
situacion, junto con el cambio climatico global y el incremento en frecuencia y
severidad de distintos estreses abidticos, ha llevado a los investigadores a redirigir
los objetivos y ampliar las herramientas utilizadas para el mejoramiento del cultivo
(Moschen y col., 2014b; Sala y col., 2012).

Estos factores adversos han sido parcialmente superados mediante la contribucién
al mantenimiento de la produccién a través de la incorporacion en materiales elite
de resistencia a herbicidas y tolerancia a estrés bidtico y abidtico mediante
estrategias alternativas de mejoramiento genético y el manejo del cultivo (Paniego y
col., 2007; Sala y col., 2012). Estreses abioticos de base genética compleja como por
ejemplo la deficiencia de nitrogeno, sequias, frio, salinidad y altas temperaturas son
mas dificiles de abordar y pueden reducir la produccion de los cultivos y
consecuentemente el potencial genético para incrementar la produccidon no es
alcanzado. Debido a esto, el desarrollo de cultivares con un incremento en la
adaptacion a estos cambios climaticos surge como un requerimiento imperioso

(Boyer, 1982; Moschen y col., 2014b).
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El girasol es descripto normalmente como susceptible a bajas temperaturas y
salinidad (Huang y col., 2005; Kratsch y Wise, 2000; Maas y Hoffman, 1977), pero
con una tolerancia relativa a sequias debido a su gran sistema radicular exploratorio
(Connor y Jones, 1985; Connor y col., 1985; Sadras y col., 1991). La informacion
disponible de genes candidatos en respuesta a estrés abidtico en girasol ha sido
descripta en diferentes trabajos (Cellier y col., 1998; Fernandez y col., 2003;
Giacomelli y col., 2012; Giordani y col., 1999; Kiani y col., 2007; Liu y Baird,
2003; Manavella y col., 2006; Manavella y col., 2008a; Manavella y col., 2008c;
Marchand y col., 2013; Ouvrard y col., 1996; Saadia y col., 2013).

El estrés bidtico por su parte, es considerado también dentro de los factores mas
importantes que afectan la produccion de girasol. En este sentido se han
desarrollado estudios en los ultimos afios que incluyen estrategias de mejoramiento
convencional y asistido, asi como también la busqueda de QTL para resistencia a

hongos y virus fundamentalmente (Paniego y col., 2012).

El proceso de senescencia en plantas
El proceso de senescencia en plantas es un mecanismo complejo que se encuentra

controlado por multiples factores, tanto genéticos como ambientales. Entre estos
factores se incluyen la edad, los niveles de hormonas reguladoras de crecimiento y
el desarrollo reproductivo. Muchos estreses ambientales y bioldgicos tales como
elevadas temperaturas, sequia, deficiencia de nutrientes, insuficiencias de
luz/sombra/oscuridad e infecciones por patdgenos pueden inducir la senescencia
(Guo y Gan, 2005).

La senescencia de la hoja es el ultimo estadio del desarrollo que precede a la muerte
celular. Es un proceso genéticamente programado y esta caracterizado por una
expresion génica diferencial, lo cual lleva a una sobre expresion de genes asociados
a la senescencia (SAGs: del inglés senescence-associated genes), logrando asi una
declinacion de la actividad fotosintética, una activa degeneracion de las estructuras
celulares, el reciclado de nutrientes, y en ultima instancia, la muerte celular.

La senal visible de la senescencia es el amarilleamiento de las hojas como resultado
de la degradacion de la clorofila. Durante el proceso, se degradan macromoléculas
como proteinas, lipidos, y acidos nucleicos, y los nutrientes liberados de éste

catabolismo son activamente translocados a las regiones de activo crecimiento, tales
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como yemas, hojas jovenes, frutos y semillas en desarrollo (Buchanan-Wollaston y
Ainsworth, 1997; Feild y col., 2001; Gan, 2003; Gepstein, 2004; Lim y col., 2003;
Quirino y col., 2000; Smart, 1994). La determinacion del inicio del proceso de
senescencia es compleja porque no existe un “sintoma” que indique este momento.
Los estudios existentes se basan generalmente en la acumulacion de ARNm que
codifican enzimas relacionadas con la degradacion de estructuras biologicas, sin
embargo, este proceso presenta un alto grado de interaccidn entre sefales
autébnomas y ambientales, involucrando distintos genes que se inducen o inhiben en
distintas etapas del proceso (Gan y Amasino, 1997).

Asimismo, como una estrategia evolutiva, la senescencia foliar contribuye a la
supervivencia de la planta ante condiciones ambientales desfavorables (Munne-
Bosch y Alegre, 2004), posibilitando la translocacién de nutrientes para el
desarrollo rapido de semillas y asegurando, de esta forma, la subsistencia de la
planta en las generaciones siguientes.

El proceso de senescencia en plantas de cultivos anuales se solapa con la fase
reproductiva, influenciando el rendimiento del cultivo cuando es inducida
prematuramente en condiciones ambientales adversas (Gregersen y col., 2013). A
raiz de ello, este proceso posee un gran impacto econdémico, que en el caso del
girasol actia sobre la brecha existente entre el rendimiento potencial y real del
cultivo, por la mayor o menor oportunidad de las plantas en mantener un sistema
fotosintéticamente activo durante mayor tiempo, especialmente durante la etapa del
llenado de granos.

El fenotipo reportado como stay-green funcional (Kusaba y col., 2013) ha
demostrado tener un efecto en el incremento en la produccién junto a un
concomitante retraso en la senescencia, observado para diferentes lineas de
cultivos, mutantes y transgénicas.

Ejemplos de la relacidon positiva entre stay-green y productividad se pueden citar
para cultivos de importancia agronémica como arroz (Fu y col., 2011; Zhang y col.,
2010), maiz (Ding y col., 2007; Ding y col., 2005; Pommel y col., 2006; Tollenaar y
Daynard, 1978), sorgo (Borrell y col., 2000a; Borrell y col., 2000b; Jordan y col.,
2012), trigo (Gong y col., 2009; Gong y col., 2005; Hafsi y col., 2000), cebada
(Vaezi y col., 2010), soja (Abushakra y col., 1978) y girasol (De la Vega y col.,
2011). En el caso de girasol, se evaluaron seis hibridos comerciales con el fin de
determinar la relacion entre retraso de la senescencia y rendimiento, dos de ellos
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potenciales stay-green, (Advanta V70597 y V82222) , los cuales mostraron un
incremento en el rendimiento, evidenciando una variabilidad en el germoplasma de
girasol para este caracter. Sin embargo, para un mejor entendimiento de este
caracter en girasol serda necesario profundizar los estudios de la contribucién de las
dinamicas del indice de area foliar y nitrégeno especifico de hoja en la acumulacién
de biomasa post-antesis y la posible contribucion del atributo stay-green a la
estabilidad de la produccion en condiciones ambientales adversas (De la Vega y

col., 2011).

Factores que influyen en el proceso de senescencia
El proceso de senescencia foliar puede ser influenciado por distintos factores, tanto

de origen interno como externo:

- FEdad: en ausencia de estreses externos, la senescencia ocurre de manera
dependiente de la edad (Hensel y col., 1993; Jiang y col., 1993; Noodén y Penny,
2001). Los posibles mecanismos propuestos como iniciadores del proceso
dependiente de la edad son la disminucion de la actividad fotosintética (Hensel y
col., 1993) y la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Munne-Bosch
y Alegre, 2002).

- Desarrollo reproductivo: el desarrollo de los O6rganos reproductivos puede
desencadenar la senescencia foliar en muchas especies de plantas, especialmente en
aquellas plantas monocarpicas. La extirpacion de las flores o frutos extiende la
longevidad de la hoja en muchas especies tales como soja (Craftsbrandner y Egli,
1987), guisantes (Pic y col., 2002), arroz (Khan y Choudhuri, 1992) y girasol
(Sadras y col., 2000a). Sin embargo, este efecto no ha sido observado en la especie
modelo Arabidopsis thaliana (Noodén y Penny, 2001).

- Estreses: diferentes estreses ambientales, como por ejemplo, elevadas
temperaturas, deficiencia de nutrientes, estrés hidrico, infecciones por patdgenos y
estrés oxidativo inducido por ozono o luz ultravioleta pueden inducir y/o acelerar
la tasa de senescencia (Buchanan-Wollaston y col., 2003; Smart, 1994).

- Etileno: el etileno, una hormona gaseosa de la planta, juega un papel importante
en el crecimiento y desarrollo vegetal. La correlacion entre produccion de etileno y
senescencia foliar en especies climatéricas supone un rol regulador del etileno en
éste proceso. Sintomas de senescencia, pueden ser inducidos (Horton y Bourguoin,
1992; Reyes-Arribas y col., 2001; Zacarias y Reid, 1990) o retrasados (Ella y col.,
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2003; Philosophhadas y col., 1994; Podwyszynska y Goszczynska, 1998) por
aplicaciones de etileno exogeno. Dichas aplicaciones inducen senescencia
prematura en plantas de Arabidopsis, sin embargo la aplicacidon constitutiva de esta
hormona no cambia la longevidad de las hojas (Grbic y Bleecker, 1995; Kieber y
col., 1993), lo cual sugiere una regulacion dindmica del proceso de senescencia.
Estudios transcriptdémicos de genes SAGs inducidos por etileno junto con estudios
fisiologicos, revelaron una gran interaccion entre el etileno y otras hormonas que
actuarian ajustando el avance de la senescencia de manera dependiente de la edad
de desarrollo (Schippers y col., 2007).

- Acido abscisico (ABA): el 4cido abscisico es una hormona vegetal isoprenoide muy
estudiada que regula numerosos procesos de crecimiento y desarrollo entre los que
se pueden nombrar, dormiciéon de semillas, germinacidn, embriogénesis, cierre
estomatico, crecimiento radicular, maduracion de frutos, senescencia, respuesta a
estrés ente otras (Hirayama y Shinozaki, 2010; Lee y Luan, 2012). En tejidos
vegetativos, el ABA juega un rol importante en la respuesta a déficit hidrico al
prevenir la deshidratacion estimulando el cierre estomatico y manteniendo la fase
vegetativa, inhibiendo la transicion a fase reproductiva. Los niveles de ABA en
condiciones normales son mantenidos a bajas concentraciones, sin embargo, estos
niveles incrementan considerablemente frente a un estrés hidrico, salino o térmico
(Xiong y Zhu, 2003). A pesar de que los niveles de ABA se incrementan cuando la
planta estd bajo condiciones de estrés ambiental, varias mutantes de Arabidopsis,
deficientes en la sefializacion o en la biosintesis de ABA, no tienen un efecto
cuantificable en la progresion de la senescencia foliar (Hensel y col., 1993). A raiz
de ello, el ABA es preferentemente considerado como un potenciador, en lugar de
un factor promotor de la senescencia de la hoja (He y Gan, 2003).

- Acido jasménico: los jasmonatos son hormonas oxolipinas derivadas del 4cido a-
linolenico y regulan un amplio rango de procesos de desarrollo y crecimiento en
plantas, tales como germinacion, crecimiento radicular, fertilidad, produccion de
antocianinas, senescencia y defensa frente a estreses bidticos y abioticos
(Wasternack, 2007). Los niveles de acido jasmoénico en hojas senescentes son
cuatro veces mayores que en las hojas jovenes y los genes codificantes de enzimas
que catalizan reacciones de la via de biosintesis de acido jasmoénico, estan

diferencialmente activados durante la senescencia foliar (He y col., 2002).
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Aplicaciones exogenas de acido jasmonico o metil-jasmonato, resultan en una
disminucién de la expresion de distintos genes asociados a la fotosintesis como el
gen de la Rubisco, ademas de observarse un cambio en la composicién de
polipéptidos en hojas senescentes similar a lo observado por induccién de é4cido
abscisico (Weidhase y col., 1987).

- Acido salicilico (AS): el 4cido salicilico, una fitohormona fendlica, regula varios
aspectos del crecimiento vegetativo incluyendo, germinaciéon, maduracion de
frutos, floracion, senescencia y defensa frente a varios tipos de estrés (Vlot y col.,
2009). Asi como el acido jasmonico, los niveles endégenos de acido salicilico son
cuatro veces mas altos en las hojas senescentes que en las no senescentes (Morris y
col., 2000). Tratamientos con AS inducen la senescencia prematura en Arabidopsis.
Sin embargo, la acumulacién de AS no es esencial para la induccién de genes
SAGs durante la senescencia natural en Arabidopsis (Quirino y col., 1999).
Estudios de micromatrices en plantas de Arabidopsis mostraron que el 19% de
genes identificados previamente como sobre-expresados durante la senescencia
fueron encontrados sub-expresados en plantas mutantes naAG deficientes en las vias
de sefializacion por AS (Buchanan-Wollaston y col., 2005), evidenciado el rol de
esta hormona en el progreso de la senescencia foliar.

- Brasinoesteroides (BR): 1os brasinoesteroides son polihidroxi esteroides que tienen
influencia en crecimiento de hipocétilos y epicotilos, germinacion, rizogénesis,
floracion, abscision y senescencia (Rao y col., 2002). Existen evidencias de los BR
como promotores de la senescencia foliar acelerando la degradacion de clorofilas e
inhibiendo la produccion de antocianinas (Ali y col., 2008; Bajguz y Hayat, 2009).
La aplicacion externa de 24-epi-brassinolide (¢eBR) induce la senescencia en hojas de
poroto (He y col., 1996) y en cotiledones de pepino (Zhao y col., 1990). Varios
mutantes de Arabidopsis deficientes en la biosintesis de BR tal como det2 o en la via
de sefializacion de BR como los mutantes bril, muestran retraso en el fenotipo
senescente (Clouse y Sasse, 1998). La accion de BR durante la senescencia o frente
a una respuesta a distintos estreses estaria mediada por la interaccidon con otras
hormonas como ABA, SA, etileno y auxinas (Gruszka, 2013).

- Citoquininas: estas fitohormonas son ampliamente conocidas por actuar en la
regulacion de varios procesos de crecimiento y desarrollo vegetal (Argueso y col.,

2010; Perilli y col., 2010) y por su funcion en la adaptacion a distintos estreses (Ha
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y col.,, 2012). Estos factores de crecimiento tienen un efecto supresor de la
senescencia foliar. La aplicacion exogena de citoquininas, o de sus analogos,
retrasan la senescencia, e incluso producen un retorno al fenotipo verde de las hojas
amarillas en una variedad de especies de plantas como soja, tabaco y Arabidopsis
(Gan y Amasino, 1996; Noodén y Letham, 1993). Rivero y col. (2010) demostraron
que plantas de tabaco que expresan la enzima isopentiltransferasa (IPT), critica en
la sintesis de citoquininas, bajo un promotor asociado a senescencia SARK
(SARK::IPT del inglés: senescence-associated receptor kinase::isopentenyltransferase) no
degradaban las proteinas fotosintéticas a diferencia de las plantas silvestres que
evidenciaron una degradacion de las mismas.

- Acido Giberélico (AG): el acido giberélico es una fitohormona conocida por su
efecto en la elongacion celular, dormicion y germinacién de semillas, crecimiento
reproductivo, senescencia y tolerancia a varios estreses ambientales (Rodrigues y
col., 2012). Una primera aproximacion de la relacion entre el AG y la senescencia
foliar fue reportada por Fletcher y Osborne (1965), quienes mostraron un retardo en
la senescencia en Taraxacum officinale a través del mantenimiento de los niveles de
clorofila y la sintesis de ARN. La senescencia foliar es inhibida por la
disponibilidad de AG libre (AG, y AG;) (Li y col., 2010; Yu y col., 2009). Sin
embargo, ha sido propuesto que AG inhibe la senescencia a través de un efecto
antagonico a ABA por lo cual no actuaria directamente en la regulacion del proceso
de senescencia sino mediante un efecto sobre dicha hormona (Jibran y col., 2013).

- Auxinas: este grupo de fitohormonas actuan principalmente controlando el
crecimiento y desarrollo celular. La determinaciéon del rol de las auxinas en el
proceso de senescencia ha sido compleja debido a su importancia en los distintos
aspectos del desarrollo vegetal (Lim y col., 2007). Las auxinas junto con las
citoquininas son parte de un complejo regulador del estado nutricional de la planta
a través de la via de sefializacidon del receptor de glucosa HXK1 (Moore y col.,
2003). De este modo, el rol de las auxinas en la regulacion de la senescencia podria
estar interconectado a otras hormonas y al flujo metabolico.

- Poliaminas (PA): son fitohormonas con un efecto inhibidor del proceso de
senescencia. En muchas especies de plantas, la aplicaciéon exoégena de PA puede

retardar el efecto senescente, previniendo la pérdida de clorofila y peroxidacion de
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membrana y mediante la inhibicion de la actividad ARNasa y proteasa (Borrell y
col., 1997; Evans y Malmberg, 1989; Sood y Nagar, 2003).
La Figura 1.2 ilustra de manera esquematica, los distintos mecanismos moleculares

reguladores del proceso de senescencia de las hojas.

I Factores internos J Red de Factores externos
! -+ regulacién
Hormonas ’/ l— \ -UV - ozono
, I / -Limitaciones de
Cat_uqummas / \ nutrientes
E:iigg rj’asr'rn::lniu’:t'.m [ Edad de \‘. “Frio o calor
hci s o desarrollo <@~ -Sequia
!-'\mdo abscisico | | Sombeands
aride zaliclico \ | | -Atague por patégenos
/-”' o heridas
Reproduccion \ /,r‘
S ;
N— i -
| S|
Inicio de la senescencia

Reciclaje y
translocacion de
nutrientes

Detoxificacion y
defensa

Degradacion de
macromoléculas

-Pérdida de clorofila/movilizacién de nitrégeno y lipidos
-Incremento de antioxidantes y genes relacionados a defensa

v

Muerte celular

-Degradacién de ADN/ruptura de nucleos y mitocondrias
-Desintegracién del citoplasma y membrana vacuolar

Fig. 1.2: Mecanismos moleculares de regulacion de la senescencia foliar incluyendo
sefales externas e internas que promueven o retardan el proceso.

La senescencia foliar es considerada un proceso complejo en el cual el efecto de varias sefiales
internas y externas son integradas en el desarrollo de vias de regulacién dependiente de la
edad. Mdltiples vias que responden a varios factores estan posiblemente interconectadas
formando una red reguladora. Estas vias reguladoras activan distintos grupos de genes
asociados a la senescencia (SAG) los cuales son responsables de ejecutar los procesos de
degradacion y en ultima instancia, la muerte celular. Adaptado de (Limy col., 2007).

Desarrollo del proceso de senescencia
El principal objetivo de las actividades celulares subyacentes al proceso de

senescencia es la conversion de los materiales acumulados por los procesos
anabodlicos en nutrientes facilmente exportables hacia regiones en activo
crecimiento o hacia el desarrollo de frutos y semillas. La baja tasa de degeneracion
celular durante la senescencia es, en parte, un mecanismo selectivo que asegura una
eficiente removilizacion de nutrientes generados por el catabolismo de
macromoléculas (Buchanan-Wollaston y col., 2003; Lim y col., 2003)

A nivel celular, la ejecucion del proceso de senescencia ocurre de manera ordenada.
Los cloroplastos, que contienen hasta un 70% de las proteinas de la las células de la

hoja, son las primeras organelas destinadas a la degradacion. Otras organelas,
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como por ejemplo los peroxisomas, también estdn sometidas a cambios
bioquimicos durante la evolucion del proceso. Por otra parte, los nucleos,
necesarios para la transcripcion génica, y las mitocondrias, fuente esencial de
energia, se mantienen intactos hasta los ultimos estadios del proceso (Inada y col.,
1998; Noodén y col., 1997). Esta serie de pasos, que ocurren ordenadamente, hacen
que la senescencia esté incluida dentro de un proceso de muerte celular programada
o PCD (del inglés: programed cell death), por el cual las células promueven su propia
muerte a través de la activacion de un sistema de autodestruccién (Gan y Amasino,
1997). Si bien la senescencia resulta en niveles masivos de muerte celular, ésta s6lo
ocurre cuando el proceso ha sido completado, antes de que tome lugar el colapso
vacuolar (Buchanan-Wollaston y col., 2003).

Durante el transcurso de la senescencia, y como resultado de la degradacion de
macromoléculas en las células de las hojas, los nutrientes como el nitrogeno,
fésforo, y azucares, son relocalizados en los 6rganos en crecimiento y tejidos de
almacenamiento (Quirino y col., 2000; Smart, 1994). Las hojas verdes son 6rganos
que contienen nutrientes; cuando la hoja ya no es requerida por la planta, el
proceso de senescencia es inducido y se promueve el reciclaje y movilizacion de
estos nutrientes a los diferentes destinos de la planta. La etapa final del proceso es
la muerte de la hoja, pero esta fase es activamente retrasada y ocurre una vez que
los nutrientes han sido relocalizados (Buchanan-Wollaston y col., 2003).

La senescencia es un proceso reversible, una hoja completamente amarilla, que ha
movilizado la gran mayoria de su contenido en nutrientes, puede ser inducida a
retomar el color verde a través de varios tratamientos (Thomas y Donnison, 2000;
Zavaleta-Mancera y col., 1999). De esta manera, los cloroplastos recuperan las
caracteristicas estructurales, se produce la sintesis de proteinas cloroplasticas y se
reanuda la fotosintesis, lo cual demuestra ser un proceso estrictamente regulado y

controlado en todas sus etapas.

Eventos moleculares del proceso de senescencia.
- Degradacion de la clorofila: existen tres enzimas claves en esta via, la clorofilasa

(Benedetti y Arruda, 2002; Tsuchiya y col., 1999), feoforbida a oxigenasa (Paolacci
y col.) (Paolacci y col.) (Pruzinska y col., 2003) y la reductasa catabolica de
clorofila roja o RCCR (del inglés: red chlorophyll catabolite reductase) (Mach y col.,
2001; Wuthrich y col., 2000). PaO es una enzima importante en la degradacion de
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la clorofila, que sélo ha sido detectada durante la senescencia (Guevara y Jimenez,
2006). Estudios de micromatrices en Arabidopsis demostraron una clara sobre-
expresion de esta enzima en hojas senescentes (Lin y Wu, 2004). Se cree que la
degradacién de la clorofila es llevada a cabo como parte del proceso de
detoxificacién de compuestos fitotoxicos cuando tiene lugar la senescencia, y no asi
en el reciclaje de nutrientes; asi los catabolitos de clorofila no fluorescentes
constituyen el producto final de la degradacion de la clorofila y son depositados en
las vacuolas, mientras que ninguno de los nitrégenos de estos catabolitos es
reciclado (Hinder y col., 1996; Tommasini y col., 1998).

- Degradacion de proteinas: las células de las plantas pierden cerca de dos tercios de
las proteinas solubles durante la senescencia (Inada y col., 1998). Se ha demostrado
que al menos los pasos iniciales de la degradacion de proteinas cloroplasticas
ocurren en las organelas intactas. Cloroplastos aislados de hojas maduras de
guisantes son capaces de degradar proteinas del estroma, incluyendo la enzima
Rubisco (Mitsuhashi y Feller, 1992; Roulin y Feller, 1998). Estudios de expresion
génica muestran una sobre-expresion de genes codificantes de enzimas de
degradacidn, tales como proteasas de la familia de las Clp (proteasas localizadas en
el estroma) (Andersson y col., 2004; Guo y col., 2004; Lin y Wu, 2004), y la familia
de las proteasas FtsH (proteasas asociadas a tilacoides) (Andersson y col., 2004;
Guo y col., 2004).

Al mismo tiempo se ha documentado la sobre-expresion de cistein-proteasas
vacuolares durante la senescencia foliar (Buchanan-Wollaston y col., 2003; He y
Gan, 2003). Estas proteasas pueden jugar un importante rol en la degradacion de
proteinas cloroplasticas, principalmente en las etapas finales, después de la
desorganizacion de la membrana.

En etapas tempranas de la senescencia foliar, cuando las membranas de los
cloroplastos aun estan intactas, la degradacion de proteinas cloroplasticas por las
proteasas vacuolares puede llevarse a cabo por la asociacién de los cloroplastos a la
vacuola central, lo cual es apoyado por estudios de microscopia electrénica en hojas
senescentes de poroto francés (Minamikawa y col., 2001).

Existen evidencias de la importancia de la degradacion de proteinas no
cloroplasticas por la via de la ubiquitinacién en el desarrollo normal, incluyendo

senescencia, y en respuesta a sefiales ambientales (Sullivan y col., 2003; Vierstra,
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2003). El incremento de la expresion de SEN3, un gen poliubiquitina, fue observado
en hojas senescentes de Arabidopsis (Park y col., 1998).

v’ Degradacion de lipidos: durante la senescencia, se debilita la estructura y la
integridad funcional de las membranas celulares, como consecuencia de un
aumento en el catabolismo de los lipidos de membrana (Thompson y col., 1998).
Plantas transgénicas de Arabidopsis con expresion alterada de lipasas de
membrana, muestran un fenotipo con retraso en la senescencia (Thompson y col.,
2000). Diversas enzimas de degradacion lipidica, como por ejemplo, fosfolipasa D,
acido fosfatidico fosfatasa, lipoxigenasa, o- y [-galactosidasa y galactolipasa,
muestran un aumento en los niveles de transcriptos analizados por ensayos de
micromatrices (Lin y Wu, 2004) y analisis de hibridacién sustractiva (Gepstein y
col., 2003), lo cual indica la importancia de estas vias en la degradaciéon y
removilizacion lipidica.

v’ Reciclaje de nutrientes: 10s nutrientes liberados de todos estos procesos catabolicos
son translocados a regiones en activo crecimiento, como hojas jovenes, yemas
florales, y desarrollo de frutas y semillas (Guo y Gan, 2005). En un andlisis de
movilizacion de nutrientes en hojas de Arabidopsis, se encontr6 una disminucion
de la concentracion de nutrientes como Mo, Cr, S, Fe, Cu, y Zn en hojas
senescentes en un 50% comparado con las hojas verdes, mientras que los niveles de
N, P, y K se vieron disminuidos en un 80% (Himelblau y Amasino, 2001).

Los niveles citosolicos de glutamina sintetasa se incrementan durante la
senescencia. Dicha enzima, se encuentra involucrada en la conversiéon de
aminodcidos a glutamina, el mayor aminoacido moévil involucrado en el transporte
de nitrogeno a larga distancia, incrementando la eficiencia en el reciclaje del
nitrégeno (Buchanan-Wollaston y col., 2003). La forma citosoélica de la glutamina
sintetasa se encuentra localizada predominantemente en los haces vasculares en
hojas senescentes de arroz (Sakurai y col., 1996), indicando un rol activo en el
transporte de nitrogeno.

Los acidos grasos liberados pueden ser convertidos a azucares a través de la
gluconeogénesis, o en acidos organicos via el ciclo de glioxilato (Chen y col., 2000).
La expresion de genes codificantes de proteinas vegetales de almacenamiento

(Gepstein y col., 2003; Mira y col., 2002) y de varios transportadores de nutrientes
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(Guo y col., 2004; Quirino y col., 2001) se encuentran asociados a los procesos de

senescencia foliar.

Expresion génica durante la senescencia
La regulacion del proceso de senescencia foliar ha sido estudiada particularmente

en especies modelo (Gepstein, 2004; Gepstein y col., 2003; Lim y col., 2003; Lin y
Wu, 2004) y parcialmente en otras especies como arroz (Lee y col., 2001), tabaco
(Pageau y col., 2006), arveja (Pic y col., 2002), trigo (Uauy y col., 2006), nabo
(Gomber y col., 2006), y girasol (Cabello y col., 2006; Fernandez y col., 2012a).
Durante este proceso, las hojas experimentan grandes cambios coordinados de
estructura celular, metabolismo y expresion génica. En las hojas senescentes, la
mayoria de los genes que son expresados en las hojas verdes, incluyendo genes
relacionados a la fotosintesis, se encuentran en bajos niveles de expresion, mientras
que un subgrupo de genes denominados SAGs (del inglés: senescence-associated genes)
se encuentran sobre-expresados (Guo y Gan, 2005).

La primer demostracion de la expresion génica diferencial en hojas senescentes
proviene de un andlisis de traduccidn in vitro, seguido de electroforesis en gel para
detectar los cambios que ocurren en la traduccion de poblaciones de ARNm
durante la senescencia foliar (Watanabe y Imaseki, 1982). Este tipo de analisis
revel6 que la mayoria de los genes abundantes disminuyen su expresion durante el
proceso de senescencia, mientras que algunos genes la incrementan.

Aunque la senescencia esta caracterizada por la activacién e inactivacion de
distintos genes, esta inactivacion en si misma no es suficiente para llevar adelante
dicho proceso. La expresion de un subgrupo de genes dentro de las células del
tejido foliar es requerida para un progreso ordenado de degradacion y reciclaje de
nutrientes. Estos genes pueden estar involucrados en multiples vias interconectadas
formando una red que controlan la senescencia foliar. Como consecuencia de ello,
el bloqueo de una via particular puede o no tener efecto significativo en el fenotipo
de la hoja; esta particularidad se conoce como plasticidad de la senescencia (Gan y
Amasino, 1997).

Diferentes sefiales inducen a menudo diferentes grupos de genes (He y col., 2001;
Park y col., 1998; Weaver y col., 1998) los cuales, a su vez, pueden iniciar
diferentes procesos bioquimicos y fisioldgicos. Sin embargo, es probable que ciertos

genes sean compartidos por diferentes vias, mientras que otros pueden estar
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vinculados a una via especifica. Estos genes comunes a las distintas vias pueden
tener un rol en la ejecucion de la senescencia, y aquellos genes unicos,
pertenecientes a una via particular, podrian estar regulando, rio arriba, diferentes
componentes del programa senescente.

Los genes asociados a la senescencia (SAGs) se clasifican en dos clases
dependiendo de los patrones temporales de expresion. Los genes de la clase I, o
especificos de la senescencia, son aquellos cuyos transcriptos s6lo son detectados
durante la senescencia, mientras que los pertenecientes a la clase II se observan en
etapas tempranas del desarrollo, con un nivel de expresion basal, pero su
abundancia incrementa considerablemente una vez que el proceso se induce (Gan y

Amasino, 1997)

Genomica funcional aplicada al estudio de caracteres complejos
La gendémica funcional es un campo de la biologia molecular que estudia las

funciones e interacciones entre genes (y proteinas) a partir de un gran volumen de
datos generados por los proyectos genomicos. Tradicionalmente, rasgos o
caracteristicas visibles (fenotipo) se han asociado con el gen o los genes que los
producian (genotipo). Los avances en los procesos biotecnoldgicos han permitido
determinar qué genes estan implicados, la naturaleza de la interaccion y el tiempo
en la asociacidén genotipo-fenotipo.

La primera tecnologia innovadora implementada para el analisis transcriptomico a
gran escala fue el desarrollo de micromatrices de ADN. Las micromatrices han
demostrado ser una poderosa herramienta para el descubrimiento de muchos genes
involucrados en respuesta o tolerancia a distintos tipos de estreses.

La aparicion en los ultimos afios de los nuevos métodos de secuenciacion de ultima
generacion o NGS (del inglés: Next-Generation Sequencing), que generan un mayor
volumen de datos conjuntamente con una reduccion de los costos, ha alentado el
desarrollo de estudios mas completos y en mayor profundidad para una amplia
gama de organismos y transcriptomas. La tecnologia de secuenciacion de ARN
(RNA-Seq del inglés: Ribonucleic acid sequencing) ha permitido la generacion de
informacién valiosa para especies de alto interés econdmico pero de recursos

gendmicos limitados (Moschen y col., 2014b).
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Otras tecnologias como la metaboldmica y la protedmica aparecen como estrategias
post-genOmicas y representan un area muy importante dentro de la gendmica
funcional. El wuso del perfil metabolico como herramienta comparativa
complementaria de expresion génica ha tenido en los tltimos afios un gran impulso
por parte de los investigadores con el objetivo de proporcionar una visidbn mas
profunda e integral de los procesos regulatorios complejos (Fiehn y col., 2000).

Si bien las tecnologias de alto rendimientos como las micromatrices de
oligonucleotidos de ADN vy la secuenciacion de ARN han sido un pilar para el
descubrimiento de la funcionalidad de un gran ndmero de genes y/o sus
mecanismos de regulacidon, aun permanecen muchas incertidumbres a la hora de
analizar la informaciéon obtenida a partir de los datos y su correspondiente
significado bioldgico. La sinergia multidisciplinaria entre la estadistica, la biologia
molecular y la informatica emergen como necesarias para dar sustento al uso e
interpretacion de los resultados obtenidos en el drea de gendmica funcional para
proveer herramientas concretas para el analisis de un numero multiple de genes
actuando y/o co-regulando en cascada.

Como resultado de un gran incremento en el volumen de datos tanto de
experimentos transcriptdmicos, metabolomicos, protedmicos, fisioldgicos y
fenotipicos, ha surgido en los ultimos afios una nueva disciplina conocida como
biologia de sistemas. Esta disciplina integra diferentes tipos de conocimientos
moleculares de una manera sinérgica usando modelos y datos experimentales
(Bruggeman y col., 2007). El objetivo de la biologia de sistemas es proveer enlaces
entre las distintas disciplinas moleculares de la biologia, como la genética, biologia
molecular, metabolémica, bioquimica, enzimologia, biofisica, biologia celular y la
fisiologia (Alberghina y Westerhoff, 2005; Westerhoff y Palsson, 2004), con el

soporte de disciplinas asociadas como la bioinformatica y la estadistica.

Genomica Funcional en girasol
El primer estudio de gendmica funcional aplicado a la evaluacién de la respuesta a

estrés abiotico en girasol proviene de librerias de ADN complementario (ADNCc) y
analisis de expresion diferencial mediante despliegue diferencial de ARNm (en
inglés: differential display analysis) en donde se evaluaron dos lineas contrastantes en
respuesta a sequia y se lograron identificar seis genes inducidos denominandolos

SDI (del inglés: Sunflower Drought Induced)(Ouvrard y col., 1996).
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Afios mas tarde, perfiles de expresion génica en respuesta a estrés salino y sequia,
fueron evaluados mediante despliegue diferencial de ARNm detectandose cinco
ADNCc regulados por sequia y doce por salinidad (Liu y Baird, 2003). Durante el
mismo afio fue reportado por primera vez en girasol el aislamiento y
caracterizacion de secuencias expesadas cortas o ESTs (del inglés: Expressed
Sequence Tags) Organos-especificas mediante la técnica de hibridacion sustractiva
por supresion (Fernandez y col., 2003), las cuales fueron anotadas funcionalmente
y referenciadas a términos ontoldgicos segun Gene Ontology (Ashburner y col.,
2000).

La profundizacién en el estudio de factores de transcripcién es esencial para
dilucidar los diferentes mecanismos de respuesta a distintos tipos de estreses. En
este caso, HAHB4 es un factor de transcripcion de girasol ampliamente estudiado
perteneciente a la subfamilia I de las proteinas HD-Zip y se encuentra
positivamente regulado por sequia, ABA, herbivoria, oscuridad, dafio mecanico o
tratamientos con acido metil-jasmoénico o etileno (Dezar y col., 2005a; Gago y col.,
2002; Manavella y col., 2006; Manavella y col., 2008b; Manavella y col., 2008c).
Un aspecto importante para comprender las vias de sefializacion en plantas en
respuesta a diferentes tipos de estreses es la regulacion post-transcripcional mediada
por micro-ARN (miARN). Los miARN son secuencias no codificantes de 20 a 24
nucleotidos de longitud, altamente conservadas en plantas y animales (Bonnet y
col., 2004; Huang y col., 2010) que regulan negativamente la expresion de ciertos
genes mediante la inhibicion de la traduccién a proteinas o a través de la
degradacién del ARNm (Aukerman y Sakai, 2003; Tang y col., 2003). En girasol,
se han descripto precursores de miARN (pre-miARN), identificados mediante
busqueda sistematica a partir de secuencias EST conocidas de Helianthus sp.,
detectandose un total de 61 nuevos miARN para esta especie (Barozai y col., 2012).
El gen HaWRKY6 de girasol es un factor de transcripcidon perteneciente a la familia
WRKY, la cual ha sido identificada mediando una amplia variedad de respuestas a
distintos tipos de estreses (Eulgem y Somssich, 2007; Rushton y col., 2010; Ulker y
Somssich, 2004). HaWRKY6 exhibe un sitio de union putativo al miARN396 y dicha
dependencia ha sido confirmada mediante un estudio en plantas transgénicas de

Arabidopsis (Giacomelli y col., 2012). Plantas de girasol expuestas a acido salicilico
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0 a altas temperaturas mostraron patrones de expresién opuestos evidenciando un
rol del miARN en la regulacion de este gen (Giacomelli y col., 2012).

El primer gran avance en las tecnologias de analisis transcriptomicos a gran escala
fue el desarrollo de micromatrices, que constituyen una poderosa herramienta para
el descubrimiento de numerosos genes inducidos por diferentes tipos de estreses.
Los primeros estudios transcriptomicos a gran escala en girasol, involucraron el
desarrollo de macro y micromatrices de ADNc para evaluaciones de respuesta a
estrés biotico (Alignan y col., 2006) y abiotico (Fernandez y col., 2008; Hewezi y
col., 2006a; Roche y col., 2007). Recientemente, las tecnologias de Affymetrix y
NimbleGen han sido aplicadas para el desarrollo de micromatrices de alta densidad
para el género Helianthus (Bazin y col., 2011) y para especies de la familia Asteraceae
(Lat y col.,, 2012) respectivamente. Mas recientemente, una micromatriz de
oligonucleotidos para girasol cultivado ha sido desarrollada mediante la tecnologia
Agilent para estudios transcriptomicos (Fernandez y col., 2012b). Esta ultima
micromatriz consiste de aproximadamente 41.000 unigenes representando el
transcriptoma de girasol cultivado. El catalogo completo para dichos unigenes:
ensamblados, anotacién funcional y los datos de expresién obtenidos a partir del
uso de esta micromatriz (Clavijo y col., 2012) se encuentran alojados en una base
de datos estructurada bajo el esquema Chado (Mungall y Emmert, 2007) con
interfaz Web que permite diferentes niveles de consulta guiados por términos
ontoldgicos. La misma se encuentra disponible en el sitio Attp://atgc-sur.inta.gob.ar
(Fernandez y col., 2012b).

Entre otras disciplinas post-gendmicas relevantes en la caracterizacion de los
procesos metabdlicos de los organismos, es la metabolomica la que proporciona
una vision mas profunda de los procesos de regulacion bioldgica (Fiehn y col.,
2000). En girasol, existen al momento publicaciones fundamentalmente referidas a
respuestas ante estreses bidticos (Jobic y col., 2007) que describen el intercambio de
metabolitos solubles entre el girasol y Sclerotinia sclerotiorum, un hongo que causa
distintas formas de enfermedad sobre el cultivo, mediante estudios de
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).Otro estudio del perfil
metabdlico en respuesta a S. sclerotiorum fue realizado comparando capitulos
infectados y no infectados entre genotipos resistentes y susceptibles al patdgeno

mediante cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS del
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inglés: Gas Chromatography—Mass Spectrometry) identificindose un gran numero de
metabolitos diferencialmente regulados debido al ataque del hongo (Peluffo y col.,
2010).

Senescencia en girasol: estrategias de andlisis mediante genomica funcional
Los rendimientos potenciales del cultivo de girasol distan de los reales en todas las

regiones productoras. En Balcarce, por ejemplo, mientras los rendimientos
potenciales se estiman en 5.000 kg.ha”, los obtenidos por los mejores productores
s6lo alcanzan los 3.000 kg.ha', y el promedio de la region oscila en 1.800 kg.ha
(Dosio y Aguirrezabal, 2004). Una causa de estas diferencias en el rendimiento es la
incapacidad por parte de los hibridos actuales de mantener su area foliar verde en
estas condiciones ambientales durante periodos prolongados. Esto es relevante
teniendo en cuenta que la radiacion interceptada durante el periodo de llenado de
los frutos juega un papel muy importante en la determinacion del rendimiento y la
concentracion de aceite (Aguirrezabal y col., 2003; Dosio y col., 2000).

El proceso de senescencia en girasol se encuentra estrechamente relacionado al
estrés nutricional y en particular a la disponibilidad de nitrégeno (Agiiera y col.,
2010; Cabello y col., 2006; Nasser, 2002) y a los niveles ambientales de CO, (de la
Mata y col., 2012; Larios y col., 2004). Recientemente, se han realizado diferentes
estudios de intensidad de luz en H. annuus L. en donde se demostré que las altas
densidades de flujo de fotones causan senescencia temprana en las hojas primarias
mediante la alteracién no sélo de la tasa de fijaciéon de CO, y los niveles de aztucar
sino también de la actividad de las enzimas clave del metabolismo de nitrégeno (de
la Mata y col., 2013).

Aunque los sintomas de la senescencia han sido explorados, los procesos
involucrados y los mecanismos moleculares que controlan la senescencia en girasol
todavia no han sido comprendidos. Como consecuencia, se han desarrollado
distintas estrategias de gendmica funcional aplicada al estudio del proceso de
senescencia en esta especie (Figura 1.3) las cuales permitiran evaluar los procesos
moleculares subyacentes al mismo.

La utilizacion de una micromatriz de oligonucleétidos de alta densidad de girasol
para el andlisis del transcriptoma durante el proceso de desencadenamiento de la
senescencia foliar, conjuntamente con los andlisis de los perfiles metabolicos

obtenidos por la técnica de cromatografia gaseosa -tiempo de vuelo —

20



Introduccion General

espectrometria de masas (GC-TOF-MS), sumado a informacién de variables
ecofisiologicas, permitira la reconstruccion de las rutas metabolicas asociadas a las
etapas del proceso de senescencia, posibilitando la identificacion de genes

candidatos robustos.
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Figura 1.3: Estrategias de gendmica funcional aplicada al estudio del proceso de

senescencia en girasol.

El estudio del proceso de senescencia en girasol a través de un analisis fisiolégico, metabolémico y
transcriptomico, junto a la posterior integracion de estos datos, permitira la deteccion de
biomarcadores claves del proceso en esta especie, de gran utilidad en los sucesivos programas de
mejoramiento.

Conocer el momento de inicio de la cascada de eventos que desencadenan la
senescencia permitiria determinar las causas que provocan este proceso y generar
herramientas moleculares que faciliten futuras intervenciones sobre el mismo, utiles

para su aplicacion en el mejoramiento asistido de este cultivo.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La hipotesis que sustenta este trabajo es que la expresion de ciertos genes asociados
a la senescencia foliar en girasol se inducen en un estadio temprano, iniciando una
cascada de expresion de genes relacionados con procesos asociados a la
degradacién de macromoléculas que provocan una reduccién del area foliar
fotosintéticamente activa.

Los estudios de perfiles transcripcionales y metabolicos y su asociacién con
eventos fisioldgicos contribuirdn a la identificacion de genes candidato y
metabolitos clave involucrados en las distintas fases del proceso de senescencia asi

como también a dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes a este proceso.

OBJETIVOS
Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es identificar y caracterizar molecularmente
secuencias génicas y rutas metabolicas relacionadas con el desencadenamiento y
evoluciéon de la senescencia foliar en girasol a través del andlisis de perfiles
transcripcionales y metabolicos, en hojas de girasol de diferentes edades y en
plantas expuestas a distintos tratamientos que modifican la tasa de senescencia,

considerando aspectos ecofisioldgicos y bioquimicos.

Objetivos especificos:
v Estudiar fisiologicamente el proceso de senescencia en hojas de girasol a

distintos tiempos de desarrollo y frente a tratamientos que modifican la tasa de
senescencia.

v" Estudiar los cambios en perfiles metabdlicos ocurridos durante la evolucién del
proceso de senescencia mediante cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masa GC-TOF-MS y cromatografia i6nica.

v Identificar genes candidato asociados al proceso de senescencia a través del
analisis transcriptomico utilizando una micromatriz de oligonucleétidos de
girasol, y mediante la validacién de genes potencialmente homologos asociados

al proceso de senescencia descriptos en especies modelo.
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v Integrar los datos de perfiles transcripcionales, metabolicos y de variables
fisiologicas asociados al proceso de senescencia en girasol para un analisis
concertado que contribuya a identificar biomarcadores genuinos asociados al

proceso en esta especie.
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Capitulo 1 - Introduccidn

INTRODUCCION

La Fisiologia Vegetal es la ciencia que intenta explicar a través de las leyes de la
fisica y quimicas, como las plantas son capaces de utilizar la energia de la luz para
sintetizar moléculas organicas a partir de sustancias inorganicas y construir asi las
complejas estructuras que forman el cuerpo de las plantas, y como las plantas son
capaces de reproducirse y adaptarse a un ambiente determinado (Azcon-Bieto,
2008). El aspecto mas importante es la manera en que se integran estos procesos en
el espacio y tiempo y su modulacién en el ambiente para llevar a buen término el
desarrollo de una planta.

La senescencia en plantas en un mecanismo complejo y altamente coordinado que
se encuentra influenciado tanto por sefiales de origen enddgenas como exdgenas
(Figura 1.2) (Noodén y col., 1997).

En el sudeste de Buenos Aires, por ejemplo, el proceso de senescencia es iniciado
abruptamente coincidiendo con el deterioro de las condiciones ambientales y la
incidencia de enfermedades foliares, resultando en una disminuciéon de la
produccién. El mantenimiento de las hojas funcionales durante largos periodos
permitiria un incremento en la intercepcién de radiacién durante la etapa de
llenado de grano y de esta forma incrementar el rendimiento (Aguirrezabal y col.,
2003; De la Vega y col., 2011; Dosio y col., 2000; Kusaba y col., 2013; Sadras y
col., 2000a; Sadras y col., 2000D).

Durante el proceso de senescencia foliar pueden distinguirse dos estadios
principales: un proceso inicial durante el cual un nimero de genes involucrados en
el transporte de nutrientes y degradacion de estructuras celulares es sobre-
expresado o sub-expresado, y una segunda fase que involucra la evolucion del
proceso una vez que el mismo se ha iniciado. Mientras que la primera etapa puede
ser evaluada mediante técnicas moleculares, el progreso de la senescencia puede
ser medida a partir de variables fisioldgicas (Moschen y col., 2014a).

El contenido de clorofila, asociado a la fijacion de CO por parte de la enzima
Rubisco, es uno de los parametros mas utilizados para evaluar el progreso de la
senescencia foliar (Breeze y col., 2011; Thomas, 2013). Cuando la senescencia
foliar se correlaciona con la caida de la enzima Rubisco, y consecuentemente con
la disminucién de la fotosintesis, se la denomina ‘“senescencia funcional”

(Wittenbach, 1983). La hoja en este caso alcanzaria un equilibrio entre la

25



Capitulo 1 - Introduccidn

asimilacion del carbono y la degradacion del mismo por parte de la respiracion y/o
fotorrespiracidon (punto de compensacion de carbono), y dejaria de contribuir en
compuestos carbonados a la planta (Hensel y col., 1993).

Otra variable fisioldgica relacionada con la senescencia es el contenido de azucares
solubles (van Doorn, 2008; Wingler y col., 2009), que actian como moléculas
sefal en varios estadios del desarrollo de la planta (Rolland y col., 2002) y estan
directamente relacionados con la fotosintesis como su producto primario, por lo
que su disminucion podria relacionarse con estadios previos a la senescencia. Sin
embargo, la induccion de la senescencia en relacion con niveles de azucares ha
sido muy contradictoria ya que en diferentes especies como Arabidopsis, tabaco y
maiz ocurre una acumulacion de azucares en hojas senescentes (Masclaux y col.,
2000; Noodén y col., 1997, Watanabe y col., 2013; Wingler y col., 1998).

El nitrégeno foliar tiene un rol central en el proceso de fotosintesis (Thomas, 2013)
y podria ser un indicador apropiado de la senescencia foliar (Agiiera y col., 2010;
Sadras y col., 2000a). El nitrégeno, durante el reciclado de nutrientes es convertido
en aminoacidos, principalmente glutamina (el mayor aminoacido mévil
involucrado en el transporte de nitrogeno a larga distancia), por la actividad de la
glutamino-sintetasa, la cual se encuentra sobre-expresada en hojas senescentes de
Arabidopsis (Buchanan-Wollaston y Ainsworth, 1997; Nam, 1997).

Uno de los principales factores externos o ambientales que modifican la tasa de
senescencia y que a su vez esta directamente relacionado al rendimiento, es el
contenido de agua del suelo. Niveles moderados de estrés hidrico han sido
reportados como inductores del proceso de senescencia en numerosos cultivos de
importancia agronémica como sorgo (Jones y Rawson, 1979), soja, (Brevedan y
Egli, 2003; De Souza y col., 1997), maiz (Aparicio-Tejo y Boyer, 1983), girasol
(Whitfield y col., 1989), tomate (John y col., 1997), arveja (Pic y col., 2002), trigo
(Yang y col., 2001), arroz (Yang y col., 2002), frijol (Muchero y col., 2013) y
algodén (Kuppu y col., 2013).

La luz recibida por las hojas es otro de los factores ambientales que influyen en el
proceso de senescencia (Rousseaux y col., 1996). La senescencia de una hoja
individual estaria controlada por la cantidad y calidad de luz recibida medida por
la relacion rojo/rojo lejano, por lo cual, el sombreo de hojas individuales acelera su
senescencia. En estas hojas sombreadas se produciria una disminucién de la
eficiencia fotosintética, con una disminucién de los niveles de azucares que
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podrian desencadenar la senescencia. Sin embargo, el sombreo de la planta entera
retrasa la senescencia en girasol. Este efecto posiblemente se deba a una
desaceleracién general del desarrollo de la planta, la cual recibe una menor
cantidad de radiacion durante el desarrollo. Estudios realizados tanto en maiz
(Borrds y col., 2003), como en girasol (Rousseaux y col., 1996) permitieron
determinar que una disminucién de la calidad de luz (disminucion de la relacion
rojo/rojo lejano) acelera la senescencia foliar en estos cultivos.

En especies monocarpicas, como es el caso del girasol, luego del periodo de
floracion se induce el proceso de senescencia a nivel planta entera, ya que es un
proceso controlado estrechamente por el desarrollo de las estructuras
reproductivas, reflejando una fuerte presion de las relaciones fuente-destino
(Davies y Gan, 2012; Gregersen y col., 2013). Sin embargo, una excepcion a esta
regla es la especie modelo A. thaliana en la cual la senescencia foliar es
independiente del desarrollo de las estructuras reproductivas (Noodén y Penny,
2001).

Este capitulo tiene como objetivo estudiar variables fisiologicas relacionadas al
proceso de senescencia en hojas de girasol de diferentes edades (distinta posicion
en el tallo), a distintos tiempos de desarrollo y frente a tratamientos que modifican

la tasa de senescencia.
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MATERIALES Y METODOS

Material biologico y condiciones experimentales

Un hibrido de girasol ampliamente difundido en el sudeste de Buenos Aires
VDH487 (Advanta semillas) fue cultivado a campo en la Unidad Integrada (FCA-
UNMdAP/EEA-INTA) Balcarce durante la campafia 2010/2011 a una densidad de
7,2 plantas/m’, efectuando controles periddicos de enfermedades, malezas e
insectos. Se implementaron tres condiciones experimentales: una condiciéon control
en la cual las plantas crecieron con buenas condiciones hidricas y nutricionales con
una humedad volumétrica cercana al 40% en los primeros 60 cm de profundidad
del suelo, una condicion de déficit hidrico en la cual se redujo la humedad
volumétrica a aproximadamente 20% a partir de los 20 dias post-emergencia, y por
ultimo, un tratamiento de ablacién del 6rgano reproductivo o decapitado, realizado
en el estadio fenoldgico R3 (Schneiter y Miller, 1981). Las mediciones de humedad
se realizaron periddicamente utilizando un equipo Trase System, Model 6050X1,
Soil moisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA.

El experimento fue realizado bajo una cubierta de nylon tipo shelter fijo para evitar
el ingreso de agua por precipitaciones. En el tratamiento de déficit hidrico se
colocaron ademas bandas de nylon de 200 um de espesor entre los surcos. El disefio
del ensayo fue llevado a cabo en tres bloques completamente aleatorizados con tres
réplicas bioldgicas. Cada una de esas réplicas estaba conformada por una mezcla de
tres plantas aleatorizadas dentro de cada bloque.

En distintos momentos durante el desarrollo de la planta se tomaron muestras de
las hojas 10, 15 y 20 (numeradas desde la base) para cada uno de los distintos
tratamientos. La mitad de cada hoja fue congelada en nitrégeno liquido
inmediatamente después de extraida de la planta y almacenada a —80°C para
realizar extraccion de ARN para analisis moleculares, mientras que la mitad
restante se conservd a —20 °C para su posterior utilizacion en las determinaciones
de clorofila, hidratos de carbono y nitrogeno.

La evolucion de las distintas variables fue expresada en funcion del tiempo térmico
desde la emergencia de la plantula (°C Dias Desde Emergencia: °CDDE), mediante
la integracion diaria de la temperatura atmosférica con un umbral de temperatura o

temperatura base de 6°C (Kiniry y col., 1992).
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Mediciones

Clorofila

El contenido de clorofila de las hojas muestreadas fue medido por extraccién
directa con N,N-dimetilformamida. Se tomaron dos discos de 0,5 cm de diametro
de la base de cada hoja muestreada, resultando un total de 6 discos por réplica
biologica (tres plantas muestreadas en cada bloque). Los discos fueron secados en
papel secante e incubados en frascos de vidrio color caramelo con 6 ml de N,N
dimetilformamida durante 24 h a temperatura ambiente. Las mediciones de
absorbancia de cada muestra se efectuaron utilizando un espectrofotometro
(Spectronic 20, Baush y Lomb, USA). El contenido de clorofila fue calculado
como:

Clorofila (mg.I'") = 17.9 * abs (647) + 8.08 * abs (664)

Clorofila (mg.cm?) = Cl (mg.1") / 1.1775 cm?

Donde abs (647)= absorbancia a 647 nm, correspondiente al pico de absorcion de la
clorofila B; abs (664)= absorbancia a 664 nm, correspondiente al pico de absorcion
de la clorofila A, y los valores 17,9 y 8,08 los coeficientes de extincién de las

clorofilas B y A respectivamente (Inskeep y Bloom, 1985).

Carbohidratos solubles totales
Se tomaron tres discos de 1,2 cm de didmetro de la base de cada hoja muestreada.

Un total de 9 discos por réplica biologica (tres plantas muestreadas en cada bloque)
fueron pesados y luego secados a 60°C durante 48 h. Se tomaron 50 mg de tejido
seco y se agregd 5 ml de agua destilada, luego se incubd en bafio térmico a 100°C
durante 10 min y se centrifugd a 2.500 rpm durante 5 min. Este paso se repitio tres
veces. Se tomaron 100 pl de sobrenadante y se agregaron 900 ul de agua destilada.

La cuantificacion de carbohidratos se realiz6 mediante el método colorimétrico
utilizando la reaccion de fenol y acido sulfarico (Dubois y col., 1956). Por cada
muestra de 1 ml (100 ul de sobrenadante mas 900 ul de agua destilada) se agrego
un volumen de fenol 5% y 5 volumenes de acido sulfarico; se incub6 durante 30
min a 25°C y luego se midi6 la densidad Optica en espectrofotometro a 490 nm
(Spectronic 20, Baush y Lomb, USA). El contenido de carbohidratos fue deducido

de una curva estandar con concentraciones seriadas de glucosa (0-15 pg.ul™).
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Porcentaje de nitrogeno foliar
El porcentaje de nitrogeno total fue medido de acuerdo al “método de Dumas” a

partir de 60 mg de tejido de hoja seca (proveniente de tres plantas muestreadas en
cada bloque) (Dumas, 1826). Brevemente, el método de Dumas consiste en la
combustion seca a 950°C utilizando oxigeno como acelerador de la combustion.
Los productos de la combustion (H,O, NO, N,) son filtrados y secados. NO es
reducido a N, mediante cobre y luego es barrido por gas helio hacia una célula de
conductibilidad térmica donde se mide la concentracion (TrunSpec CN, Leco,

Michigan, USA).

Biomasa aérea
Se tomaron muestras de plantas completas en floracién y madurez fisioldgica con

el objetivo de evaluar el contenido de materia seca por 6rganos (hojas, tallo y
capitulo) entre las distintas condiciones experimentales. Tres plantas por cada
bloque fueron cosechadas, separadas en tallo, hojas y capitulo, luego fueron
secadas en camara a 60°C hasta peso constante y pesadas. En madurez fisiologica,

ademas se separaron las semillas del receptaculo, se pesaron y contaron.

Area foliar por planta y SPAD (Indice de verdor)

Tres plantas representativas marcadas por cada bloque y condicién experimental
fueron utilizadas para la evaluacion del drea foliar y SPAD mediante mediciones
no destructivas.

La evolucién del area foliar fue realizada mediante mediciones periddicas del
ancho maximo de cada una de las hojas de dichas plantas marcadas. El area foliar
de cada hoja individual fue estimado como:

AFi=1,5128 x (ancho" ).

Donde AFi: Area foliar (cm?); 1,5128 y 1,7235: constantes del modelo establecido
para este hibrido de girasol en experimentos previos del grupo de Fisiologia
Vegetal de la Unidad Integrada Balcarce.

Asimismo, en las mismas hojas se estim6 la proporcion de hoja verde y no verde.
El area foliar verde de cada una de las hojas fue calculado como:

AFVi=AFix %Vi/100

Donde AFVi: es el area foliar verde de cada una de las hojas; AFi: Area foliar para

cada hoja; %Vi: es el porcentaje de hoja verde.
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El area foliar verde por planta (AFVp) fue luego calculado como la sumatoria del
area foliar verde de cada hoja:

AFVp=Y AFVi

Del mismo modo, se realizaron mediciones periddicas de indice de verdor de cada
una de las hojas de la planta, realizado en las mismas plantas marcadas para
mediciones no destructivas, utilizando un equipo SPAD. Los valores de indice de
verdor por planta fueron expresados como el promedio de las mediciones de cada

una de las hojas individuales.

Indice de intercepcion de radiacion
Mediante una barra integradora se tomaron periddicamente mediciones del

porcentaje de radiacion fotosintéticamente activa PAR (del inglés: Photosynthetically
Active Radiation) interceptado por el canopeo. Se realizaron 3 mediciones sobre el
canopeo (radiacion incidente) y 3 mediciones por debajo de la ultima hoja verde
del mismo (radiacidén transmitida), en cada bloque y condicion. Las mediciones se
realizaron durante el momento de maxima radiacion diaria (cercano al mediodia)
y en condiciones de cielo despejado.

El indice de radiacién interceptada por el canopeo fue calculado como:

fIPAR= (Ri— Rt)/ Ri

Donde fIPAR es la fraccion de radiacion PAR interceptada; Ri es la radiacion
incidente medida sobre el canopeo y Rt es la radiacion transmitida medida debajo

de la ultima hoja verde del canopeo.

Analisis estadistico de datos
Se realizd un analisis de la varianza a fin de evaluar diferencias estadisticamente

significativas de cada condicién experimental frente a la condicidon control para
cada tiempo de muestreo. La significancia de las diferencias entre las medias de los
tratamientos se evaluaron con el método de minima diferencia significativa de

Fisher o LSD (del inglés: Least Significant Difference) utilizando un p-valor<0,05.
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RESULTADOS

La emergencia del cultivo ocurri6 el 10 de noviembre de 2010. En la condiciéon
control, la floracion (estadio fenoldgico R5) fue registrado a los 814 °CDDE (65
dias desde emergencia) mientras que la madurez fisioldgica fue alcanzada a los
1.490 °CDDE (116 dias desde emergencia). Las plantas del tratamiento de déficit
hidrico, por su parte, alcanzaron el estadio R5 a los 801 °CDDE (64 dias desde
emergencia) y madurez fisiolégica a los 1.330 °CDDE (104 dias desde
emergencia).

La Figura 1.1 esquematiza el desarrollo del cultivo, los tiempos de inicio y

duracion de tratamientos y muestreos de las distintas hojas evaluadas.
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ratamiento estres hidrico
Tratamiento decapitado

Figura 1.1: Desarrollo del cultivo

DDE: dias desde emergencia, °CDDE: grados dia desde emergencia (T base=6°C). El tratamiento de
déficit hidrico comenzé 20 dias desde emergencia manteniéndose la humedad volumétrica del
suelo cercana al 20%, mientras que el decapitado fue realizado en el estadio R3. Las barras de
muestreos indican la ventana de tiempo en la cual se colectaron muestras de las hojas 10, 15y 20.

Durante el periodo en el cual se desarroll6 el experimento, las temperaturas medias
diarias desde emergencia mostraron valores comprendidos entre 15 y 25 °C
durante la mayor parte del desarrollo del cultivo, sin registrarse valores extremos

que pudieran ocasionar grandes variaciones en el desarrollo. Estos valores fueron
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semejantes al promedio historico representado por una serie de los ultimos 10 afos
(Figura 1.2 A).

La radiacién solar media diaria durante el mismo periodo de tiempo, presenté un
patrén semejante a la radiacidn histérica para el mismo periodo (Figura 1.2 B).
Dentro del patrén general, se pudo observar una mayor radiacion en esta campafia

durante la mayor parte del desarrollo.
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Figura 1.2: Temperatura y radiacion solar durante el desarrollo del cultivo

(A) Temperatura media diaria en °C (B) Radiacion solar en MJ.d”, medidas durante el
desarrollo del cultivo. DDE: dias desde emergencia. Lineas punteadas en rojo corresponden
con el valor medido, lineas continuas negras corresponde al promedio histdrico de los Ultimos
diez afios. Datos obtenidos de la casilla meteoroldgica de la Unidad Integrada FCA UNMdP-EEA
INTA Balcarce.
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Caracterizacion del cultivo a través de variables fisiologicas

Area foliar e indice de verdor (SPAD)

La evolucidén del area foliar por planta fue diferente entre las condiciones control,
déficit hidrico y decapitado. En las plantas de la condicion control, el area foliar
verde méaxima fue de 8.000 cm?, mientras que en las plantas en déficit hidrico s6lo
alcanzaron valores maximos de 5.000 cm?®. El tratamiento de decapitado mantuvo
el area foliar verde durante mas tiempo que la condicion control, evidenciando
ademas un leve incremento del area verde maxima en relacidon al control. La tasa
de disminucion de area foliar verde posterior a antesis fue similar en las
condiciones control y déficit hidrico pero con una duracién mayor en las plantas
control debido a la mayor area foliar desarrollada en antesis. En las plantas
decapitadas el area foliar verde se mantuvo e incluso aumentd levemente en el
periodo post-antesis hasta aproximadamente los 1.400 °CDDE cuando comenzo6 a
disminuir con una tasa similar a las otras dos condiciones (Figura 1.3 A).

El indice de verdor (SPAD) promedio de la planta en floracion fue alrededor de 25
en los tratamientos control y decapitado, mientras que en la condicidén de déficit
hidrico las plantas presentaron valores superiores a 30 (Figura 1.3 B). En este
ultimo tratamiento, el indice de verdor comenz6 a disminuir antes que el resto,
alrededor de los 1.300 °CDDE. En la condicién control y el decapitado esta caida
comenzo pasados los 1.500 °CDDE, diferenciandose ambos tratamientos en la

pendiente de esta variable, que fue mayor en las plantas control (Figura 1.3 B).
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Figura 1.3: Evolucion del area foliar e indice de verdor (SPAD)

(A) Area foliar verde por planta, (B) valores de indice de verdor (SPAD) por planta. Las lineas azules,
naranja y verde representan la condicion experimental control, déficit hidrico y decapitado. La linea
vertical roja indica el momento de antesis del cultivo. Asteriscos indican diferencias significativas
del tratamiento déficit hidrico (rojos) y decapitado frente a la condicidn control para cada tiempo
de muestreo evaluado (p-valor<0,05).

Intercepcion de radiacion

El indice de intercepcidén de radiacion en floracion fue superior a 0,94 en los 3
tratamientos (Figura 1.4). En el periodo post-antesis el tratamiento de déficit
hidrico mostr6 una répida caida en la fraccidén de radiacion interceptada, mientras
que las plantas control y decapitadas continuaron con altos valores de intercepcion
hasta los 1.500 °CDDE (80% y 94% del maximo, respectivamente), momento en el
cual las plantas sometidas a déficit hidrico disminuyeron la intercepcién a
aproximadamente la mitad de su valor maximo. A partir de este momento, la
intercepcion en las plantas de ambos tratamientos comenzd a disminuir
rapidamente, con una pendiente mayor en las plantas de la condicidon control en

comparacion con las del tratamiento de decapitado.
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Figura 1.4: indice de intercepcién de radiacién
Las lineas azules, naranja y verde representan la condicion experimental control, déficit hidrico y

decapitado. La linea vertical roja indica la floracion. Asteriscos indican diferencias significativas del
tratamiento déficit hidrico (rojos) y decapitado frente a la condicidn control para cada tiempo de
muestreo evaluado (p-valor<0,05).

Materia seca
El peso seco total por planta registrado en la condicidon control pas6 de 192 g en el

periodo de floracion a 254 g en la etapa de madurez fisioldgica (cosecha), mientras
que en la condicidén de déficit hidrico el peso seco por planta fue de 130 g en
floracion y registrd un leve incremento en el periodo de cosecha, alcanzando los
138 g. Las plantas del tratamiento de decapitado, por su parte, presentaron un peso
por planta (tallos y hojas, sin capitulo) de 179 g al momento de floracion del
control y de 261 g al momento de cosecha.

El peso de las hojas en floracién fue de 82 g, 61 g y 99 g para las condiciones
control, déficit hidrico y decapitado respectivamente. En los tratamientos control y
déficit hidrico, las hojas mostraron una disminucién de materia seca en madurez
fisiologica respecto a floracion, mientras que en el tratamiento de decapitado se
observd un leve incremento en madurez fisiologica respecto a floracién (Figura
L.5).

Al considerar los tallos, al momento de floracion se registraron valores de materia
seca de 78 g, 45 g y 80 g para las condiciones control, déficit hidrico y decapitado
respectivamente. En las plantas control y déficit hidrico no se evidenciaron
variaciones entre los dos tiempos evaluados mientas que las plantas decapitadas
tuvieron un gran incremento en el peso seco de tallos cercano al 100% del valor

inicial.
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Por ultimo, el peso seco del capitulo en el momento de floracion fue de 32 g para la
condicion control y 23 g para el tratamiento de déficit hidrico. Las plantas control
presentaron un gran incremento en el contenido de materia seca pasando de 32 g a
105 g en madurez fisiologica, mientras que en la condicion de déficit hidrico, a
pesar de incrementar el peso seco del capitulo entre las dos condiciones, esta
variacion no fue tan marcada como en el control y tuvo un valor de 58 g en
madurez fisiologica. La diferencia en el peso promedio por grano fue
estadisticamente significativa y mostro valores de 0,063 g y 0,044 g para las

condiciones control y déficit hidrico, respectivamente.
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Figura 1.5: Materia seca por drgano: hojas, tallos y capitulos

Las barras en tonos azules, naranjas y verdes indican las plantas control, déficit hidrico y decapitado
respectivamente. Los colores oscuros muestran los pesos secos a floracion y las tonalidades claras
los pesos secos a madurez fisioldgica (cosecha). Asteriscos indican diferencias significativas para
cada drgano respecto al tiempo de floracién (p-valor<0,05).

Caracterizacion de la senescencia foliar

Contenido de clorofila
Uno de los principales indicadores de avance o evoluciéon del proceso de

senescencia es el contenido de clorofila.

La hoja 10 (Figura 1.6 A) en la condicidon control mostré valores maximos de
clorofila cercanos a 0,03 mg.cm™ a los 560 °CDDE. A partir de este momento la
clorofila comienza a disminuir primero con una suave pendiente hasta cerca de la
floracion, y luego con una pendiente mayor hasta los 900°CDDE. En el
tratamiento decapitado la evolucidon de esta variable fue similar al control. En la

condicion de déficit hidrico, por su parte, esta hoja presentd siempre valores de
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clorofila superiores al control con un valor maximo de 0,035 mg.cm? a los 560
°CDDE comenzando a disminuir a una tasa menor al control hasta pasados los
900 °CDDE, para luego disminuir abruptamente hasta el amarilleamiento a los
970 °CDDE desde la emergencia.

En la hoja 15 (Figura 1.6 B), el valor maximo de clorofila para la condicién control
también fue cercano a 0,03 mg.cm™ a los 500 °CDDE, aproximadamente. Luego
ocurrié una leve caida a 0,025 mg.cm” hasta antesis, y a partir de floracion, una
nueva caida hasta valores de aproximadamente 0,02 mg.cm” que se mantuvieron
hasta los 1.100 °CDDE, para luego caer definitivamente hasta cero a los 1.275
°CDDE. La condicion de déficit hidrico increment6 la concentracion de clorofila
en esta hoja hasta un maximo de 0,037 mg.cm? valor que se mantuvo
relativamente estable hasta los 1.000 °CDDE, para comenzar a caer primero con
una pendiente menor hasta antes de los 1.200 °CDDE, y luego con una pendiente
abrupta hacia los 1.230°CDDE previo a la condicién control. El tratamiento de
decapitado mantuvo niveles estables de clorofila entre 0,025 y 0,03 mg.cm™ en esta
hoja hasta los 1.100 °CDDE, para luego disminuir primero con una tasa menor
hasta los 1.300 °CDDE, y luego abruptamente hasta alcanzar el cero a los 1.550
°CDDE.

Por ultimo, en la hoja 20 (Figura 1.6 C), el contenido de clorofila aument6 con
valores semejantes en los tres tratamientos hasta alcanzar un valor maximo
aproximado de 0,035 mg.cm™ a los 1.100 °CDDE. A partir de este momento, el
tratamiento control comenzo a disminuir la clorofila mas suvamente hasta los
1.350 °CDDE, y luego rapidamente hasta llegar a cero a los 1.500 °CDDE,
aproximadamente. En el tratamiento de déficit hidrico la disminucioén de clorofila
a partir de los 1.200 °CDDE fue mas rapida que en el control, llegando a cero antes
de los 1.400 °CDDE. En el tratamiento decapitado, los valores maximos de
clorofila se mantuvieron por mas tiempo, hasta los 1.300 °CDDE
aproximadamente, para luego caer con igual pendiente que el control hasta 1.550
°CDDE, y posteriormente mas lentamente hasta alcanzar el cero cerca de los 1.800
°CDDE.
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Figura 1.6: Evolucién del contenido de clorofila en mg.cm™de hoja:

(A) Hoja 10, (B) Hoja 15 y (C) Hoja 20. Las lineas azules, naranja y verde representan la condicidn
experimental control, déficit hidrico y decapitado. La linea vertical roja indica el momento de
antesis del cultivo. Asteriscos indican diferencias significativas del tratamiento déficit hidrico (rojos)
y decapitado frente a la condicidn control para cada tiempo de muestreo evaluado (p-valor<0,05).

Carbohidratos solubles totales
Al igual que para el contenido de clorofila, los tratamientos afectaron la evolucion

en el tiempo de los carbohidratos en las 3 hojas evaluadas.
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En el caso de la hoja 10 (Figura 1.7 A), la condicién control disminuy¢6 el
contenido de hidratos de carbono solubles (HCS) a partir de un valor maximo de
400 pg.cm™ a los 430 °CDDE, para estabilizarse en valores cercanos a 100 ug.cm™
entre los 670 y 870 °CDDE aproximadamente, y luego caer definitivamente a los
900 °CDDE. Ante un déficit hidrico, esta hoja produjo valores maximos de HCS
superiores al testigo, que alcanzaron los 630 pg.cm? a los 430 °CDDE. A partir de
ese momento comienza a disminuir progresivamente hasta los 200 pg.cm™ a los
700 °CDDE, luego aumenta levemente hasta llegar a 300 pg.cm® a los 900
°CDDE, para luego caer hasta cero a los 960 °CDDE. En el tratamiento
decapitado la hoja 10 present6 una evolucién de HCS similar al testigo.

La evolucion de la concentracién de HCS en la hoja 15 (Figura 1.7 B) en la
condicion control fue similar a la observada en la hoja 10, con una caida inicial a
partir de un valor maximo de 300 pg.cm? a los 550 °CDDE, una posterior
estabilizacion entre los 630 y los 1.200 °CDDE en valores comprendidos entre 100
y 200 pg.cm? llegando a cero a los 1.280 °CDDE. En el tratamiento de déficit
hidrico, se observaron valores entre 200 y 300 pg.cm™ superiores al testigo hasta los
1.200 °CDDE donde se observa una brusca caida final. La hoja 15 en el
tratamiento decapitado presentd una evolucion similar al control, excepto hacia el
final del periodo de evaluacidén, donde el contenido de HCS se prolong6 270 °C
dias respecto al control.

Por altimo, la hoja 20 (Figura 1.7 C) mostr6é una mayor concentracion de azucares
comparada a las demas hojas, para los tres tratamientos. En el tratamiento control,
los valores de HCS se mantuvieron entre 200 y 300 pg.cm™ durante la mayor parte
del periodo evaluado (entre 600 y 1.100 °CDDE), produciéndose un aumento
hacia los 1.200 °CDDE hasta valores cercanos a los 400 pg.cm™ para luego decaer
a los 1.500 °CDDE. En el déficit hidrico, la hoja 20 alcanz6 valores de hasta 800
ug.cm” con una caida abrupta a los 1.300 °CDDE. En el tratamiento de decapitado
se observo un gran incremento de HCS a partir de los 1.000 °CDDE alcanzando
valores méaximos de 800 pg.cm? hacia el final del desarrollo de la hoja, a los 1.600
°CDDE, para luego caer abruptamente y llegar a valores cercanos a cero cerca de
los 1.800 °CDDE.
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Figura 1.7: Evolucién del contenido de carbohidratos solubles totales en pg.cm™de hoja:
(A) Hoja 10, (B) Hoja 15 y (C) Hoja 20. Las lineas azules, naranja y verde representan la condicién

experimental control, déficit hidrico y decapitado. La linea vertical roja indica el momento de
antesis del cultivo. Asteriscos indican diferencias significativas del tratamiento déficit hidrico (rojos)
y decapitado frente a la condicién control para cada tiempo de muestreo evaluado (p-valor<0,05).
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Contenido de nitrogeno (%)
El nitrégeno total en la hoja 10 (Figura 1.8 A) present6é una evolucion similar en

los 3 tratamientos hasta pasado el momento de floracidon. A partir de un valor
maximo algo menor a 5% constante entre 400 °CDDE y 550 °CDDE, comenzd a
disminuir hasta los 800 °CDDE donde alcanz6 el 3%. En los tratamientos control
y decapitado permanecio por un corto lapso en ese valor para luego disminuir con
una pendiente similar hasta los 900 °CDDE, mientras que en la condicién de
déficit hidrico, a partir de ese momento comenzd la caida de esta variable,
disminuyendo abruptamente cerca de los 1.000 °CDDE.

El valor méximo en la hoja 15 (Figura 1.8 B) en plantas del tratamiento de déficit
hidrico fue algo menor que en control y decapitado. A partir de los 700 °CDDE el
nitrégeno comienza a disminuir en los 3 tratamientos; aunque en la condicidén
control y déficit hidrico continua decreciendo con una pendiente leve hasta los
1.200 °CDDE en donde los valores caen abruptamente hacia los 1.300 °CDDE; en
el decapitado se mantiene en valores cercanos a 3,5 % hasta los 1.300 °CDDE,
para luego caer con una pendiente menor al control, hacia los 1.600 °CDDE.

Por ultimo, la hoja 20 (Figura 1.8 C), en el tratamiento de déficit hidrico
permanecié siempre con valores por debajo del testigo, adelantando su
degradaciéon 200°C dias antes que en las plantas control. En el tratamiento
decapitado esta hoja presenta una evolucidén similar al control hasta los 1.200
°CDDE aproximadamente, donde retrasa la caida en el contenido de nitrogeno
resultando mas lenta en comparacion con el control, alcanzando valores de cero

250°C dias mas tarde.
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Figura 1.8: Evolucién del contenido de Nitrégeno total en %
(A) Hoja 10, (B) Hoja 15 y (C) Hoja 20. Las lineas azules, naranja y verde representan la condicidon

experimental control, déficit hidrico y decapitado. La linea vertical roja indica el momento de
antesis del cultivo. Asteriscos indican diferencias significativas del tratamiento déficit hidrico (rojos)
y decapitado frente a la condicidn control para cada tiempo de muestreo evaluado (p-valor<0,05).
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DISCUSION

La senescencia foliar es un mecanismo altamente coordinado e influenciado por
las condiciones ambientales que presenta un gran impacto en la produccion
agricola.

Fisiol6égicamente se puede evaluar la tasa de avance o progresion del proceso de
senescencia a través de multiples estudios tanto a nivel de planta y su
comportamiento en el entorno del cultivo asi como también en hojas individuales.
En girasol, es posible separar o dividir la senescencia en dos etapas diferentes
dependiendo del estado de desarrollo considerado: pre- y post- antesis (Moschen y
col., 2014a; Rousseaux y col., 1996). La senescencia pre-antesis es aquella que tiene
lugar durante los estados vegetativos en los cuales la removilizacién de nutrientes
de las primeras hojas desarrolladas es importante para el desarrollo del botén floral
y hojas mas jovenes, mientras que la senescencia post-antesis es la que ocurre en el
periodo critico de la planta y los nutrientes removilizados en esta fase son
importantes para el llenado del grano.

Al evaluar a nivel de parcela los diferentes tratamientos implementados en este
trabajo, podemos observar que la intercepcidon de radiaciéon PAR fue mayor al 95%
en todos los casos, en la fase de antesis (Figura 1.4). Sin embargo, en la condicion
de déficit hidrico, se observo una rapida caida en relacion al control. Esta caida
abrupta coincide con una menor area foliar desarrollada en las plantas de este
tratamiento (Figura 1.3 A). Ambos efectos, la disminucién de area foliar y la
intercepcion de radiacidn se vieron reflejados en el peso seco del grano y capitulo
al momento de madurez fisiologica (Figura 1.5). Este es un punto importante
considerando que la radiacion interceptada durante el periodo de llenado de grano
juega un rol relevante en la determinacion del rendimiento y la concentracién de
aceite (Aguirrezabal y col.,, 2003; Dosio y col., 2000). En el tratamiento
decapitado, por su parte, tanto el area foliar como la cobertura del canopeo fueron
altas durante un mayor periodo de tiempo (Figura 1.3A). La falta de destinos en
este tratamiento derivo en un aumento del area foliar verde de la planta, retrasando
la senescencia, efecto que ha sido reportado para esta especie en trabajos previos
(Sadras y col., 2000a), asi como también en soja (Noodén y Murray, 1982). Por el
contrario, en otras especies como por ejemplo maiz, fue reportado que la falta de

destinos acelera el proceso de senescencia (Sadras y col., 2000a).
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La planta de girasol posee un sistema radicular exploratorio muy desarrollado y
una tolerancia relativa al estrés hidrico mayor que otras especies (Connor y Jones,
1985; Connor y col., 1985; Sadras y col., 1991). El déficit hidrico en este trabajo
fue provocado en etapas tempranas del cultivo, lo que permitié una adaptacion de
las plantas a esta situacion, resultando en plantas de menor porte y hojas mas
pequenas. La tolerancia a sequia es un objetivo importante en la mejora de los
cultivos e involucra un retraso en la senescencia de la planta. Sin embargo, la
determinacién de si este retraso en la senescencia estd causando la tolerancia a la
sequia o es simplemente una consecuencia de la misma, es dificil de aseverar
(Gregersen y col., 2013).

En los resultados de este trabajo, las plantas expuestas a la condicion de déficit
hidrico ademas de evidenciar una menor area foliar, mostraron un indice de verdor
medido a través de SPAD mas intenso que los demas tratamientos (Figura 1.3B).
Este efecto puede deberse principalmente a un mayor contenido de clorofila por
unidad de superficie (Figura 1.6), pero también podria deberse a un incremento en
la producciéon de antocianinas como producto del estrés (Chalker-Scott, 2002),
dando un color de hoja mas oscuro.

Al evaluar la materia seca por 6rganos (Figura 1.5) se observé un comportamiento
diferente entre las condiciones evaluadas. La falta de destinos en el tratamiento de
decapitado hizo que el tallo actuara como destino alternativo, observandose una
gran acumulacion de materia seca. Este efecto ha sido previamente reportado en
trabajos realizados en maiz (Christensen y col., 1981). Adicionalmente, la falta de
destinos provoc6 una acumulacion de hidratos de carbono en las hojas mas jovenes
(Figura 1.7 C). El llenado de grano en la condiciéon control fue mayor al de las
plantas expuestas a déficit hidrico, sin embargo la caida de materia seca entre hojas
en floracion y cosecha dentro de las plantas control fue menor que lo observado en
déficit hidrico, pudiendo deberse principalmente a la mayor area foliar observada
en la condicion control y a un retraso de la senescencia en las hojas superiores, lo
cual mantiene a las mismas fotosintéticamente activas durante la etapa del llenado
de grano, aportando nutrientes en la mayor parte de este periodo, mientras que en
la condicion de déficit hidrico la mayoria de los nutrientes son reciclados en una
etapa temprana del llenado de granos. En el caso de las plantas en déficit hidrico,
ademas del aporte de nutrientes al grano por parte de las hojas, se pudo observar,

aunque no significativamente, una disminucion leve de materia seca en el tallo, lo
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cual podria evidenciar una translocaciéon de nutrientes por parte del tallo. A
diferencia de este tratamiento, las plantas control no mostraron variaciones en el
contenido de materia seca en los tallos entre los dos tiempos evaluados (Figura
L.5).

Durante el proceso de senescencia foliar, las células vegetales presentan cambios
drasticos en el metabolismo y una degradacion secuencial de estructuras celulares
comenzando por los cloroplastos (Wiedemuth y col., 2005). Estas organelas juegan
un doble rol en el proceso de senescencia: son fuente principal de nitrogeno y
actian como reguladores de su propia degradacion durante el proceso (Zapata y
col., 2005), por lo cual el contenido de nitrogeno, uno de los principales nutrientes
reciclados (Himelblau y Amasino, 2001) y el contenido de clorofila, aparecen
como mejores candidatos a la hora de evaluar el progreso de senescencia
(Buchanan-Wollaston y col., 2003; Lim y col., 2007).

La acumulacién de azucares, por su parte, es un punto interesante a evaluar debido
a que es un mecanismo importante de tolerancia a sequia, evitando la pérdida de
agua y protegiendo las membranas, enzimas y otras estructuras celulares
(Sperdouli y Moustakas, 2012).

Si consideramos la senescencia en hojas individuales, podemos describir diferentes
comportamientos dependiendo de la posicion en el tallo y el tipo de tratamiento o
condicion experimental evaluada.

Diferentes niveles y calidad de radiacién PAR recibidas por las hojas afectan la
duracion del area foliar verde durante las fases de pre- y post-antesis (Rousseaux y
col., 1996). En este caso, la senescencia puede ser acelerada en las hojas de estratos
inferiores debido a un sombreo proporcionado por las hojas superiores que
disminuyen la incidencia de radiacion PAR y la relacion rojo/rojo lejano. Este
efecto pudo observarse en las variables fisioldgicas medidas en hojas individuales,
las cuales presentaron una mayor duracion del desarrollo foliar a medida que nos
acercamos a estratos superiores de la planta.

La hoja 10 se desarrolla en un estrato inferior de la planta y esta caracteristica es
acompafiada por un incremento en el sombreo por parte de las hojas superiores
disminuyendo la relacion rojo/rojo lejano, llevando a una vida media mas corta en
relacion a las hojas superiores. En el caso del tratamiento de déficit hidrico, una
menor area foliar en la planta permitié6 una mayor incidencia de radiacién en las
hojas inferiores, pudiendo ser este uno de los motivos por el cual en esta hoja, los

46



Capitulo 1 — Discusién

parametros evaluados para senescencia mostraron un retraso en relacion a la
condiciéon control, observandose un tiempo de vida media mas largo, de
aproximadamente 70 °C dias. Adicionalmente se observd una mayor
concentracion de clorofila (Figura 1.6 A) e hidratos de carbono (Figura 1.7 A)
durante todo el periodo de vida de la hoja en relacién a las plantas control. Este
efecto podria deberse a que a pesar de presentar un menor crecimiento celular y
menor area foliar, la tasa fotosintética podria no haberse afectado llevando a una
mayor concentracion de clorofila y azucares por unidad de superficie.

El tratamiento de decapitado para la hoja 10 no mostré diferencias frente al
control, debido principalmente al corto periodo de tratamiento al que estuvo
expuesta esta hoja.

La hoja 15, por su parte, representa una hoja desarrollada en un estrato intermedio
en la planta. Al comparar las condiciones de déficit hidrico frente al control para
esta hoja, los datos de clorofila (Figura 1.6 B) e hidratos de carbono (Figura 1.7 B)
mostraron una mayor concentracion de los mismos durante toda la fase del
desarrollo de la hoja, al igual que lo observado para la hoja 10, pudiendo deberse
también aqui a la menor drea foliar presentada por esta hoja en esta condicion,
pero con una caida mas abrupta hacia el final del desarrollo, logrando un tiempo
de desarrollo foliar similar a la condicion control. De manera opuesta, el
tratamiento de decapitado en esta hoja tuvo un importante efecto ya que el
momento de inicio del tratamiento fue en una etapa temprana para el desarrollo de
esta hoja. De esta manera, se logrd observar un mayor tiempo de desarrollo con un
mayor contenido de clorofila, hidratos de carbono y nitrégeno, retrasando la
senescencia.

La hoja 20, una hoja representativa del estrato superior de la planta, no presentod
limitaciones luminicas en ninguna de las condiciones evaluadas, por lo cual el
efecto en las variables fisiologicas se deberia principalmente a la condicion
experimental a la cual estd sometida. En esta hoja fue posible lograr una
aceleracion de la senescencia en la condicion de déficit hidrico frente al control y
un retraso del proceso, en el tratamiento de decapitado. Este efecto pudo
observarse en todas las variables fisiologicas evaluadas para hojas individuales.

De este modo la tasa de senescencia de una hoja en particular en girasol varia de
acuerdo no solo al tratamiento al que la planta esta expuesta, sino también a la
posicion en el tallo de la misma, debido principalmente a la competencia y a la
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disminucion en la calidad y cantidad de radiacidén recibida por las hojas en los
diferentes estratos (Rousseaux y col., 1996).

Estos resultados permitieron comparar el progreso de la senescencia foliar en las
diferentes hojas y frente a los distintos tratamientos utilizados, permitiendo
seleccionar de manera mas eficiente y bajo criterios fisioldgicos, un conjunto de
muestras para ser analizadas en estudios moleculares, para lo cual se seleccion¢ la
hoja nimero 10. Esta hoja, a pesar de no mostrar una senescencia acelerada en la
condicion de déficit hidrico respecto al control, presentd un patron de degradacion
de clorofilas anterior a antesis, posiblemente aportando nutrientes para las etapas
tempranas del desarrollo del capitulo. Este es un punto importante a considerar
teniendo en cuenta el objetivo principal de este trabajo de encontrar indicadores
moleculares de senescencia en estadios tempranos del desarrollo de la planta. Por
otro lado, esta hoja tiene la ventaja de desarrollarse en etapas tempranas, con lo
cual experimenta una menor influencia a cambios inducidos por distintos estreses
bidticos y abioticos que pudiesen interferir en los analisis moleculares, en
experimentos a campo.

Asimismo, estos resultados permitieron la puesta a punto de nuevas condiciones
experimentales practicadas tanto a campo como en inverndculo, de los tiempos de
muestreo a lo largo del desarrollo del cultivo y de las distintas variables fisioldgicas
para la evaluacion del proceso de senescencia, haciendo mas eficiente el control de

fuentes de variacion de los nuevos disefios experimentales.
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INTRODUCCION

Las plantas producen un gran numero de metabolitos esenciales para la vida
durante todo el desarrollo, a través de procesos metabodlicos como la respiracion y
la fotosintesis, en los que participan los llamados metabolitos primarios, entre los
que se incluyen proteinas, lipidos y carbohidratos. Por otro lado, existen también
metabolitos que no son esenciales pero son necesarios para la supervivencia ante
una determinada condicién ambiental, conocidos como metabolitos secundarios, y
representan compuestos que no estan directamente involucrados en el normal
crecimiento, desarrollo o reproduccidn, pero que juegan un papel muy importante
en la sefializacion y defensa de las plantas (Fraenkel, 1959; Grotewold, 2005; Wink,
2003; Wolfender y col., 2013).

La metabolomica es una disciplina emergente en su aplicacién que rapidamente se
ha establecido en el campo de las aproximaciones post-gendmicas (Shulaev, 2006;
Shulaev y col., 2008). Esta disciplina permite a los investigadores discriminar y
clasificar muestras en grupos, monitorear cambios en la composicion del
metaboloma en relacidon a un estado fisiologico dado, a la influencia de un estrés o
un estimulo determinado, a una modificacién genética, o a la interaccidén con otros
organismos (Wolfender y col., 2013).

Durante décadas se han efectuado distintas mediciones de metabolitos debido a su
importancia como componentes de vias bioquimicas, tanto en la dieta humana
como en el uso aplicado a marcadores de diagnostico para un amplio rango de
condiciones biologicas (Fernie y col., 2004).

Las primeras aplicaciones de la metaboloémica en el mundo vegetal fueron
realizadas como herramienta de diagnostico (Schauer y Fernie, 2006) como por
ejemplo, la respuesta metabdlica a herbicidas (Ott y col., 2003; Sauter y col., 1991),
comparaciones entre organismos genéticamente modificados y cultivos
convencionales (Catchpole y col., 2005; Defernez y col.,, 2004), y para la
clasificacion de genotipos de plantas (Fiehn y col., 2000; Roessner y col., 2001a;
Roessner y col., 2000; Roessner y col., 2001b; Tikunov y col., 2005).

Actualmente la metaboldémica se utiliza fundamentalmente como una herramienta
descriptiva en la respuesta de las plantas frente a distintos tipos de estreses tanto

bibticos como abidticos, asi como también para descifrar funciones génicas y como
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parte de analisis integrativos de distintas dmicas en biologia de sistemas (Balmer y
col., 2013; Schauer y Fernie, 2006; Wolfender y col., 2013).

Existe una amplia diversidad de metabolitos celulares. Mientras que en Escherichia
coli se estima un total de 750 metabolitos aproximadamente (Nobeli y col., 2003),
en el reino vegetal el total de metabolitos estd estimado en 200.000 (Dixon y Strack,
2003). Con excepcién de los metabolitos primarios que estan directamente
involucrados en el crecimiento, desarrollo y reproduccion, la mayoria de ellos son
aun desconocidos (Wolfender y col., 2013). La amplia variabilidad de pesos
moleculares, polaridad, solubilidad y rango de concentraciones en las células
vegetales de los mismos, constituye un problema adicional a las distintas técnicas
de deteccion.

Entre las tecnologias mas ampliamente utilizadas para la detecciéon de metabolitos
se encuentran la cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa (GC-
MS), la cromatografia gaseosa — tiempo de vuelo - espectrometria de masa (GC-
TOF-MS), las cuales permiten la identificacién y cuantificacién robusta de unos
pocos cientos de metabolitos en una misma muestra (Fiehn y col., 2000; Halket y
col.,, 1999; Roessner y col.,, 2001a), y la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masa (LC-MS) (Fernie y col., 2004). Paralelamente, existen otras
tecnologias para este tipo de estudio las cuales pueden combinarse para obtener un
perfil metabdlico mas completo, por ejemplo: Cromatografia Idnica,
Espectroscopia Infrarroja, Espectroscopia Infrarroja con Transformacién de
Fourier, Resonancia Magnética Nuclear, Electroforesis Capilar, Cromatografia en
capa delgada, Cromatografia Gaseosa y Cromatografia Liquida de Alta
Resoluciéon, la eleccion de cada técnica o combinacion de las mismas es un
compromiso entre rapidez, sensibilidad y selectividad.

Si bien para algunos estudios metabolémicos es suficiente contar con la deteccidén
como presencia o0 ausencia de un determinado metabolito, a menudo se requieren
analisis cuantitativos. Los perfiles metabdlicos son frecuentemente expresados
como cuantificaciones relativas frente a una muestra control, no obstante, en
determinados casos es necesario ademas obtener una cuantificacion absoluta.
Independientemente de si es necesario realizar una cuantificacion relativa o
absoluta, existen consideraciones quimicas, bioldgicas y técnicas adecuadas que son

necesarias para lograr un resultado apropiado (Fernie y col., 2004).
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Los estudios actuales sobre el proceso de senescencia derivan principalmente de
analisis a nivel transcriptomico y muy poco se conoce acerca de la regulaciéon de
este proceso a nivel metabolémico. Sin embargo, y muy recientemente, Watanabe y
col. (2013) han desarrollado, a través de diferentes técnicas, un analisis de los
perfiles metabdlicos detectando cerca de 260 metabolitos, incluyendo pigmentos,
lipidos, aztcares, aminoacidos, acidos organicos, nutrientes idnicos y metabolitos
secundarios, en un estudio espacio-temporal durante el progreso de la senescencia
en A. thaliana.

En el caso del girasol, actualmente existen pocos estudios de perfiles metabolicos en
investigaciones relacionadas a estreses bidticos, particularmente en respuesta al
hongo necrotrofico Sclerotinia sclerotiorum (Jobic y col., 2007; Peluffo y col., 2010).
Los estudios metabolomicos asociados a estreses abioticos son aun mas limitados
para esta especie. En particular en el tema de senescencia se han estudiado los
cambios en la composicidbn bioquimica de algunos metabolitos durante la
senescencia natural de la hoja, con el objetivo de encontrar biomarcadores
asociados al desarrollo foliar, entre ellos, carbohidratos, amonio, pigmentos
fotosintéticos, proteinas solubles y algunos aminodcidos importantes relacionados
al reciclaje de nutrientes como la glutamina, glutamato, asparagina y aspartato
(Agiiera y col., 2012; Cabello y col., 2006). Sin embargo, no se han realizado hasta
el momento analisis de perfiles metabolicos en relacién a senescencia foliar en
girasol. Por lo antedicho, los estudios de perfiles metabdlicos durante la senescencia
foliar ayudaran a comprender este proceso a un nivel bioquimico y contribuirdn a
interpretar los datos obtenidos mediante otras aproximaciones como los estudios
transcriptdmicos.

Este capitulo tiene como objetivo estudiar los cambios en perfiles metabolicos
ocurridos durante la evolucion del proceso de senescencia mediante cromatografia

gaseosa acoplada a espectrometria de masa GC-TOF-MS y cromatografia ionica.
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MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico y condiciones experimentales

Para el analisis de los perfiles metabolicos, se utilizaron muestras provenientes del
mismo ensayo realizado a campo descripto en el Capitulo 1, asi como también un
ensayo conducido en invernaculo. Este ultimo fue realizado en macetas de 20 kg
conteniendo una mezcla de tierra, arena y turba en proporcidén 5:3:1 como sustrato.
Se utiliz6 el mismo hibrido de girasol VDH-487 (Advanta Semillas) sembrado a
una densidad de 7,2 plantas/m’. Enfermedades, malezas e insectos fueron
controlados periddicamente. Se analizaron dos condiciones experimentales, por un
lado una condicion control en la cual las plantas crecieron sin ningun tipo de
limitacion con una humedad volumétrica cercana al 40% y por otro lado una
condicion de déficit hidrico en la cual se redujo la humedad volumétrica a
aproximadamente el 20% a partir de los 20 dias post-emergencia. Los valores de
humedad fueron controlados en tiempo real mediante un sistema de riego
automatico controlado por sensores de humedad (Vegetronix VG400
http://sp.vegetronix.com/Products/VG400/). Cada sensor fue regulado para
controlar un conjunto de 6 macetas y el ensayo fue regado con agua enriquecida
con solucién Hoagland semanalmente. Se utilizaron macetas control como bordes
del ensayo, de manera que todas las plantas evaluadas tuvieran la misma
competencia con plantas vecinas y evitar asi variaciones en la senescencia foliar
debido a diferencias en la calidad luminica recibida por las hojas. El disefio del
ensayo fue llevado a cabo en cinco bloques completamente aleatorizados. Se
tomaron muestras en distintos momentos de la hoja 10, en las dos condiciones
experimentales, con cinco replicas biologicas. Cada una de esas réplicas estaba
conformada por una planta aleatoria dentro de cada bloque. Cada hoja fue
congelada inmediatamente sumergiéndola en N liquido y almacenada en freezer de
—80°C para una Optima conservacion hasta su procesamiento para la extraccion de
ARN total.

El desarrollo de la planta fue expresado en funcién del tiempo térmico desde la
emergencia de la plantula (°C Dias Desde Emergencia: °CDDE) (Kiniry y col.,
1992).
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Analisis concertado de metabolitos
Se realiz6 una extraccién de metabolitos de los tejidos estudiados favoreciendo la

extraccion de compuestos lipofilicos y polares de acuerdo a protocolos publicados
recientemente (Roessner-Tunali y col., 2003) adaptados para girasol (Peluffo y col.,
2010). Alicuotas de derivados de estos compuestos se inyectaron en un sistema GC-
TOF-MS y se procedi6 a la identificacion y cuantificacion por espectrometria de
masa y tiempo de retencion mediante analisis comparativo con compuestos de
referencia y colecciones de metabolitos disponibles. El analisis integrativo de trazas
de iones se realiz6 utilizando un equipo Leco Pegasus III disponible en el Instituto
Max Planck, Golm, Alemania. La identificacion de metabolitos diferencialmente
acumulados a distintos tiempos de desarrollo foliar y/o frente a distintos
tratamientos, se realizd calculando la tasa de cambio o fold-change utilizando como

estadistico de contraste la prueba-t.

Extraccion de metabolitos
El tejido foliar fue procesado mediante homogenizaciéon por molido en frio con

nitrogeno liquido. 100 mg de tejido molido fueron transferidos a un tubo Eppendorf
de 2 ml. A cada muestra se adicion6 1.400 pl de metanol 100% y 60 pl de un stock
de ribitol (0,2 mg/ml de agua) como control interno de masa. Se agité durante 15
min en vortex a 70°C, se centrifugd 10 min a 14.000 rpm a 4°C y finalmente se
transfirio la fase acuosa a un vial de vidrio. Se adicionaron 750 pl de cloroformo y
1.500 pl de agua bidestilada autoclavada, se agitd en vortex 15 s y se centrifugo 15
min a 4.000 rpm a 4°C. Un volumen de 150 pl de la fase polar fue transferido a un
nuevo tubo Eppendorf. Las muestras fueron concentradas y secadas mediante
secadora en vacio en frio y se les agreg6 gas argon. Finalmente fueron almacenadas
a -80 °C para ser luego utilizadas tanto en GC-TOF-MS como en cromatografia
10nica.

Derivatizacion y analisis por GC-TOF-MS

Para la derivatizacion se agregd a cada tubo de muestra 40 pl de
Methoxyaminhydrochlorid (20 mg/ml en solucion de Piridina), luego se agitdé durante
2 h a 37°C, se realizd un centrifugado rapido de 5 s y se agregd 70 ul de MSTFA
conteniendo una mezcla de FAMEs (del inglés: Fatty Acid Methyl Ester) como

controles de tiempo de corrida (20 ul FAME/1ml MSTFA), se agité durante 30

min a 37°C y se transfirio la muestra a viales de vidrio. Un volumen de 1 ul de
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muestra fue inyectado al equipo de GC-TOF-MS (LECO Corporation). La
cromatografia fue realizada en una columna de 30 m SPB-50 de 0,25mm de
didmetro interior y 0,25 um de espesor de pelicula (Supelco, Belfonte, CA, USA).
La temperatura de inyeccidn fue de 230°C, con una interfaz de 250°C y la fuente de
1ones ajustada a 200°C, se utilizo helio como fase gaseosa en una relacién de flujo
constante de 1 ml.m™.

Los cromatogramas y espectrogramas obtenidos se evaluaron usando el programa
ChromaTOF (LECO Corporation) y TagFinder (Luedemann y col., 2008). Los
niveles de los metabolitos detectados fueron normalizados frente a su masa inicial
de muestra y al control interno ribitol. Los espectros idénicos de los metabolitos
primarios y ciertos metabolitos secundarios detectables por GC-TOF-MS fueron
comparados con la base de datos de metabolitos Golm Metabolome Database para su
identificacion quimica (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/). Los cambios de
metabolitos a lo largo del desarrollo de la hoja en cada condicién fueron calculados

como tasa de cambio o fold-change, tomando el tiempo-0 como control (Figura 2.1).

Cromatografia ionica

Se realiz6 un andlisis de nutrientes i6nicos mediante cromatografia idnica. A cada
muestra de metabolitos extraida se le adicion6 500 pl de agua ULC para
cromatografia a 4°C (ULC: del inglés Ultra Liquid Chromatography). Se agitd en
vortex durante 10 s y se centrifugdé 30 min a 14.000 rpm a 4°C. Un volumen de 480
ul de sobrenadante fue transferido a de viales de vidrio para cromatografia i6nica.
Se realizaron soluciones estandares de los distintos compuestos a detectar. En un
tubo Ependorff se mezclaron 200 pl de cada uno de los siguientes compuestos:
MgCl,, KNO,;, KH,PO,, MgSO,, NH,SO, y CaCl,, cada uno de ellos en
concentracion 1 mM y se agregd 800 ul de agua ULC para llegar a un volumen
final de 2 ml, con una concentracion final de 100 uM. A partir de esta solucion
madre se realizaron diluciones seriadas de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,125 uM, cada
una de las cuales fue transferida dentro de viales para su deteccidén utilizando un

equipo de cromatografia iénica Dionex Ion Chromatograph (IC3000).
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RESULTADOS
Disefio experimental

Para llevar adelante los analisis de perfiles metabolicos se seleccion6 la hoja 10 en
tres tiempos de muestreo tanto para el experimento de campo como de invernaculo
y para las condiciones control y déficit hidrico (Figura 2.1). Los tres tiempos
seleccionados fueron: Tiempo cero (T-0) correspondiente a una hoja joven con un
contenido de clorofila cercano al maximo, tiempo uno (T-1) o tiempo pre-antesis
sin sintomas visibles de senescencia y tiempo dos (T-2) o tiempo post-antesis con
sintomas de senescencia visibles. Para cada tiempo de muestreo seleccionado se
tuvo en cuenta que el tiempo térmico desde emergencia de cada muestreo fuera

similar tanto en la condiciéon de campo como de invernaculo.

Condicién T-0(°CDDE) T-1(°CDDE) T-2 (°CDDE)
Campo 632 862 970
Invernaculo 621 871 1089

Figura 2.1: Muestras seleccionadas para analisis metabdlico

°CDDE: grados centigrados acumulados mediante la integracién diaria de la temperatura
atmosférica con un umbral de temperatura de 6°C (Kiniry y col., 1992). La hoja nimero 10
fue seleccionada en tres tiempos diferentes para la condicién campo e invernaculo, tanto
para la condicién control como déficit hidrico.

El experimento de inverndculo estaba compuesto por cinco réplicas bioldgicas, cada

una de ellas correspondiente a una planta dentro de cada condicién, mientras que el
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experimento de campo estaba compuesto por tres réplicas bioldgicas cada una de
ellas formada por una mezcla de tres plantas dentro de cada bloque. En ambos

experimentos el disefio fue realizado en bloques completamente aleatorizados.

Perfiles metabolicos
Mediante la técnica de GC-TOF-MS fue posible la deteccion de 58 metabolitos

primarios, entre ellos diferentes tipos de aminoacidos, acidos organicos, azucares y
azucares alcohol en cada uno de los dos ensayos evaluados, campo e invernaculo.
Los graficos correspondientes a las tasas de cambio o fold-change de los metabolitos
detectados en el experimento de campo e inverndculo se muestran en las Figuras
2.2 y 2.3 respectivamente.

Al comparar los dos ensayos podemos observar que, en general, los patrones de los
perfiles metabdlicos son similares en ambos casos. En la condicion de invernaculo
se pudo observar una menor tasa de cambio a medida que evoluciona la hoja
comparado al ensayo de campo. Estos resultados podrian deberse principalmente a
las distintas condiciones de crecimiento y a una mayor intensidad luminica e
intercepcion de radiacidon en la condicidén de campo, lo cual remarca las diferencias
en la expresion de los metabolitos.

A través de este analisis se pudo determinar una disminucién en la concentracion
de los distintos azticares durante el desarrollo de la hoja, asi como también aquellos
metabolitos pertenecientes al ciclo de los acidos tricarboxilicos, tanto para la
condicion control como de déficit hidrico. Paralelamente, se observo un incremento
en los niveles de los distintos aminoacidos, especialmente aminoacidos aromaticos
como triptéfano, tirosina y fenilalanina, y de cadena ramificada como el caso de
isoleucina y valina. Estos cambios fueron particularmente mas notorios en el
experimento de campo, donde se detectaron mayores concentraciones a medida
que progresaba el desarrollo de la hoja; observandose ademas, altos niveles de los
aminoacidos asparagina y glutamina, involucrados en los procesos de reciclaje y
transporte de nutrientes entre los diferentes tejidos de la planta.

El analisis de componentes principales de los dos experimentos mostré un mejor
agrupamiento entre las réplicas bioldgicas en el ensayo de campo comparado al
realizado en invernaculo (Figura 2.4). Este resultado podria deberse a que, en el
ensayo de campo, cada réplica bioldgica estaba compuesta por una mezcla de tres

plantas dentro de cada bloque, mientras que en el ensayo de inverndculo cada
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réplica bioldgica correspondia a so6lo una planta de cada bloque. Por otro lado,
también se observd un mayor efecto del tratamiento de déficit hidrico a campo en

relacion al ensayo de invernaculo.
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Figura 2.2: Perfil de metabolitos detectados a través de GC-TOF-MS

Ensayo realizado a campo. Cada grafico representa la tasa de cambio o fold-change considerando el tiempo 0 como control; las columnas representan los tiempos
evaluados para cada metabolito. La primera fila corresponde a la condicién control mientas que la segunda fila corresponde a la condicién de déficit hidrico. Los puntos

dentro de cada grafico indican diferencias estadisticamente significativas (p-valor<0,05).
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Figura 2.3: Perfil de metabolitos detectados a través de GC-TOF-MS

Ensayo realizado en invernaculo. Cada grafico representa la tasa de cambio o fold-change considerando el tiempo 0 como control; las columnas representan los tiempos
evaluados para cada metabolito. La primera fila corresponde a la condicion control mientas que la segunda fila pertenece a la condicién de déficit hidrico. Los puntos dentro
de cada grafico indican diferencias estadisticamente significativas (p-valor<0,05).

60



Capitulo 2 —Resultados

A
CAMPO
9,96
. @ Control
® Déficith,
—T-0
— T
6,08 ¢ T2
9
[}
2 219
o™
o ° °
O s ® ©
L]
[ ]
-1,70
‘0
-]
2 O
-5,59
-7,55 4,13 0,71 2,71 6,13
CP 1 (49%)
B
INVERNACULO
6,04 - @ Control
” " @ Déficith.
—T-0
—_—T1
T-2
3,19/ e
L]
L]
9 o'®
a
= 0,341 e
o™
o
O
]
=251
L]
a®
L]
]
-5,36- _ = = A 2
5,99 2,26 1,48 521 8,94
CP 1 (31%)

Figura 2.4: Andlisis de componentes principales

Ensayos realizados a campo (A) e invernaculo (B). Los puntos verdes y rojos corresponden a
las réplicas biolégicas de Ila condicién experimental control y déficit hidrico
respectivamente. Las elipses azules, violetas y naranjas corresponden a los tiempos de
desarrollo: Tiempo-0, Tiempo-1y Tiempo-2, respectivamente.

Nutrientes iOnicos
Mediante cromatografia i6nica fue posible la deteccidbn de cuatro nutrientes

anionicos (cloruro, nitrato, sulfato, y fosfato) y 5 nutrientes catidnicos (sodio,

amonio, potasio, magnesio y calcio).
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Entre los nutrientes anidnicos que mayores diferencias mostraron, se encuentran los
nitratos, para los cuales se observo un incremento durante el desarrollo de la hoja
tanto a campo como invernaculo, en ambas condiciones evaluadas (control y déficit
hidrico), mientras que los sulfatos mostraron una disminucion de la concentracion
a medida que avanzaba el proceso de senescencia (Figura 2.5). En el caso de
cloruros, se observo un incremento significativo en la condicién de déficit hidrico a
campo mientras que en inverndculo los niveles disminuyeron para la misma
condicion. Los fosfatos, por su parte, mostraron una disminucion de Ia
concentracion, aunque no significativa, en la condicion de campo, mientras que en
invernaculo se observé un incremento considerable en la condicién de déficit
hidrico, durante el desarrollo de la hoja.

De manera opuesta, los nutrientes catidbnicos no mostraron patrones definidos
durante la evolucidon del desarrollo foliar. En el caso de potasio, se detectdé un
aumento significativo hacia el final del desarrollo en la condicion de déficit hidrico
para el ensayo de campo, pero este efecto no fue observado en invernaculo. Otro de
los nutrientes que mostr6 diferencias significativas fue el magnesio para el cual se
evidenci6 una disminucidén significativa bajo déficit hidrico en invernaculo,
mientras que a campo se observOd una tendencia a incrementar el nivel para la

misma condicidén, pero dicha diferencia no fue estadisticamente significativa

(Figura 2.6).
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Figura 2.5: cromatografia idnica: analisis aniénico

Nutrientes anidnicos en valores absolutos en nanomoles por miligramo de peso fresco.
C-0, C-1y C-2 corresponden a los tres tiempos en la condicion control, DH-0, DH-1 y DH-2
corresponden a los tres tiempos en la condicion déficit hidrico. Asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas respecto al tiempo 0.
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Figura 2.6: Cromatografia idnica: analisis catidnico

Nutrientes catidnicos en valores absolutos en nanomoles por miligramo de peso fresco. C-0,
C-1 y C-2 corresponden a los tres tiempos en la condicién control, DH-0, DH-1 y DH-2
corresponden a los tres tiempos en la condicion déficit hidrico. Asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas respecto al tiempo 0.
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DISCUSION

El desarrollo del proceso de senescencia en plantas se encuentra fisioldgicamente
coordinado y es una etapa critica para la redistribucion de los nutrientes desde las
hojas senescentes hacia nuevos 6rganos en crecimiento como las hojas jovenes o el
desarrollo de fruto y semilla. Durante el desarrollo de la senescencia se incrementan
los procesos catabdlicos como la degradacion de clorofilas, proteinas, lipidos y
acidos nucleicos, mientras que se observa una disminucion de los procesos
anabdlicos (Lim y col., 2007). El transporte de metabolitos desde las hojas maduras
y senescentes hacia los distintos destinos, en particular el desarrollo de semillas,
repercute en la calidad y cantidad de las mismas y es uno de los aspectos mas
importantes para el mejoramiento de los cultivos de importancia agrondmica
(Gregersen y col., 2013).

En este trabajo se llevd adelante un estudio de los perfiles metabolicos durante el
desarrollo del proceso de senescencia considerando una serie temporal de tres
tiempos a lo largo del desarrollo de la hoja 10 de la planta de girasol, tanto en
condiciones control evaluando la senescencia natural de la hoja como en
condiciones de déficit hidrico. Los niveles de los metabolitos detectados mostraron,
a nivel global, una progresion mas marcada durante el desarrollo de la hoja en el
experimento a campo, posiblemente debido a una mayor influencia ambiental que

derivo en plantas mas grandes y con mayor tasa de desarrollo.

Metabolismo del carbono
El rol de los azucares en el proceso de senescencia ha sido debatido extensamente

en los ultimos afios. Los azucares son elementos centrales en las relaciones fuente -
destino (Balibrea Lara y col., 2004; Roitsch y Gonzalez, 2004) y han sido
reportados como reguladores de crecimiento (Smeekens y col., 2010) y de la tasa
fotosintética (Wingler y col., 1998). Sin embargo, el efecto de los azticares sobre el
proceso de senescencia es controversial y difiere segun las especies estudiadas
(Nooden, 1988; van Doorn, 2004; Wingler y col., 2009; Yoshida, 2003). En
Arabidopsis, por ejemplo, ha sido reportada una acumulacion de azicares a medida
que se desarrolla la hoja, mientras que tratamientos con aplicacion exdgena de
azucares inducen senescencia de manera temprana (Diaz y col., 2005; Masclaux-
Daubresse y col., 2005; Masclaux y col., 2000; Quirino y col., 2001; van Doorn,
2008; Watanabe y col., 2013; Wingler y col., 2012; Wingler y col., 2006; Wingler y
Roitsch, 2008).
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En girasol, se observd una disminucion del contenido de azucares a medida que
evoluciona el desarrollo de la hoja, opuesto a lo observado en Arabidopsis (Figura
2.2 y 2.3). Los azucares pertenecientes a la via metabodlica de la glucolisis y los
metabolitos derivados del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos se detectaron en baja
concentracion durante la senescencia. Esta observacion apoya la hipotesis de que a
medida que avanza el proceso de senescencia, disminuye la tasa fotosintética junto
con los niveles de azucares en la hoja (Quirino y col., 2000). A su vez, el girasol es
una planta que ejerce una fuerte presion por la demanda de nutrientes,
especialmente los azucares como sustrato en la sintesis de aceite durante la etapa
del llenado de granos, lo cual intensificaria la demanda, disminuyendo las
concentraciones de los mismos en las hojas. Por otro lado, los bajos niveles de
azucares podrian incrementar la produccion y/o sensibilidad al etileno, el cual
actia como acelerador del proceso de senescencia (Grbic y Bleecker, 1995;
Hoeberichts y col., 2007).

En el experimento realizado a campo se llevo a cabo un tratamiento intensivo de
déficit hidrico en un periodo temprano del desarrollo de la planta, por lo cual las
plantas en este tratamiento sufrieron una adaptacidén relativa a esta condicion,
logrando plantas mas chicas y con un retraso en la senescencia, en relacion a la
planta control para la hoja 10 (ver Capitulo 1). Al comparar el contenido de
azucares durante la senescencia entre plantas control y plantas con déficit hidrico,
se pudo observar una menor cantidad de los mismos en las hojas de las plantas
control, correspondiéndose con el adelanto de la senescencia observado en dichas
plantas (Figura 2.2). En el experimento de invernaculo, en el cual el tratamiento de
estrés no fue tan severo, se pudo observar, de manera opuesta, una menor cantidad
de azucares (rafinosa y fructosa) en las plantas en el tratamiento de déficit hidrico
en relacion al control (Figura 2.3).

Existen numeros estudios acerca del rol de los azucares en la ejecucidén del
programa de senescencia, dependiendo de la especie, de los tratamientos evaluados,
de la hoja y de la seccion de la hoja estudiada, por lo que la conclusidén sobre su
efecto durante el proceso puede ser diferente o ambiguo (van Doorn, 2008). Un
estudio mas detallado de los aztcares a nivel de célula o de un tejido especifico
durante la senescencia natural de la planta podria dar una sefial mas clara sobre su

efecto durante este proceso.
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Metabolismo de aminoacidos
Algunos aminodcidos aromadticos productos de la via del shikimato, como

triptofano, tirosina y fenilalanina mostraron un incremento en sus concentraciones
a medida que avanza la senescencia, posiblemente relacionados con su papel
relevante como fuente de precursores para la sintesis de metabolitos secundarios,
como por ejemplo los flavonoides, que actian como protectores celulares durante la
senescencia (Figura 2.2 y 2.3) (Pichersky y col., 2006; Radwanski y Last, 1995;
Watanabe y col., 2013; Wittstock y Halkier, 2002). El aminodacido tirosina es un
precursor de la biosintesis de vitamina E o []-tocoferol, que actia como poderoso
antioxidante en los tejidos (Almeida y col., 2011; Collakova y DellaPenna, 2003;
Falk y Munne-Bosch, 2010; Quadrana y col., 2013), y una acumulacion de
vitamina E ha sido reportada en tejidos foliares senescentes (Abbasi y col., 2009;
Molina-Torres y Martinez, 1991; Rise y col., 1989).

Por otro lado se observd un gran incremento en aminoacidos ramificados como
isoleucina y valina, pudiendo reflejar un papel en la respiraciobn como sustratos
alternativos bajo condiciones de estrés, habiendo también sido reportada su
acumulacioén bajo condiciones de senescencia inducida por oscuridad (Araujo y
col., 2010; Araujo y col., 2011).

Durante la renovacion y degradacién de proteinas se produce una liberacion de
amonio, la cual es acelerada durante la senescencia (Gregersen, 2011). Dicho grupo
amonio puede ser canalizado nuevamente en estructuras de aminoacidos mediante
la accion de la glutamina sintetasa, enzima que juega un papel central en la
removilizacion de nitrogeno durante el proceso (Bernard y Habash, 2009; Martin y
col., 2006; Tabuchi y col., 2007). Por lo general, se ha pensado que el aumento en
el contenido de aminoacidos es una consecuencia de la degradacién de proteinas.
Sin embargo, los niveles en estado de equilibrio de los aminoécidos podrian no sélo
depender de la velocidad de su liberacion durante la degradacion de proteinas, sino
también de la tasa relativa de su anabolismo y catabolismo y también
probablemente en funcién de su tasa de transporte (Watanabe y col., 2013).

Los niveles de glutamina incrementaron durante la senescencia a campo (no fue
detectado en el ensayo de invernaculo) asi como también los niveles de asparagina,
ambos involucrados en el transporte a larga distancia de nitrdgeno y carbono,
siendo los aminoacidos mas abundantes en el xilema y floema (Lea y Miflin, 1980;
Urquhart y Joy, 1981) e indicando su participacion activa en la removilizacion de
nutrientes.
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El Acido y-aminobutirico o0 GABA se mostrd en altos niveles en la condicién de
déficit hidrico a campo e inverndculo y en la condicion control invernaculo durante
el desarrollo de la hoja. GABA es un producto de la reaccién de decarboxilacion de
acido glutamico y su acumulacion ha sido reportada como asociada a varios tipos
de estreses (Kinnersley y Turano, 2000; Obata y Fernie, 2012; Roberts, 2007) en
hojas senescentes de leguminosas y tabaco (Lahdesmaki, 1968; Masclaux y col.,
2000). Distintos roles han sido propuestos para la acumulacion de GABA, como
amplificador de la sefial de estrés a través del incremento en la sintesis de etileno,
como compuesto de almacenamiento temporal de nitrdgeno y como compuesto
anaplerotico proporcionando intermediarios en el ciclo de los acidos tricarboxilicos
en respuesta a estrés (Kinnersley y Turano, 2000). Esta ultima funcion seria
importante considerando que durante la senescencia disminuyen los niveles de
azucares y la concentracion de metabolitos en la via de los acidos tricarboxilicos,
pudiendo proporcionar intermediarios para estas reacciones enzimaticas claves para
la produccién de energia via respiracion mitocondrial. Adicionalmente, el
metabolismo de GABA y prolina se encuentran directamente relacionados al
metabolismo de acido glutamico y jugarian un rol en el balance de glutamato,

durante el desarrollo de la planta (Masclaux y col., 2000).

Nutrientes i0Onicos
Entre los nutrientes id4nicos mas relevantes durante la senescencia se encuentran los

nitratos inorganicos, los cuales mostraron un incremento de su concentracion en la
hoja a medida que progresa la senescencia. Este aumento fue observado en todas
las condiciones evaluadas (Figura 2.5). En Arabidopsis se observo una disminucion
de nitratos a medida que avanza el proceso de senescencia en la planta entera, y a
su vez un gradiente desde la punta de la hoja hacia la base donde se acumula en
mayor proporcion (Watanabe y col., 2013). Sin embargo, un incremento en el
contenido de nitratos ha sido detectado en hojas viejas de planta de tabaco
(Masclaux y col., 2000), mientras que en hojas jovenes se observd una disminucion
de las concentraciones. Este incremento podria estar relacionado a la funcion de
estos nutrientes como osmoprotectores en vacuolas senescentes (McIntyre, 1997),
lo cual explicaria el incremento en la turgencia celular observado en células
senescentes (Brugiere y col.,, 2000). De manera analoga una disminucion del
contenido de nitratos podria ser observada hacia el final del desarrollo previo a la

muerte celular.
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Una tendencia a la disminuciéon en el contenido de amonio fue observada en
plantas control tanto a campo e invernaculo y en la condicién de déficit hidrico en
invernaculo. La diferencia no fue estadisticamente significativa. (Figura 2.6). El
amonio puede ser obtenido en hojas a partir de la reduccion de nitratos, la
fotorrespiracién y la hidrolisis de proteinas y aminodacidos. Esta disminucion podria
estar relacionada a su utilidad para la conversion de acido glutamico y acido
aspartico hacia glutamina y asparagina, los cuales se mostraron en altos niveles.
Los nutrientes fosfato mostraron una tendencia a disminuir durante la progresion
del proceso de senescencia (Figura 2.5), evidenciado una posible translocacion de
los mismos hacia nuevos destinos. Sin embargo, en las plantas con déficit hidrico
en invernaculo, se observo un incremento de los mismos durante el desarrollo.

El contenido de sulfatos disminuy6 progresivamente durante el desarrollo de la
hoja (Figura 2.5). Una correlacion negativa entre sulfatos y nitratos ha sido
previamente reportada (Blomzandstra y Lampe, 1983; Diaz y col., 2005), y la
disminucion de sulfatos en hojas senescentes es altamente dependiente de la
disponibilidad de nitratos (Dubousset y col., 2009). Sin embargo, los mecanismos
por los cuales los sulfatos son movilizados y exportados durante la senescencia
foliar no estan claramente definidos (Diaz y col., 2005). Especies oleaginosas como
canola (Brassica napus L.) son particularmente demandantes de azufre (McGrath y
Zhao, 1996) y muy sensibles a la falta de este compuesto, con grandes
consecuencias para la calidad de la semilla y el rendimiento, afectando la
composicion lipidica y proteica de la semilla, impactando en la calidad nutricional
(Dubousset y col., 2009; Janzen y Bettany, 1984; Scherer, 2001) .

Los cationes magnesio mostraron una disminucién significativa en plantas con
déficit hidrico en inverndculo (Figura 2.6). El magnesio es un macronutriente
esencial para varios procesos celulares, incluida la fotosintesis. Una deficiencia en
magnesio ha sido asociada a senescencia foliar en plantas de arroz debido a un
defecto en el flujo transpiratorio (Kobayashi y col., 2013).

El potasio, por su parte, mostré un incremento significativo en plantas bajo déficit
hidrico a campo, mientras que en plantas control en invernaculo se evidencid una
tendencia a incrementar durante el desarrollo. El potasio juega un rol critico en los
mecanismos de translocacién de nutrientes hacia el floema (Bhandal y Malik, 1988)
y una deficiencia en potasio podria llevar a una acumulacion de azucares en las

hojas (Lavon y col., 1995), por lo cual la disminucién de azucares en las hojas
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senescentes podria estar relacionada también al incremento en la concentracion de
potasio.

Estos resultados sugieren una gran movilidad de nutrientes a medida que avanza el
desarrollo de las hojas en girasol. Alternativamente, un andlisis mas detallado
espacio temporal, considerando hojas de distintas posiciones en el tallo, seria
necesario para determinar de manera mas especifica la dinamica de los
movimientos de los distintos nutrientes durante el progreso de la senescencia.

La removilizacidon de nutrientes desde las hojas hacia las semillas durante el
proceso de senescencia es importante para el incremento en peso y en la calidad de
las semillas de los cultivos agrondmicos (Gregersen y col., 2013).

Las plantas necesitan encontrar un compromiso entre los procesos catabolicos, el
mantenimiento de la funcionalidad celular durante el mayor tiempo posible y el
transporte de metabolitos hacia 6érganos destino antes de llegar a la muerte celular.
Por este motivo, la transicion entre destino y fuente en hojas es importante para un
buen desarrollo de la planta, a fin de asegurar el desarrollo éptimo de las semillas y
de esta forma incrementar el rendimiento (Watanabe y col., 2013). Sin embargo, a
pesar de que los analisis metabdlicos en estado estacionario no representan
completamente los flujos de translocacion de nutrientes en las hojas, provee una
poderosa herramienta de estudio para ser utilizada en asociacién con otras
estrategias como por ejemplo la protedmica o transcriptomica. Un mejor
entendimiento de los procesos metabolicos que ocurren durante la senescencia
foliar en girasol, puede lograrse sumando informaciéon a nivel transcriptémico e
integrando datos de las diferentes aproximaciones omicas, fisiologicas y moleculares
(Fukushima y col.,, 2009). Esta aproximacion contribuira a interpretar los
mecanismos moleculares subyacentes de este proceso de gran importancia para la

produccion de este y otros cultivos relevantes.
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INTRODUCCION

En los organismos multicelulares, todas las células contienen el mismo genoma y
de este modo los mismos genes. Sin embargo no todos los genes se encuentran
transcripcionalmente activos en cada célula en un momento determinado, es decir
que cada célula muestra un patréon de expresién génica diferente en cada etapa del
desarrollo (Adams, 2008). El transcriptoma es el complemento total de ARN que es
transcripto a partir del genoma de una célula en un determinado momento. El
transcriptoma de un tejido particular es dindmico y cambia bajo determinadas
circunstancias dando a lugar a distintos patrones de expresion génica.

La expresion génica es el proceso por el cual la informacion de un gen es
sintetizada para dar lugar a un producto funcional que incluye tanto a los genes que
son transcriptos a ARN mensajero (ARNm) y que luego son traducidos a proteinas,
asi como también todos aquellos genes que son transcriptos a ARN pero que no son
traducidos a proteinas como por ejemplo, ARN de transferencia (ARNt), ARN
ribosomal (ARNr) y ARN nuclear pequefio (ARNSsn).

El proceso de senescencia en plantas esta caracterizado por la activaciéon e
inactivaciéon de distintos grupos de genes. Sin embargo, la expresion de un
subgrupo de genes en las células del tejido foliar es requerida para un progreso
ordenado de degradacion y reciclaje de nutrientes.

La determinacién del inicio del proceso de senescencia es compleja porque no
existe un “sintoma” que indique este momento. Los parametros visuales resultan
tardios para evaluar estos procesos. Tanto la variacion en el contenido de clorofila,
como el amarilleamiento o la necrosis de las hojas, son detectables mucho tiempo
después que la cascada de senalizacion del proceso de senescencia ha sido activada.
Los estudios mas frecuentes de la senescencia se basan en la acumulacion de ARN
mensajeros que codifican enzimas relacionadas con la degradacion de estructuras,
sin embargo, este proceso presenta un alto grado de interaccidén entre sefiales
endogenas y ambientales, involucrando distintos genes cuya expresion es inducida
o inhibida en distintas etapas del proceso (Gan y Amasino, 1997), modificando los
patrones de expresién génica ante una situacion determinada y complejizando el
analisis debido a la interaccidn entre distintas vias de sefializacion.

Diferentes estudios han sido realizados con el objetivo de identificar genes
asociados a la senescencia sobre- y sub-expresados (genes SAGs: del inglés

Senescence-Associated Genes, o genes SDGs: del inglés senescence Down-regulated Genes)
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a lo largo de distintos estadios del proceso (Balazadeh y col., 2008; Breeze y col.,
2011; Buchanan-Wollaston y col., 2003; Gepstein y col., 2003; Gregersen y Holm,
2007; Liy col., 2012; Lim y col., 2007; Liu L y col., 2008).

Recientemente, se han identificado factores de transcripcion NAC relacionados a la
senescencia en especies modelo (Arabidopsis thaliana, Medicago sativa, Orzya sativa L.)
y no modelo (Chrysanthemum lavandulifolium, Gossipium hirsutum L., Malus domestica,
Solanum tuberosum L.) y han sido descriptos como relevantes en la regulacion del
proceso de senescencia relacionado al programa de muerte celular programada
(Balazadeh y col., 2011; Balazadeh y col., 2010; de Zelicourt y col., 2012; Guo y
Gan, 2006; He y col., 2005; Hu y col., 2010; Huang y col., 2012; Jensen y col.,
2010; Kim y col., 2009; Matallana-Ramirez y col., 2013; Nuruzzaman y col., 2010;
Shah y col., 2013; Singh y col., 2013; Suy col., 2013; Wang, 2013; Wu y col., 2012;
Zhou y col., 2013). Los factores de transcripcion tienen una funciéon determinante
en la regulacion de la expresion génica y consecuentemente en la transduccion de
sefales, actuando como nodos en las redes de regulacion de numerosos procesos
biolégicos. En A. thaliana, la expresion de un miembro de la familia de factores de
transcripcién NAC conocido como ORE], uno de los mayoritariamente estudiados,
se encuentra bajo el control de la via de sefializacion del etileno regulado por el gen
EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE?2) (He y col., 2005) el cual codifica una proteina
central en dicha via de sefalizacion localizada en la membrana del reticulo
endoplasmatico (Alonso et al., 1999; Bisson et al., 2009). A su vez, se ha reportado
una regulacién negativa de ORE1 mediante el micro ARN miARN164 (Kim y col.,
2009). Entre las familias de factores de transcripcion relevantes que han sido
relacionadas al proceso de senescencia en numerosas especies, se encuentran,
ademas de los mencionados factores NAC, los factores de transcripcion MYB
(Jaradat y col., 2013; Zhang y col., 2011), AP2 (Chen y col., 2012a; Chen y col.,
2012b; Koyama y col., 2013) y WRKY (Besseau y col., 2012; Miao y col., 2008;
Rushton y col., 2012; Ulker y col., 2007; Zhou y col., 2011).

Actualmente existen diversas tecnologias para el estudio de la expresion génica.
Una de las técnicas pioneras de alto desempeno que permite el estudio simultaneo
de miles de genes y que ha revolucionado la biologia molecular fue el desarrollo de
micromatrices de ADN. Una de las principales caracteristicas de esta tecnologia es
el gran volumen de datos cuantitativos que puede generar, motivo por el cual es
necesaria la complementacién con técnicas de bioinformdtica y estadistica,

adecuadas para una correcta interpretacion y analisis de los datos.
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En los ultimos afios, el uso de la tecnologia de micromatrices se ha visto
sustancialmente incrementado, principalmente para tres tipos de exploraciones
genéticas: analisis de expresion génicas, genotipado de mutaciones puntuales o
SNP (del inglés: Single Nucleotide Polymorphism) y re-secuenciacion (Dalma y col.,
2006).

La utilizacion de micromatrices para estudios de expresion génica permite a los
investigadores un mejor entendimiento de las relaciones dindmicas entre el
contenido de ARNm y una funcién bioldgica determinada.

Las micromatrices pueden ser clasificadas en dos grupos basados en la naturaleza
del ADN fijado al soporte solido: micromatrices de ADNc y micromatrices de
oligonucleotidos (Aharoni y Vorst, 2002). Estas ultimas tienen la ventaja de
permitir una gran densidad génica en el mismo soporte y una mayor uniformidad y
especificidad en la hibridacién. Durante la tltima década, macro y micromatrices
de ADNc han sido desarrolladas en girasol para estudios transcripcionales de
desarrollo de semillas (Hewezi y col., 2006b) y de respuesta es estreses bidticos
(Alignan y col., 2006) y abidticos (Fernandez y col., 2008; Fernandez y col., 2012b;
Heweziy col., 2006a; Roche y col., 2007).

El desarrollo de proyectos gendémicos durante los ultimos afios ha generado un
incremento exponencial del nimero de secuencias disponibles en bases de datos
publicas, involucrando tanto secuenciaciones de genomas completos para algunas
especies modelo, asi como también, secuencias expresadas cortas o ESTs, en
especies con genomas muy grandes como el caso del girasol (Moschen y col.,
2014b).

La disponibilidad de un gran numero de secuencias ESTs en bases de datos
publicas para girasol cultivado y otras especies de girasol relacionadas, entre ellas
especies silvestres, junto con el desarrollo en los tltimos afios de técnicas de analisis
transcriptOmicos a gran escala, permitieron la implementaciéon y adopcion de
distintas plataformas para estudios de gendmica funcional de girasol.

Las tecnologias de Affymetrix y NimbleGen se aplicaron al desarrollo de
micromatrices para el género Helianthus en particular y especies de la familia
Asteraceae respectivamente (Bazin y col., 2011; Lai y col., 2012).

Utilizando bases de datos publicas de ESTs para Helianthus sp. y secuencias de
transcriptoma de la linea endocriada HA89, obtenidas mediante secuenciacion en

secuenciadores de alta posesividad Roche 454 (Roche Diagnostics Corporation), se
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ha disenado recientemente un chip de genotipificacidén segun la tecnologia Illumina
Infinium BeadChip (Bachlava y col., 2012).

Mas recientemente, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado una micromatriz de
oligonucleo6tidos basado en la tecnologia de Agilent para estudios de expresion
génica en girasol (Fernandez y col., 2012b). Este trabajo contemplo la limpieza, el
ensamblado y la anotaciéon funcional de aproximadamente 130.000 secuencias
publicas de ESTs generando un total aproximado de 41.000 unigenes de girasol, los
cuales estan representados en la micromatriz con un formato de cuatro campos
conteniendo 44K sondas (4x44, www.agilent.com). La ventaja de esta tecnologia
frente a estrategias alternativas reside en el uso de sondas mas largas, de 60 pares de
bases, 1o que le confiere una alta estabilidad de hibridacién, siendo mas adecuado
para el andlisis en regiones altamente polimorficas (Hardiman, 2004).

Si bien la tecnologia de las micromatrices de ADN y/u oligonucleétidos ha sido un
pilar para el descubrimiento de la funcionalidad de un gran numero de genes y/o
sus mecanismos de regulacioén, aun permanecen muchas incertidumbres a la hora
de analizar la informacién obtenida a partir de un valor de fluorescencia, y su
correspondiente significado bioldgico. La sinergia multidisciplinaria entre
estadistica, biologia molecular e informatica emergen como necesarias para dar
sustento al uso e interpretacion de los resultados obtenidos utilizando
micromatrices en el area de genomica funcional y proveer asi, herramientas
concretas asociadas a estas problemadticas de analisis de un numero multiple de
genes actuando y/o corregulando la respuesta de otros genes en cascada.

En este sentido, el objetivo de este capitulo fue identificar genes candidato del
proceso de senescencia a través del andlisis concertado de expresién génica,
utilizando una micromatriz de oligonucleotidos disefiada para girasol, asi como
también mediante la busqueda, seleccion y validacion por qPCR de genes

candidatos previamente caracterizados en especies modelo.
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MATERIALES Y METODOS

Material biologico
Para realizar los estudios transcriptomicos se utilizaron muestras provenientes del

mismo ensayo realizado a campo en la Unidad Integrada (FCA-UNMdP/EEA-
INTA) Balcarce, detallado en los Capitulos 1 y 2, asi como también, el ensayo
realizado en invernaculo detallado en este ultimo capitulo. Para el ensayo a campo
se analizaron tres réplicas bioldgicas mientras que para el ensayo en invernaculo se

seleccionaron cuatro réplicas biolodgicas de las cinco réplicas colectadas.

Extraccion de ARN y control de calidad

A partir de 100 mg de tejido foliar obtenido a distintos tiempos de desarrollo y
frente a las distintas condiciones experimentales se realizd la extraccion de ARN
utilizando el reactivo Tripure (Roche, Argentina) siguiendo las instrucciones del
fabricante para cada una de las réplicas biologicas. E1 ADN gendmico fue
eliminado mediante tratamiento con ADNasa (Invitrogen, Argentina). E1 ARN
obtenido fue cuantificado utilizando un espectrofotometro Nanodrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware USA). La pureza e integridad
del ARN fue determinada mediante mediciones de absorbancia a través de la
relacion 260/280 y 260/230 y mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
conteniendo MOPS al 10%.

La integridad del ARN obtenido para ser utilizado en la micromatriz fue evaluada
ademas utilizando un bioanalizador RNA-6000 NanoBioanalyzer (Agilent

Technologies, Palo Alto, California USA).

Analisis de asociacion de expresion génica concertada

Se utilizé una micromatriz de ADN de alta densidad basadas en oligonucleo6tidos
gen-especificos (60-mer) disefiados en base a ESTs de bases de datos publicas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/dbest) y sintetizadas in situ sobre soporte
poroso (Tecnologia Agilent 4x44 One-Color Chip). Esta plataforma disefiada para
girasol se encuentra disponible desde el repositorio GEO de NCBI, AN GPL13610
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GLP13610).

Esta metodologia permiti6é la evaluacion simultdnea de hasta 44.000 secuencias

unicas en plantas desafiadas y plantas control. Se realizaron dos ensayos de
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hibridacion independientes: campo (campana 2010/11) e inverndculo (campafia
2010/11). Para la hibridacion de la micromatriz se utilizo la hoja 10 tanto de la
condicion control como de déficit hidrico, en tres tiempos de desarrollo, tiempo 0
(TO= hoja joven), tiempo 1 (T1= hoja pre-antesis) y tiempo 2 (T2= hoja post
antesis) (Fig. 2.1)

La captura de datos se realizd6 con un lector de chips Agilent; las imagenes
obtenidas se analizaron mediante Agilent Feature Extraction Software (v9.5.1)
segun el protocolo Agilent GE1_107_Sep 09 y QC Metric Set GE1_QCMT_Sep09
(Fernandez y col 2012). El pre-procesamiento de los datos fue realizado usando la
libreria “limma” (Smyth, 2005) del paquete estadistico R (R Core Team, 2012)
disponibles en la  plataforma de codigo abierto  Bioconductor
(http://www.bioconductor.org/). Los datos fueron corregidos utilizando la funcién
backgroundCorrect, utilizando el algoritmo “rma”. La normalizacién entre
micromatrices fue realizada usando la funcidén normalizeBetweenArray utilizando el
método de quantilies. Finalmente la expresion génica fue transformada a escala
logaritmica en base 2 (log2) y calculando la media de las réplicas técnicas.

El analisis de agrupamiento de perfiles de expresién en conglomerados se llevd a
cabo  utilizando  herramientas  especificas  del = programa  Infostat
(http://www.infostat.com.ar), Universidad Nacional de Coérdoba; programa para
analisis de micromatrices (paquete R) (R Core Team, 2012).

Con el objetivo de evaluar la evolucion del proceso de senescencia en condiciones
naturales del desarrollo y evitar el solapamiento con genes de respuesta especifica a
estrés, el analisis estadistico se efectu6 comparando los distintos tiempos de
desarrollo (T1 vs TO y T2 vs TO) dentro de cada condicion, por un lado plantas
control y por otro lado plantas desafiadas.

Se filtraron todos aquellos genes que tenian un p-valor menor a 0,05 y una tasa de
cambio (fold change) mayor o menor a 2 (log2>6< a 1) en uno o los dos contrastes

evaluados, para cada condicién experimental.

Analisis de enriquecimiento funcional mediante Ontologias Génicas
(GO)

Las comparaciones descriptas en la expresion diferencial fueron evaluadas
mediante un andlisis funcional utilizando los términos GO de Gene Ontology
(Ashburner y col., 2000) a través del programa Babelomics (Al-Shahrour y col.,
2008).
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Con el objetivo de encontrar bloques funcionales enriquecidos en alguna de las
condiciones, se utilizo la metodologia de Gene Set Analysis basado en modelos de
regresion logistica (Montaner y Dopazo, 2010; Sartor y col., 2009) utilizando como
datos de entrada la lista de todos los genes de la micromatriz, ordenados por el
valor del contraste estandarizado. La correccion de los p-valores en un escenario de
multiples pruebas se realizé mediante el procedimiento de Benjamini Hochberg,

obteniendo los respectivos p-valores ajustados (Benjamini y Hochberg, 1995).

Seleccion de genes candidato y disefio de cebadores
La base de datos que aloja el catdlogo de unigenes curados y anotados para girasol,

Sunflower Unigene Resource (SUR v1.0), desarrollada por la Unidad de
Bioinformatica del Instituto de Biotecnologia, disponible en la direccion de
internet: http://atgc-sur.inta.gob.ar// (Fernandez y col., 2012b) fue utilizada para
la busqueda de genes candidato seleccionados a partir de secuencias descriptas en
bibliografia en especies modelo, asi como también a partir de la seleccion de
aquellas identificadas a través del ensayo de micromatrices y utilizados para la
validacion del mismo ensayo.

Diferentes genes de referencia fueron evaluados en un trabajo previo para estudios
de expresion durante la senescencia foliar en girasol (Fernandez y col., 2011). En
este trabajo se selecciond el Factor de Elongacion-1-a (Ha-EF-1a) como gen de
referencia (RG) debido a que mostr6 un comportamiento estable durante el
desarrollo de la hoja.

Se desarrollaron cebadores especificos para cada gen seleccionado utilizando el
programa Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000) bajo parametros preestablecidos.
Los iniciadores empleados para amplificar las regiones candidatas se describen en

la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1: Lista de cebadores disefiados para qPCR

Identificador

Nombre SUR Cebador izquierdo Cebador derecho
Ha-NACO1 HeAn_S_19140 5’AAGAAGTACCCGACCGGATT 3’ 5'TCACCCAATTCGTCTTTTCC 3’
Ha-EIN2 HeAn_C_6687 5’AGCTGGCGTTCTCTAAACCA 3° 5'TGCAATCTCCACATCCTTCA 3°
Ha-EF-1a HeAn_C_8757 5’ACCAAATCAATGAGCCCAAG 3’ 5’GAGACTCGTGGTGCATCTCA 3’
163 HeAn_C_163 5’GCAAGAGGCACTTGAAGGAC 3" 5'GAACAAGCTTCCCATGTGGT 3°
1282 HeAn_C_1282 5’TTTGGGCACTTTTCGTAAGC 3’ 5'TTTAGGGAACACGGCAAGTC 3’
2535 HeAn_C 2535 5'GATGAAAATGGGCGAAGGTA 3’ 5'TTTGGTTCACAATGGCTTGA 3’
3510 HeAn_C_3510 5’ATTTCTGGCGGTCAAACAAC 3’ 5'CCGGTCTTGTATCTCGGGTA 3’
4383 HeAn_C_4383 5'GAGGGTGATAACCGACTGGA 3° 5'TTGGGAGCCATAGAAAGCAC 3°
5124 HeAn_C 5124 5’ACGTCAGGGTGGTGAAAAAG 3’ 5’ATAACCCGAACCGATTTTCC 3’
10816 HeAn_C_ 10816 5’ATGTTTGGCGAGAAGGAATG 3’ 5'TCCTTTCGGAGCTTTACCAA 3°
11489 HeAn_C_11489 5'TACTTGCCCGAAAATCCAGT 3’ 5’ATTGCTCGTCCAATCAATCC 3’
11812 HeAn_C_ 11812 5’AAGGAAGGGATTCCGACAGT 3’ 5'’CCAGGGCATCTCCTGTAAAA 3°
37540 HeAn_S_37540 5’CGAACCTTCTCCATGCTCTC 3’ 5'TGGTGGTACCCTGAGGAGTC 3’

Analisis de expresion mediante PCR en tiempo real (QPCR)
A partir del ARN extraido y tratado con la enzima ADNasa se realizo la sintesis de

ADN copia (ADNCc) utilizando la enzima para transcripcion reversa Superscript 111
(Invitrogen, EUA) y cebadores de hexameros al azar. A partir del ADNc obtenido
para cada muestra, se cuantificé el nivel de expresion para los distintos genes a
través de la técnica de PCR cuantitativa (QPCR) utilizando el kit Fast Start SYBR
Green (Roche, Argentina) en termociclador Step-One Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). La reacciéon de qPCR fue llevada a cabo en 25 pl de reaccion
conteniendo 200 nM de cada cebador, 1 ul de ADNc y 12,5 ul de FastStart
Universal SYBR Green Master (Roche Applied Science). Se evaluaron
simultaneamente controles negativos. Se utilizo el siguiente programa de ciclado:
95°C durante 10 min, y 40 ciclos de 95°C por 15 s y 1 min a temperatura de
hibridacion. La especificidad de la reaccion fue verificada mediante el analisis de la
curva de disociacion o curva de melting luego de los 40 ciclos de la PCR. El ensayo
de gPCR fue llevado a cabo con tres réplicas biologicas para cada condicidn y tres
réplicas técnicas para cada una de ellas.

Los datos crudos obtenidos se analizaron mediante el programa LinRegPCR, el
cual permite calcular la eficiencia de la reacciéon de PCR y el Cq o ciclo de

cuantificacion, para cada una de las muestras evaluadas (Ruijter y col., 2009). Los

niveles de expresion se evaluaron en relacion a la expresion de RGs caracterizados
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previamente para girasol (Fernandez y col., 2011) utilizando el programa fgStatistics

(fgStatistics, 2009).

Northern blot para microARN
Con el objetivo de evaluar la transcripcion de un micro ARN (miARN164) se realizd

una extraccion de ARN de hoja 10, colectadas a distintos tiempos de desarrollo en
el ensayo de campo utilizando Tripure (Roche, Argentina), siguiendo las
instrucciones del fabricante pero repitiendo el paso de agregado de cloroformo dos
veces para la obtencion de ARN de mayor calidad. Una masa de 15 mg de ARN
total fue resuelto en un gel de poliacrilamida al 17% conteniendo 7 M de urea.
Luego de la electroforesis, el ARN fue transferido a una membrana GeneScreen
Plus membrane (PerkinElmer Life Science, Waltham, MA). Se utiliz6 la sonda del
micro ARN164 de girasol (5'TTCATGTGCCCTGCTTCTCCAZ3") (Barozai et al.,
2012) la cual fue marcada radioactivamente utilizando [1 ATP y T4 Polinucleétido
quinasa. La sonda marcada fue luego purificada mediante columnas de purificacion
QIAquick Nucleotide Removal kit (QIAGEN, Argentina). Luego, el
oligonucleo6tido marcado fue incubado con la membrana en solucién 2X Denhardt
5x SSC, 7% SDS, 20 nM Na2HPO4 (pH7.2), y 1 mg de esperma de salmén a 50°C
durante una noche.

La membrana fue lavada dos veces utilizando una solucidon de lavado conteniendo
10x Denhardt, 3x SSC, 5% SDS, 25 nM NaH2PO4 (pH7.5), durante 15 min cada
lavado y expuesta durante una noche en cassettes con pantallas de deteccion de
radioactividad. La intensidad de cada banda fue cuantificada usando el equipo
Typhoon Trio (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). La intensidad de
radiacién de cada banda fue normalizada frente a la intensidad de la banda del

ARN ribosomal marcada con bromuro de etidio durante la electroforesis.

Analisis de genes SAGs
La base de datos Leaf Senescence Database (http://psd.cbi.pku.edu.cn/) (L1 y col.,

2014) retine una coleccion de secuencias de genes SAGs de distintas especies, en
particular Arabidopsis. Aproximadamente 1.200 secuencias en formato FASTA de
genes SAGs de Arabidopsis fueron descargados de dicha base de datos. Mediante el
programa Bioedit (Hall, 1999) se realiz6 la busqueda por similitud de secuencia
comparando mediante BLASTN las 1.200 secuencias de genes SAGs frente a la
base de datos de girasol conteniendo la coleccion de aproximadamente 41.000
unigenes, seleccionando en cada caso la secuencia con mayor similitud o “hit-
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BLAST” para cada secuencia incégnita y tomando luego todas aquellas con un

valor de puntuacion significativo.

Analisis de factores de transcripcion
De forma similar a la busqueda de genes SAGs, se descargd de la base de datos

Plant  Transcription Factor Database (http://plntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/)
(Perez-Rodriguez y col., 2010) aproximadamente 23.000 secuencias de factores de
transcripcidn pertenecientes a las especies 4. lyrata, A. thaliana, Oryza sativa, Populus
trichocarpa, Vitis vinifera y Zea mays. Utilizando el programa Bioedit (Hall, 1999) se
realiz6 la busqueda por similitud de secuencia comparando mediante BLASTN las
23.000 secuencias de FTs frente a la base de datos de girasol conteniendo la
coleccion de aproximadamente 41.000 unigenes, seleccionando en cada caso el
“hit-BLAST” para cada secuencia y tomando luego todas aquellas con un valor de
puntuacidn significativo.

Se realiz6 un analisis de correlacién de Spearman (Spearman, 1904) entre los
distintos factores de transcripcién diferencialmente expresados durante la
senescencia  natural  utilizando el  programa  estadistico  Infostat
(http://www.infostat.com.ar). Las correlaciones positivas significativas (p-
valor<0,01) fueron luego graficadas en forma de red mediante el programa

Cytoscape (Shannon y col., 2003).
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RESULTADOS
Analisis general de la micromatriz

Analisis de agrupamiento
A partir de un andlisis estadistico de la micromatriz se lograron detectar 10.173 y

7.517 sondas estadisticamente significativas entre los distintos tiempos evaluados
(T-1 vs T-0 y/o T-2 vs T-0) para las condiciones control en los experimentos de
campo e inverndculo respectivamente, mientras que las comparaciones dentro del
tratamiento de déficit hidrico mostraron un total de 7.890 y 3.714 sondas
estadisticamente significativas en los experimentos campo e invernaculo
respectivamente. Los parametros estadisticos fueron p-valor menor a 0,05 y tasa de
cambio o fold-change mayor o menor a 2.

Mediante un analisis de diagrama de Venn se pudo observar un total de 1.379
sondas detectadas diferencialmente expresadas en todas las condiciones evaluadas
tanto a campo como inverndculo. En el ensayo de campo, la mayoria de los genes
diferencialmente expresados fueron compartidos en las dos condiciones
experimentales y con un menor namero de genes estadisticamente significativos
solo en la condicidn de déficit hidrico, mientras que en el ensayo de invernaculo, la
mayoria de los genes se mostraron diferencialmente expresados sélo en la
condiciéon control con un menor numero de genes compartidos entre ambas
condiciones experimentales y con un numero de genes presentes solo en la
condicion de déficit hidrico similar al experimento de campo (Figura 3.1).

La mayor disponibilidad de espacio fisico en un ensayo a campo ha permitido
agrupar en cada tiempo de muestreo y por cada condicion experimental tres plantas
dentro de cada bloque para formar una réplica biologica. Esta caracteristica
disminuy6 ampliamente la variabilidad entre las réplicas biologicas a diferencia de
los ensayos en invernaculo, en la que cada réplica bioldgica estaba constituida por
una unica planta. Dicho efecto puede notarse al analizar los graficos de
componentes principales (Figura 3.2) los cuales muestran un agrupamiento de
réplicas biologicas mas claro para el ensayo de campo con mayores diferencias
entre los distintos tiempos de muestreo y condiciones experimentales, similar a lo

observado en los andlisis metabolomicos detallados en el Capitulo 2.
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Campo Control ( 10173) Campo Défict h. ( 7890)

Inverndculo Control { 7517) Invernaculo Défict h. (3714)

Figura 3.1: Diagrama de Venn de los genes diferencialmente expresados a
campo e invernaculo

El nimero de genes en cada condicion representa aquellos con un comportamiento
estadisticamente significativo durante el desarrollo de la hoja (T1 vs TO y/o T2 vs TO)
en cada una de las condiciones evaluadas. P-valor<0,05 y fold-change >6< 2.

Analisis de expresion diferencial
Al igual que lo observado en los analisis metabolomicos, se observd también un

mayor numero de genes diferencialmente expresados y con una mayor tasa de
cambio en el ensayo a campo comparado con el de invernaculo, pudiendo deberse
también aqui, a las distintas condiciones de crecimiento, lo cual remarca las
diferencias en los patrones de expresion.

A raiz de estos efectos observados, se realizd un analisis general de las
micromatrices para cada una de las condiciones experimentales estudiadas y luego
se focalizo el anadlisis de datos en la condicién de campo control, con el objetivo de

evaluar la evolucién de la senescencia natural de Ia hoja a lo largo del desarrollo.
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Figura 3.2: Anadlisis de Componentes Principales

Ensayos realizados a Campo (A) e Invernaculo (B). Los puntos verdes y rojos

corresponden a las réplicas bioldgicas de la condicidon experimental Control y

Déficit Hidrico respectivamente. Las elipses azules, violetas y naranjas

corresponden a los tiempos de desarrollo: Tiempo-0, Tiempo-1 y Tiempo-2.
A partir de las 10.173 sondas estadisticamente significativas en la condicién campo
control se realizd una purificacion y filtrado de datos para utilizarlos en los
siguientes analisis funcionales. En primer lugar se eliminaron aquellas sondas cuyos
unigenes representados (en general unigenes de secuencia corta) no poseian
anotacion funcional o no presentaban un “hit BLAST” asociado y en segundo lugar
se descartaron aquellos unigenes cuyo “hit BLAST” asociado fuera el mismo,
seleccionando en cada caso el unigen con mayor identidad de secuencia a un gen

determinado basado en el valor de score y e-value del algoritmo (Altschul y col.,

1990). Esto sucede debido a que la base de datos de girasol cuenta con
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aproximadamente 41.000 unigenes que han sido ensamblados in-silico de manera
estricta, con lo cual es probable que dos 0 mas unigenes correspondan a un mismo
gen y no hayan podido ensamblarse debido por ejemplo, a un solapamiento corto o
una region de secuencia contaminada. De este modo el analisis se redujo a 4.909
genes unicos, anotados funcionalmente y con diferencias de expresion

estadisticamente significativas.

Analisis funcional
Mediante un analisis de enriquecimiento Gene Set Analysis utilizando como datos de

entrada la lista de todas las sondas ordenadas por el estadistico de contraste
estandarizado, fue posible detectar diferentes categorias funcionales enriquecidas
representadas en las micromatrices, tanto sobre- como sub-expresadas (Figura 3.3).
El enriquecimiento de términos GO de los genes sobre-expresados resultd ser
menos informativo que aquellos genes sub-expresados. En el ensayo a campo
(Figura 3.3 A) se pudo observar un mayor nimero GOs pertenecientes a procesos
biolégicos y funcidon molecular sub-expresados durante el proceso de senescencia,
para todas las condiciones evaluadas. Mientras que en el ensayo en invernaculo
(Figura 3.3 B), la condicion control mostrd un patron similar a lo observado a
campo, donde el numero de GOs sub-expresados para procesos bioldgicos y
funcion molecular fue mayor. Sin embargo, este efecto no fue observado en la
condiciéon de déficit hidrico donde se detect6 menor cantidad de categorias
funcionales sub-expresadas.

Al analizar las diferencias entre las condiciones control y déficit hidrico, en un
tiempo temprano previo a antesis (T1-T0), no se observaron diferencias en las
categorias sobre- y sub-expresadas. Estudiando luego mas en detalle dentro de cada
condicion experimental para este tiempo pre-antesis, anterior a la aparicion de los
primeros sintomas de senescencia, entre los genes sub-expresados, se observo alto
enriquecimiento de genes relacionados a actividad catalitica como oxido-reductasa,
isomerasa y transferasa, especialmente genes relacionados a actividad
glucosiltransferasa en relacion a sintesis de pared celular y a metabolismo de grupos

carbono y sulfuros.
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Figura 3.3: Distribucion de términos GOs significativos

Ensayos realizados a Campo (A) e Invernaculo (B). PB: Proceso Bioldgico, FM:
Funciéon Molecular, CC: Componente Celular. Barras oscuras a la izquierda indican
el numero de GO sobre-expresados, mientas que las barras de color claro a la
derecha indican el nUmero de GOs sub-expresados.

Por otro lado, entre los genes sobre-expresados, estas categorias presentaron pocos
genes, y se observd ademds un enriquecimiento de categorias como regulacion
transcripcional, factores de transcripcidn y actividad de ligasas, especialmente en la
formacién de uniones carbono-nitrogeno y carbono-oxigeno y algunos genes con
actividad transferasa, y en este caso mas especificamente de grupos nitratos y
fosfatos. La Figura A3.1, Apéndice, representa la distribucién de los términos GOs
significativos para funcion molecular (FM) en el contraste T1-TO durante la

senescencia natural de la hoja (Campo-Control).

Genes asociados a la senescencia (SAGs)
A partir de aproximadamente 1.200 secuencias de genes SAGs reportados en

Arabidopsis se identificaron en la base de datos de girasol, un total de 369 unigenes
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candidatos con alta identidad de secuencia. Luego se analizé cuantos de ellos se
encontraban expresados con valores significativos en el analisis de micromatrices.
En el ensayo de campo se encontraron un total de 167 y 152 genes SAGs para la
condicién control y déficit hidrico diferencialmente expresados durante el
desarrollo de la hoja respectivamente, mientras que para el experimento en
invernaculo se detect6 un total de 103 y 60 genes SAGs diferencialmente
expresados en las condiciones control y déficit hidrico respectivamente.
Al analizar las funciones moleculares mas importantes representadas en este grupo
de genes se encontré que la mayoria de ellas correspondian a genes asociados al
reciclado de nutrientes, al metabolismo de lipidos y/o carbohidratos y a la
regulacién de la transcripciébn en mayor numero, seguidas por las categorias
degradacidn de proteinas y regulacion redox (Figura 3.4).
Dentro de cada subgrupo de genes, aquellos relacionados a reciclaje de nutrientes,
metabolismo de lipidos y carbohidratos (excepto en déficit hidrico en invernaculo,
Figura 3.4D) y regulacion de la transcripcion mostraron a su vez un mayor numero
sobre-expresados, mientras que entre los genes mayormente sub-expresados
encontramos genes relacionados a la regulacion 6xido-reduccidn.
Al comparar los genes diferencialmente expresados durante el desarrollo de la hoja
entre ambas condiciones experimentales (control vs. déficit hidrico) pudimos
observar que la gran mayoria de ellos eran compartidos, mostrando un mismo
comportamiento durante el desarrollo de la hoja en cada condicidn, ya sea sobre o
sub-expresados durante el desarrollo. Unos pocos genes fueron estadisticamente
significativos solo en la condicidén de déficit hidrico, pero al analizar los valores de
expresion presentaban un patron similar al observado en la condicidn control, solo
que en esta ultima fueron excluidos de los valores estadisticos de corte, es decir que
no se observaron comportamientos diferentes u opuestos en ambas condiciones.
Para un andlisis mas detallado y considerando la evolucién de la senescencia
natural a lo largo del desarrollo de la hoja en condiciones controladas, se
seleccionaron aquellos genes que presentaron una mayor tasa de cambio en el
ensayo de campo, ya que fue el ensayo que permiti6 una manifestacion mas clara
del fenotipo de senescencia y mostr6 una menor variabilidad entre réplicas
biologicas. Se seleccionaron los genes sobre- y sub-expresados, tomando como
punto de corte todos aquellos genes que mostraron una tasa de cambio mayor o
menor a 4, o lo que es lo mismo, un logaritmo en base 2 mayor o menor a 2
(log2>6<2) (Tabla A3.1, Apéndice).
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Entre los genes que mostraron un mayor nivel de expresidon encontramos enzimas
relacionadas al reciclaje de nutrientes como las enzimas glioxilasa I y lisina-
ketoglutarato reductasa. Adicionalmente, se observaron altos niveles de expresion
de factores de transcripcion reportados como SAGs, entre ellos encontramos
representantes de las familias NAC, MYB, MBF1, HSF y AP2-EREBP. Asimismo,
también se detectaron altos niveles de expresion de genes relacionados al
metabolismo de lipidos, carbohidratos y degradacion de proteinas.

Entre los genes mayormente sub-expresados, se identificaron aquellos que codifican
para enzimas relacionadas a reacciones de oOxido-reduccién, un factor de
transcripciébn de respuesta a auxinas, una enzima relacionada a respuesta a

citoquininas y genes relacionados al metabolismo de lipidos de pared celular.
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Figura 3.4: Genes SAGs diferencialmente expresados en las micromatrices

Genes con comportamiento diferencial durante el desarrollo de la hoja (T1 vs TO y/o T2
vs TO) para el experimento Campo Control (A) y Déficit Hidrico (B) e Invernaculo Control
(C) y Déficit Hidrico (D). Barras rojas indican el nimero de genes sobre-expresados y las
barras azules el nimero de genes sub-expresados.
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Factores de transcripcion
Los factores de transcripcion (FT) son proteinas relevantes en la regulacion de la

expresion génica, su funcidén es determinante en la transcripcioén y transduccion de
sefales, actuando como nodos en las redes de regulacion de numerosos procesos
biologicos. Mediante los analisis de alineamiento fue posible detectar 687 unigenes
como putativos factores de transcripcion en la base de datos de girasol SUR v.1.0.
A través de un proceso de purificacion, eliminacién de unigenes redundantes y
deteccion de secuencias diferencialmente expresadas en las micromatrices se
detectaron 140 y 136 FT estadisticamente significativos durante la evolucion de la
hoja en condiciones de campo control y déficit hidrico respectivamente, mientras
que en el ensayo de inverndculo se detectaron 123 y 86 FT en las condiciones
control y de déficit hidrico respectivamente.

Un andlisis de las diferentes familias de FT que mostraron diferencias en el estudio,
revel6 que las familias mas representadas corresponden a FT del tipo AP2-EREBP,
MYB, NAC, bZIP y HB. Dentro de cada familia, la mayoria de ellas mostraron
una mayor relacién de genes sobre-/sub-expresados (Figura 3.5). Al analizar la tasa
de cambio o fold-change se observd ademds que estas familias no solo incluian un
gran numero de representantes diferencialmente expresados, sino que ademas éstos
mostraban una mayor tasa de cambio en relacion a las demas familias.

Mediante un andlisis de diagrama de Venn se pudo observar un gran ntumero de
genes diferencialmente expresados compartidos en los diferentes tratamientos. Un
total de 25 FT fueron representados en cada una de las condiciones evaluadas,
mientras que separando cada ensayo experimental, pudimos observar 90 y 47 FT
compartidos entre control y déficit hidrico para los ensayos de campo e

invernaculo, respectivamente (Figura 3.6).
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Figura 3.5: TFs diferencialmente expresados en las micromatrices

Genes con comportamiento diferencial durante el desarrollo de la hoja (T1 vs TO y/o T2 vs T0) para
el experimento Campo Control (A) y Déficit Hidrico (B) e Invernaculo Control (C) y Déficit Hidrico (D).
Barras rojas indican el nimero de genes sobre-expresados y las barras azules el nimero de genes
sub-expresados.
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Campo Control ( 140) Campo Déficit h. ( 136)

Invernaculo Control { 123) Imvernaculo Déficit h. (86)

Figura 3.6: Diagrama de Venn de los FT representados en las distintas condiciones
experimentales

El nimero de FT en cada condicion representa aquellos con un comportamiento estadisticamente
significativo durante el desarrollo de la hoja (T1 vs TO y/o T2 vs TO) en cada una de las condiciones
evaluadas.

Al considerar la senescencia natural en el ensayo de campo (Campo-Control) se
seleccionaron aquellos genes que presentaron una mayor tasa de cambio, tanto
sobre- como sub-expresados, tomando como punto de corte todos aquellos genes
que mostraron una tasa de cambio mayor o menor a 4, o lo que es lo mismo un
logaritmo en base 2 mayor o menor a 2 (log2>6<2) (Tabla A3.2, Apéndice). Estos
resultados mostraron altos niveles de sobre-expresion entre las familias de FT
previamente reportadas como asociadas o inductoras de senescencia, en respuesta a
distintos tipos de estreses tanto bidticos como abidticos en especies modelo, como
por ejemplo, la familia de FT de tipo NAC, AP2-EREBP, HB y MYB.

Un analisis de correlaciones entre los distintos FT diferencialmente expresados
durante la senescencia natural en el experimento de campo fue llevado a cabo a fin
de encontrar co-expresiones y posibles co-regulaciones entre ellos durante el
desarrollo (Figura 3.7). En primer lugar se pudo observar un mayor numero de
genes sobre-expresados durante el avance de la senescencia (Figura 3.7A) con

representantes de todas las familias detectadas, y un numero menor de genes
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Figura 3.7: Andlisis de correlaciones entre FT

Correlaciones de Spearman entre FT diferencialmente expresados durante el desarrollo de la
senescencia natural en condiciones de Campo Control (T1 vs TO y/o T2 vs T0) (A) FT sobre-
expresados durante la senescencia (B) FT sub-expresados durante la senescencia. Se muestran
graficadas todas aquellas correlaciones con un p-valor<0,01. I: NAC19, Il: NACO2, |ll: NAC47, IV:
NACS55, V: NAC81.

sub-expresados (Figura 3.7B). En segundo lugar, al analizar las correlaciones
dentro de los FT sobre-expresados, encontramos un gran numero de correlaciones

entre un subgrupo de ellos; dentro de este subgrupo, se encuentran comprendidos
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casi todos los FT de la familia NAC detectados con correlaciones estadisticamente
significativas en este analisis, los cuales mostraron un gran nuamero de
interrelaciones, junto a otros FT candidatos en particular de las familias AP2-
EREBP, MYB, MYB-related y ARF.

Entre los FT de la familia NAC se pudieron detectar genes con alta identidad de
secuencia a algunos previamente reportados en Arabidopsis: NAC02, NACISY,
NAC55, NAC47 y NACS1.

Los factores de transcripcion de la familia NAC han sido ampliamente reportados
como iniciadores de las cascadas de sefalizacién del proceso de senescencia en
relacion al programa de muerte celular programada en varias especies modelo (4.
thaliana, Medicago sativa, O. sativa L.) y no modelo (Chrysanthemum lavandulifolium,
Gossipium hirsutum L., Malus domestica, Solanum tuberosum L.) (Balazadeh y col.,
2011; Balazadeh y col., 2010; de Zelicourt y col., 2012; Guo y Gan, 2006; He y
col., 2005; Hu y col., 2010; Huang y col., 2012; Jensen y col., 2010; Kim y col.,
2009; Matallana-Ramirez y col., 2013; Nuruzzaman y col., 2010; Shah y col., 2013;
Singh y col., 2013; Su y col., 2013; Wang, 2013; Wu y col., 2012; Zhou y col.,
2013).

Uno de ellos, OREl o ANAC092 (AT5G39610) ha sido ampliamente estudiado
como activador del proceso de senescencia en especies modelo y se encuentra bajo
la regulacion positiva de la via de senalizacion del etileno a través del gen EIN2 (He
y col., 2005). A su vez, ambos genes forman una red de regulacion que involucra un
micro ARN (miARNI164), el cual regula negativamente a ORE! en hoja joven y es
negativamente regulado por EIN2 a medida que progresa la senescencia (Kim y
col., 2009).

Estos genes, a pesar de mostrarse sobre-expresados en el andlisis de micromatrices,
no mostraron un p-valor estadisticamente significativo, por tal motivo, al realizar
los filtros correspondientes, no fueron seleccionados para los andlisis posteriores.
Sin embargo, los perfiles de expresion de los unigenes candidatos de girasol Ha-
NACO! y Ha-EIN2, con alta similitud de secuencia con OREI y EIN2 de
Arabidopsis, fueron evaluados mediante qPCR, mientas que el micro ARN Ha-
miARNI164 fue estudiado a través de un analisis de northern blot (Figura 3.8). Estos
analisis fueron realizados durante el desarrollo de la hoja 10 en siete tiempos

diferentes de muestreos.
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Figura 3.8: Perfiles de expresion de Ha-EIN2, Ha-NAC01 y miARN164

(A) Niveles de expresidn de los genes candidatos Ha-EIN2 y Ha-NACO1 en relacién al primer tiempo
de muestreo, utilizando el factor de elongacion (Ha.EF1a) como gen de referencia. La linea roja
indica el momento de antesis en el cultivo. (B) Andlisis de northern blot de miARN164, las bandas
correspondientes al ARN ribosomal (ARNr) se muestran como controles de concentracion tefiidos
con bromuro de etidio.

Ha-NACO01, mostrd un incremento progresivo de sus niveles de expresion a medida
que avanzaba el desarrollo de la hoja con una mayor tasa de incremento de
transcriptos hacia el momento de antesis y anterior a los primeros sintomas visibles
de senescencia (ver Capitulo 1). Los niveles de transcriptos de Ha-EIN2 aumentaron
rapidamente en una etapa temprana del desarrollo de la hoja, de manera anticipada
a Ha-NACOI, evidenciando una posible regulacion del mismo, de manera similar a
lo reportado en Arabidopsis (Kim y col., 2009). La abundancia del miARN164 fue
inversamente correlacionada con los niveles de transcripcion de Ha-NACOI y Ha-
EIN2. Cuando la hoja es joven, Ha-NACO0I es regulado de forma negativa mientras

que los niveles del miARN164 permanecen altos; pero durante el desarrollo de la
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hoja, los niveles de miARNI64 disminuyen gradualmente, mientras que se

incrementan los niveles de transcripcion de Ha-NACOI.

Validacion de 1a micromatriz
Diez genes fueron seleccionados en base a su tasa de cambio durante la senescencia

natural en el experimento de campo para ser validados mediante qPCR. La Figura
3.9 muestra los valores de expresion obtenidos mediante el andlisis de
micromatrices y qPCR de los genes seleccionados tanto para la condiciéon control

como déficit hidrico.
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Figura 3.9: Validacion de la micromatriz en las condiciones de Campo Control y Déficit
Hidrico

(A) Campo Control (B) Campo Déficit Hidrico. Niveles de expresidn en escala logaritmica (Log2) de
los diez unigenes (nombrados segun el nimero de identificacién en la base de datos de girasol) en
relacién al tiempo 0 (T0) utilizando el factor de elongacion (Ha.EF1a) como gen de referencia. T1:
tiempoly T2: tiempo2.
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DISCUSION

Durante el proceso de senescencia, las hojas experimentan grandes cambios
coordinados de estructura celular, metabolismo y expresion génica. Distintos genes
pueden ser sobre- o sub-expresados durante el avance de este proceso y a su vez
estos genes pueden estar involucrados en maultiples vias de senalizacion
interconectadas formando una red que controla la senescencia foliar. Por otro lado,
diferentes sefiales endogenas o exdgenas inducen a menudo diferentes grupos de
genes (He y col., 2001; Park y col., 1998; Weaver y col., 1998), lo cual complejiza
aun mas el estudio de este proceso. La comprension de las influencias relativas de
cada via de sefalizacion y las relaciones entre ellas, es un punto crucial para la
1dentificacion de genes reguladores claves que controlan el proceso de senescencia
(Breeze y col., 2011).

En este trabajo se llevo a cabo un estudio transcripcional del proceso de senescencia
en hojas de girasol tanto en condiciones naturales como en plantas sometidas a
déficit hidrico, mediante el uso de la tecnologia de micromatrices, que permite la
deteccion simultdnea de miles de genes logrando una vision general del
transcriptoma de la planta en distintos momentos.

Los resultados del ensayo realizado a campo mostraron mayor reproducibilidad
entre muestras y mayor tasa de cambio en la expresiéon de genes, similar a lo
ocurrido con el estudio metaboléomico detallado en el Capitulo 2.

El andlisis funcional mediante enriquecimiento de categorias funcionales en
términos de ontologia génica (GO) a través de la metodologia de Gene Set Analysis
revel6 un enriquecimiento en categorias funcionales sub-expresadas en relacion a
las sobre-expresadas (Figura 3.3). Un andlisis mas detallado (Figura A3.1,
Apéndice) mostrd principalmente sub-expresion de la actividad catalitica oxido-
reductasa con un gran ndmero de genes relacionados a respiracion celular,
evidenciando una disminucion en la actividad mitocondrial durante el progreso de
la senescencia; también se observo disminuida la actividad glucosiltransferasa en
relacion a sintesis de pared celular lo que podria asociarse con la disminucion en el
crecimiento celular. Entre los genes sobre-expresados se observd enriquecimiento
de categorias como regulacién de la transcripcion y factores de transcripcion,
resultado que concuerda con un proceso altamente regulado en el cual las distintas
etapas se producen de manera ordenada y organizada. Asimismo, se observo sobre-

expresion de genes con actividad transferasa de grupos nitrato y fosfato lo cual
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denota la activacién de las vias de reciclaje de nutrientes. Resultados similares
fueron obtenidos en Arabidopsis donde se evaluaron los perfiles transcripcionales
durante la senescencia en series temporales a fin de evaluar la cronologia de los
distintos eventos (Breeze y col., 2011).

Con el objetivo de evaluar la funcionalidad de genes de girasol putativamente
ortologos a los genes diferencialmente expresados durante el desarrollo de la hoja
reportados como asociados a senescencia en la especie modelo A. thaliana, se
realizd un analisis mediante busqueda por similitud de secuencias utilizando la base
de datos de genes SAGs (L1 y col., 2014). Estos resultados mostraron un gran
numero de genes sobre-expresados durante el progreso de la senescencia para todas
las condiciones evaluadas tanto a campo como en inverndculo. A su vez la mayoria
de ellos se encontraban asociados a reciclado de nutrientes, metabolismo de lipidos
y proteinas y a la regulacion de la transcripcion (Figura 3.4). Una caracteristica
distintiva durante el proceso de senescencia es la degradaciéon masiva de
macromoléculas, tales como lipidos, proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos,
para luego ser recicladas y translocadas a regiones de activo crecimiento
(Buchanan-Wollaston y Ainsworth, 1997; Feild y col., 2001; Gan, 2003; Gepstein,
2004; Lim y col., 2003; Quirino y col., 2000; Smart, 1994). Genes relacionados a
estos procesos, no s6lo mostraron un gran numero de secuencias estadisticamente
significativas, sino que ademas, la mayoria evidenciaron altos niveles de expresion
en relacion al resto (Tabla A3.1, Apéndice).

Enzimas relacionadas a la degradacion de proteinas, del tipo quinasas, fosfatasas e
hidrolasas mostraron altos niveles de expresion. Uno de estos genes candidatos
mostrd alta similitud de secuencias con una cisteina proteasa, conocido como
SAGI2 el cual ha sido ampliamente reportado como asociado a senescencia y es
ampliamente utilizado como marcador de avance de dicho proceso. Asimismo los
promotores de los genes SAGI12 y SARK (del inglés: Senescence-Associated Receptor
Kinase) han sido utilizados también para regular la expresion del gen ipt al inicio de
la senescencia, el cual regula la produccién de citoquininas (Gan y Amasino, 1995;
Medford y col., 1989; Rivero y col., 2010; Rivero y col., 2007; Rivero y col., 2009),
induciendo el desarrollo de plantas con un retraso en el fenotipo senescente, asi
como también, presentando tolerancia a sequia y un incremento en la tasa
fotosintética y actividad antioxidante.

Entre las enzimas relacionadas al reciclaje de nutrientes mayormente sobre-

expresadas durante el avance de la senescencia, encontramos la enzima glioxilasa I,
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la cual se encuentra relacionada a la via de la glucolisis y gluconeogénesis y ha sido
reportada por conferir tolerancia a estrés abidtico en Brassica juncea (Veena y col.,
1999). La enzima lisina-ketoglutarato reductasa, que también mostrd altos niveles
de expresidn, participa en la degradacidén de lisina llevando a la produccién de
acido glutamico (Tang y col., 1997), el cual puede luego convertirse en glutamina y
ser transportado por floema (Lea y Miflin, 1980; Urquhart y Joy, 1981). Proteinas
transportadoras de nitratos, fosfatos y aminoacidos también fueron expresadas en
altos niveles, asi como genes relacionados al metabolismo de lipidos, carbohidratos
y degradacién de proteinas, evidenciando un incremento en la tasa de metabolismo
celular y reciclado de nutrientes.

Por otro lado, considerando que los factores de transcripcidén son proteinas clave en
la activacidn y/o represion de las diferentes vias metabolicas que participan durante
el proceso de senescencia, se desarrolld una busqueda de aquellos que se
1dentificaron como diferencialmente expresados durante el desarrollo de la hoja en
girasol. Entre las familias de FT que evidenciaron mayores niveles de expresion
encontramos, con mayor abundancia, representantes de las familias NAC, MYB y
AP2-EREBP (Tabla A3.2, Apéndice), los cuales se encuentran ampliamente
estudiados y reportados como posibles candidatos activando el programa de
senescencia foliar.

Entre los factores de transcripcion de tipo NAC que se detectaron con mayores
niveles de transcripcidn, encontramos genes con alta similitud de secuencia con
ANACO55, ANACO0I9 v ANAC029 de Arabidopsis (AT3G15500, AT1G52890 y
AT1G69490 respectivamente). A su vez, los dos primeros, también mostraron altos
niveles de correlacion con otros FT en el andlisis de correlaciones de Spearman
(Figura 3.7). ANAC055 y ANACO019 pertenecen a un mismo subtipo de genes NAC y
tienen patrones de expresion superpuestos (Hickman y col., 2013). Ambos estan
implicados en las vias de sefalizacion del acido jasmonico y/o del etileno, en
particular en respuesta a patdogenos (Bu y col., 2008). ANACO019 fue postulado
como activador de la senescencia con un rol en la biosintesis de flavonoides y
antocianinas, mientras que ANACO055 podria acelerar la senescencia y pareceria
estar involucrado en la respuesta a quitina (Hickman y col., 2013).

ANACO29, también llamado NAC-LIKE ACTIVATED BY AP3/PI (AtNAP), también
ha sido reportado como activador del proceso de senescencia mediante estudios de

sobreexpresion y mutantes (Guo y Gan, 2006).
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Dos de los factores de transcripcion MYB que mostraron altos niveles de expresion,
poseen alta similitud de secuencia con MYB44 y MYB73 de Arabidopsis
(AT5G67300 y AT4G37260 respectivamente). MYB44 es expresado durante el
desarrollo de la planta y especialmente en hojas senescentes, siendo un regulador
negativo de ABA, estrés, heridas y senescencia, mediante una funcién
homeostatica, manteniendo el crecimiento (Jaradat y col., 2013) y posiblemente
inducido por etileno (Liu y col., 2010). MYB73, por otra parte, ha sido reportado
como inducido por estrés salino y es un regulador negativo de genes sensibles a sal
o genes SOS (del inglés: Salt Overly Sensitive) (Kim y col., 2013).

Otra familia que mostré varios representantes altamente expresados durante la
senescencia en girasol y que a su vez ha sido reportada como asociada a
senescencia en especies modelo fue la familia AP2-EREBP (AP2: APETALA2 y
EREBP: del inglés Ethylene-Responsive Element Binding Proteins). Estos FTs se
encuentran presentes solo en plantas y juegan un papel importante en varios
procesos esenciales del desarrollo (Riechmann y Meyerowitz, 1998). Los tres FTs
representantes de esta familia que mostraron altos niveles de expresidon, poseen alta
similitud de secuencia con ERF104, ERF3 y ERF72 (AT5G61600, AT1G50640 y
AT3G16770); hasta el presente estos FT no han sido asociados directamente al
proceso de senescencia pero se sabe que esta familia es parte de una red reguladora
implicada en la regulaciéon hormonal, por aztcares y sefalizacion redox, frente a
distintos estreses abidticos (Dietz y col., 2010).

La familia HB, por su parte, también mostr6 un gran numero de genes
diferencialmente expresados. HAHB4 (AF339748) es un factor de transcripcion de
girasol de la familia HD-Zip ampliamente estudiado en los ultimos afos en
respuesta a estrés bidtico y abidtico (Dezar y col., 2005a; Dezar y col., 2005b;
Manavella y col., 2008a; Manavella y col., 2008b; Manavella y col., 2008c); este TF
no ha sido detectado mediante el andlisis comparativo de secuencias frente a la base
de datos de FT pero sin embargo, ha sido detectado mediante la busqueda en la
base de datos de girasol SUR v.1.0 (Fernandez y col., 2012b) y ha mostrado altos
niveles de expresion durante el avance de la senescencia perteneciendo al grupo de
los FT mayormente expresados (Tabla A3.2, Apéndice).

HAHB4 es positivamente regulado por etileno y una vez inducido, regula
negativamente la biosintesis de etileno y a los genes de sefializacion relacionados
(Manavella y col., 2006). Expresiones ectopicas de este gen en A. thaliana

mostraron una fuerte tolerancia a estrés hidrico y una reducciéon en la tasa de
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crecimiento y desarrollo (Dezar y col., 2005b). Por otro lado HAHB4 participa
también en la respuesta a heridas y estrés bidtico coordinando la produccion de
fitohormonas durante la respuesta a estrés y regulando positivamente la produccion
de acido jasmonico y etileno y negativamente la sensibilidad al etileno y la
acumulacion de acido abscisico (Manavella y col., 2008c).

Entre éstas distintas familias de FTs, una de las mdas ampliamente reportadas y
estudiadas por su efecto en el proceso de senescencia es la familia NAC. A través
del analisis de correlacién de FTs fue posible detectar altos niveles de correlacidon
entre varios representantes de esta familia, entre ellos, uno con alta similitud de
secuencia a ANACO02 de Arabidopsis o también llamado ATAFI. Este FT juega un
rol importante en los procesos de adaptacion a distintos estreses ambientales y en el
desarrollo de la planta regulando la sintesis de ABA (Jensen y col., 2013) y la
respuesta de defensa frente a distintos tipos de patogenos (Wang y col., 2009), asi
como también se ha demostrado su participacidén en las vias de sefializacion del
etileno (Shan y col., 2012).

Por otro lado existe la hipotesis que ATAF1 estaria actuando rio arriba de la via de
sefalizacion de EIN2 y OREI1 (Balazadeh y col., 2013) activando la expresion de
ORE]I junto con EIN? e inhibiendo la expresion de FTs GLKs, los cuales son
importantes para el desarrollo y mantenimiento de los cloroplastos. A su vez, se ha
demostrado que ORE! también participa como antagonista de GLKs (Rauf'y col.,
2013) lo cual complejiza aun mdés esta red de regulacidon candidata para la
activacion del programa de senescencia foliar. La Figura 3.10 muestra en forma
esquematica las posibles relaciones entre estos FTs, sin embargo, existen ademas
nameros genes que podrian estar interactuando en esta via como intermediarios
y/0 activando o bloqueando algin paso en particular, lo cual evidencia una
compleja red de regulacion.

En girasol, mediante qPCR, fue posible estudiar los perfiles de expresioén de los
genes candidatos Ha-EIN2 y Ha-NACOI y el patron de expresion del miARNI164
mediante northern blot (Figura 3.8). Ha-EIN2 mostrd un incremento en los niveles
de expresion en forma mas temprana al incremento transcripcional de Ha-NACO1,
justo antes del inicio de antesis y de la aparicion de los primeros sintomas de
senescencia para esta hoja, coincidiendo con el incremento en la tasa de
removilizacion de nutrientes (ver Capitulo 1). Por otro lado, miARNI164 mostrd
altos niveles de transcriptos en los primeros momentos del desarrollo de la hoja y su

transcripcién comenzd a disminuir hacia la etapa de antesis, cuando la
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Figura 3.10: Esquema de la via de sefalizacion de los FT candidatos asociados
a la senescencia, ORE1 EIN2 y ATAF1

Modelo de accidn posible de los factores de transcripcidon candidatos en la activaciéon
de la cascada de seinalizacién de la senescencia foliar. Adaptado de Balazadeh y col.
(2013).

transcripcion de Ha-NACO! incrementaba significativamente. Los patrones de
expresion de miARNI164 fueron opuestos a Ha-EIN2 evidenciando la posible funcion
de éste micro ARN en la regulacion negativa de este gen (Moschen y col., 2014a).
Estos resultados son consistentes con los observados en Arabidopsis donde
miARN164 regula negativamente OREI y EIN2 es sobre-expresado de manera
anticipada activando ORE] e inhibiendo miARNI164 (Kim y col., 2009) (Figura
3.10).

Los estudios a nivel transcriptdmico son so6lo una parte de los complejos procesos
regulatorios que ocurren a nivel celular, factores como la estabilidad de ARN, la
tasa de traduccion a proteinas, el procesamiento y estabilidad de las proteinas, las
concentraciones de metabolitos y muchos otros factores tienen un rol esencial en la
moderacion de la actividad celular en una escala mas fina (Breeze y col., 2011). Sin
embargo, la transcripciéon juega un papel importante en la regulacion de la
senescencia, por lo tanto la identificacion de redes regulatorias basadas en perfiles
de expresion es un punto de partida importante para la deteccion de facores de

control claves en el proceso de senescencia.

102



Capitulo 3 — Discusién

En este trabajo fue posible, mediante la utilizacién de tecnologias de alto
procesamiento como el caso de las micromatrices, y a través del estudio de genes
candidatos por qPCR, la deteccion de un gran numero de genes sobre y sub-
expresados durante el desarrollo de la hoja y evolucion del proceso de senescencia.
En particular se observé un gran enriquecimiento de categorias funcionales sub-
expresadas con actividad catalitica oxido-reductasa y sobre-expresion de genes con
ontologias relacionados a la regulacién de transcripcion y factores de transcripcion
asi como también de genes con actividad transferasa de grupos nitratos y fosfatos.
Sumado a eso, fue posible la deteccion de numerosos factores de transcripcion con
altos niveles de expresion en una etapa temprana, antes de los primeros sintomas
visibles de senescencia, lo cual podria indicar un rol durante el inicio y/o evolucion
de este proceso. En particular resultan de interés aquellos pertenecientes a las
familias NAC, AP2-EREBP y MYB que son ampliamente citados como asociados
a la senescencia en especies modelo. Un estudio mas profundo y a un nivel
funcional de los distintos factores de transcripcion candidatos seleccionados en esta
tesis, permitiran la obtenciéon de un analisis mas detallado de las posibles vias y
redes de regulacion de este proceso con un gran impacto en el rendimiento de los
cultivos de relevancia agronomica.

A modo de perspectiva, nuevos predictores de genes candidato deberian ser
evaluados de manera de obtener una proyeccion posible del nivel de error de los
filtros estadisticos mas extendidos en este tipo de analisis (Dalman y col., 2012), de
manera de resignificar la posible expresion diferencial de los genes con papel mas

preponderante en el proceso.
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INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, el desarrollo de nuevas tecnologias de alto desempefio
entre las distintas disciplinas émicas ha dado lugar a un gran volumen de datos
transcriptOmicos, metabolomicos, protedmicos, fisiologicos y fenotipicos. Sin
embargo, los datos emergentes de cada una de las distintas aproximaciones en
forma individual deben ser tomados con precaucién debido principalmente a la
ocurrencia de falsos negativos y positivos en un gran volumen de datos y por otro
lado, debido a que una anotacidon funcional no es suficiente para entender la
complejidad de una funcidon génica (Ge y col., 2003). Para cualquier proceso
biologico se podria considerar un enfoque modular, en el cual el comportamiento y
la funcién de la red reguladora correspondiente a dicho proceso bioldgico se estudia
en su conjunto, ademas de estudiar algunos de sus componentes individualmente
(Hartwell y col., 1999). Por este motivo, y para incrementar la confiabilidad de los
datos y de determinadas funciones génicas, multiples aproximaciones omicas deben
ser integradas en una vision global, llevando al surgimiento de una nueva disciplina
denominada biologia de sistemas.

El objetivo principal de la biologia de sistemas es proveer un nexo entre las distintas
disciplinas moleculares en biologia, como la genética, biologia molecular,
metabolémica, bioquimica, enzimologia y biofisica, y de otras disciplinas dentro de
la biologia que estudian a los organismos como la biologia celular y la fisiologia
(Alberghina y Westerhoff, 2005; Bruggeman y col., 2007; Westerhoff y Palsson,
2004). A raiz de ello, es necesario el trabajo conjunto entre la biologia molecular, la
estadistica y la bioinformatica para logar un correcto analisis y comprension de este
gran volumen de datos.

El proceso de senescencia en plantas, es un proceso complejo y se encuentra
regulado por multiples factores tanto endodgenos como exogenos incluyendo la
edad, estrés biotico y abidtico y distintas fitohormonas. Diferentes sefiales pueden
inducir diferentes grupos de genes (He y col., 2001; Lim y col., 2007; Park y col.,
1998; Weaver y col., 1998), los cuales a su vez, pueden iniciar diferentes procesos
bioquimicos y fisioldégicos. A su vez estos genes pueden estar expresados en
respuesta a una seflal determinada o ser inducidos frente a varias sefales, lo cual
hace mas complejo el estudio de este proceso.

Una vez que el programa de senescencia es iniciado, se producen importantes

cambios altamente regulados en la expresion génica que llevan a un incremento en
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la tasa de metabolismo y degradacion de macromoléculas como clorofilas,
proteinas, lipidos y 4acidos nucleicos, una relocalizaciébn de nutrientes, la
degradacién de organelas y en ultima instancia, la muerte celular (Buchanan-
Wollaston y col., 2003; Gan, 2003; Gepstein y col., 2003; Guo y Gan, 2005; Lim y
col., 2007; Quirino y col., 2000). En consecuencia, se trata de un proceso de
naturaleza compleja y dindamica, por lo que abordar estudios a un nivel de biologia
de sistemas es clave para un mejor entendimiento de este proceso (Guo, 2013).
Actualmente existen pocos trabajos integradores de diferentes disciplinas para el
estudio del proceso de senescencia. Guo y Gan (2012), a través de una
aproximacion de biologia de sistemas, determinaron que los perfiles de expresion
durante el desarrollo de la hoja en condiciones naturales y frente a 27 diferentes
tratamientos inductores de senescencia difieren significativamente en etapas
tempranas, pero son considerablemente similares durante los ultimos estadios del
desarrollo, cuando ya existe un fenotipo visible de senescencia, lo cual indica que
aunque existan diferentes sefales que llevan al inicio del programa de senescencia,
pueden hacerlo a través de diferentes vias, pero comparten eventos de regulacion y
ejecucion comunes, una vez iniciado.

A vpartir de la informacién disponible en la base de datos de genes asociados a
senescencia, Leaf Senescence Database (L1 y col., 2014), Li y col. (2012), a través de
una aproximacién de biologia de sistemas, han desarrollado un estudio donde se
construyeron modelos de redes de genes con el objetivo de encontrar reguladores
comunes al proceso de senescencia en A. thaliana, utilizando tanto genes
promotores como inductores de este proceso. Estos resultados mostraron que
hormonas como citoquininas, auxinas, 0xido nitrico, y otras pequefias moléculas
como Ca** retrasan la senescencia, mientras que el etileno, ABA, SA y pequedias
moléculas como el oxigeno, promueven el proceso de senescencia.

Por otro lado, la anotacién funcional automatica sigue siendo relevante y no
resuelta, aun para especies profundamente analizadas como los organismos modelo
(Klie y Nikoloski, 2012). En el caso de Arabidopsis, con aproximadamente 27.000
genes, solo la mitad pudo ser anotado funcionalmente basado en la similitud con
genes conocidos, mientras que so6lo un 13% de los mismos pudo ser
experimentalmente confirmado (Lamesch y col., 2012). En la biologia de plantas
existen dos ontologias de uso prioritario: Gene Ontology (GO) y MapMan.
Mientras GO se origin6 de manera independiente al interés de un organismo en

particular, Mapman fue desarrollado especificamente para la anotacion funcional
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de Arabidopsis, aunque luego fue extendido a maiz (Doehlemann y col., 2008),
Medicago (Tellstrom y col., 2007), tomate (Urbanczyk-Wochniak y col., 2006) y
papa (Rotter y col., 2007).

Estudios integradores de perfiles transcripcionales y metabolicos durante la
senescencia han sido desarrollados en maiz (Sekhon y col., 2012) donde fue posible
revelar redes de regulacién involucrando genes SAGs ya conocidos, asi como
también nuevos genes candidato detectados para esta especie.

Actualmente existen varias metodologias bioinformaticas de agrupamientos de
genes segun sus perfiles de expresidon o clustering pero muy pocos permiten
organizar los datos de una manera simple para el usuario y facil de interpretar en
un contexto de procesos bioldgicos.

El programa Mapman (Thimm y col., 2004) es una herramienta muy util para el
andlisis de un gran nimero de datos provenientes de andlisis transcriptomicos y
metabolomicos. Este programa consiste en modulos que colectan y clasifican los
parametros medidos (transcriptomicos y/o metabolémicos) dentro de un set de
categorias funcionales jerdrquicas o Bin code preestablecidas en una colecciéon que
contiene 34 codigos binarios en estructura de arbol que utiliza el programa para
luego ser graficadas en distintos diagramas, tanto de metabolismo general como
diagramas mas especificos de vias metabodlicas particulares. Mapman tiene la
ventaja de ser muy simple y versatil de utilizar y permite al usuario editar sus
propias vias metabolicas a partir del conocimiento previo de las categorias
funcionales en la coleccion.

Otro programa utilizado para andlisis de integracién de datos provenientes de
analisis transcriptomicos y metabolémicos es el programa Paintomics (Garcia-
Alcalde y col., 2011). Paintomics es un programa de interface web que permite la
integracion de datos en las vias metabolicas de la libreria KEGG (del inglés: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, http://www.genome.jp/kegg/). Este programa
tiene la desventaja de no presentar los resultados de una forma general en los
distintos procesos bioldgicos, sino que ilustra vias de sefializacion muy especificas
para cada una de las distintas rutas metabodlicas. Sin embargo, es muy tutil cuando
se quiere estudiar vias de sefializacion o procesos bioldgicos especificos, en
determinados analisis.

En los ultimos afios se ha incrementado significativamente el numero de
publicaciones en biologia de sistemas, integrando datos de diferentes émicas, donde

las regulaciones génicas y las interacciones entre genes identifican nuevas preguntas
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para formular con datos de expresion existentes (Bleda y col., 2012; Lin y col.,
2013). La recopilacion de datos procedentes de multiples recursos permite el
desarrollo de modelos mas complejos e integrales. Diferentes aproximaciones de
biologia de sistemas como la transcriptomica, la protedmica y la metabolomica
podran complementarse entre si para abordar cuestiones mas complejas como la
regulacion de la movilizaciéon de nutrientes durante la senescencia foliar. Las
limitaciones actuales en estudios protedmicos y metabolémicos hacen dificil un
analisis de la senescencia a nivel de biologia de sistemas (Guo, 2013). Las mejoras
en las tecnologias de analisis de las distintas omicas, sumado a la informacién
disponible de los distintos genomas ya secuenciados y al incremento en la cantidad
de programas bioinformaticos para el analisis de datos a gran escala, permitiran en
los préximos afios obtener una mejor vision de las diferentes vias de sefializacion
durante la activacion y el progreso de la senescencia foliar frente a condiciones
naturales, asi como también en respuesta a distintos tipos de estreses.

El objetivo principal de este Capitulo fue el desarrollo de un analisis integrador de
los cambios transcripcionales y metabdlicos y su relacion con las variables
fisiologicas asociados al proceso de senescencia en girasol para identificar los
procesos bioldgicos y vias de sefalizacion significativas durante el avance del
proceso y determinar asi posibles indicadores moleculares o biomarcadores

asociados al mismo.
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MATERIALES Y METODOS

A partir de los andlisis estadisticos realizados para los estudios transcriptomicos y
metabolomicos se generaron tablas con los datos de expresion de genes y
metabolitos diferencialmente expresados en condiciones naturales, tanto en ensayos
de campo como invernaculo para ser incluidas en los programas Mapman y
Paintomics, con el objetivo de integrar ambos andlisis. Se utilizaron las tasas de
cambio T1-TO y T2-TO como datos de entrada para cada uno de los programas

bioinformaticos.

Analisis de integracion utilizando el programa Mapman
Con el objetivo de utilizar este programa con datos provenientes de girasol fue

necesario adaptar la coleccién de datos para esta especie.

A partir de la base de datos de girasol que contiene aproximadamente 41.000
unigenes se realizo la anotacion funcional y asignacién de Bin code para cada uno
de ellos y se cred la coleccion con todos los genes anotados.

El resultado de esta anotacion funcional fue la creacién de una tabla que contiene
informacioén del Bin code asociado para cada unigen y metabolito, el nombre del gen
y una columna con descripciéon donde se informa el grado de similitud frente a un
determinado gen de Arabidopsis con su identificador y una descripcidén del mismo.
Esta tabla fue luego afiadida al programa y utilizada como libreria para luego

1dentificar y mapear los unigenes significativos en las distintas vias metabdlicas.

Analisis de integracion utilizando el programa Paintomics
Para utilizar este programa es necesario contar con los identificadores de los genes

en los mapas de KEGG o en el caso de Arabidopsis es posible utilizar los
identificadores de los genes.

A raiz de ello, y considerando que girasol no posee anotacion funcional de genes en
mapas de KEGG, se utilizaron los identificadores de los genes de Arabidopsis que
contenian alta similitud con los unigenes de girasol. A partir de la anotacién
funcional realizada para Mapman, se utilizd6 esa informacién para asignar un
1dentificador de Arabidopsis a cada unigen de girasol y de este modo poder utilizar
el programa.

Al igual que en el programa Mapman, los datos de entrada fueron los unigenes y

metabolitos con cambios estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

Utilizando el programa Mapman, fue posible obtener una imagen general del
metabolismo celular de la planta durante la senescencia, a partir de los datos
transcriptomicos y metabolomicos. Las Figuras 4.1 y 4.2 muestran la integracion de
los datos para los tiempos 1 y 2 (T1-TO y T2-TO) en las condiciones control
(senescencia natural) tanto de campo como de invernaculo, respectivamente. En
estas imagenes se grafica la tasa de cambio en escala logaritmica (log2), donde cada
simbolo cuadrado corresponde a un gen y cada simbolo circular a un metabolito.
Ambos ensayos mostraron un patrén de procesos de sobre- y sub-expresion
similares, la diferencia radic6 principalmente en una mayor o menor tasa de
cambio en los datos a campo, 1o cual hizo mas evidente y facil la interpretacion de
los resultados derivados de ese ensayo. En invernaculo, en el tiempo 1 (T1-T0), los
niveles de expresion fueron bajos en relacion al tiempo 2 (T2-T0); en el ensayo a
campo, por otro lado, esta diferencia fue menor y ya en el tiempo 1 se encontraron
valores elevados de expresion para la mayoria de los genes detectados.

Esta vision global del metabolismo permitié detectar los procesos bioldgicos mas
importantes que estarian sucediendo durante la senescencia. En todas las
condiciones evaluadas se pudo observar una disminucién en los niveles de
expresion de genes y metabolitos relacionados a los procesos de fotosintesis,
fotorrespiracion, ciclo de ascorbato-glutation relacionado a mecanismos
antioxidantes de defensa y genes asociados a glucolisis. Genes relacionados a la
degradacidn de sacarosa, por su parte se mostraron sobre-expresados mientras que
en concordancia con ello, los metabolitos de estas rutas metabolicas se mostraron
sub-expresados. Por otro lado, aquellos genes relacionados a la sintesis de sacarosa
y almidon presentaron bajos niveles de expresion. También se observaron altos
niveles de expresion de genes relacionados a las vias de degradacion de lipidos y del
ciclo del glioxilato, genes relacionados a la degradaciéon de nucledtidos y

aminodacidos, asi como también genes relacionados al reciclado de nutrientes.
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Figura 4.1: Esquema general del metabolismo celular. Ensayo campo control.
Genes y metabolitos representados en cuadrados y circulos respectivamente. La intensidad del color
corresponde con la escala logaritmica de la relacién de expresion (rojo: sobre-expresado; azul: sub-
expresado). (A) Tiempo 1 - Tiempo 0; (B) Tiempo 2 - Tiempo 0.
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Estos resultados evidenciaron un gran incremento en la tasa y regulacion del
metabolismo de macromoléculas y del reciclado de nutrientes durante el desarrollo
de la hoja, que podrian ser relevantes para un progreso ordenado del proceso de
senescencia foliar.

Con el objetivo de evaluar las principales vias metabolicas relacionadas al reciclado
de nutrientes durante el proceso de senescencia, se adapté una imagen tomada de
Guo y Gan (2005) para volcar los resultados derivados a este programa. La Figura
4.3 grafica de manera esquematica las principales vias de sefializacion del proceso
de reciclado de nutrientes que ocurri6 durante la etapa temprana de la senescencia
natural, en el experimento de campo (campo-control T1-T0).

En un tiempo previo a antesis, antes de la aparicion de los primeros sintomas de
senescencia para esta hoja (Figura 1.6 A), se pudo observar un incremento en la
expresion en los genes relacionados al reciclaje de nutrientes. Algunos genes
relacionados a la beta-oxidacion de acidos grasos y al ciclo del glioxilato mostraron
altos niveles de expresion; entre ellos las enzimas malato sintasa e isocitrato liasa
fueron las que mayor tasa de cambio evidenciaron. Por otro lado, también se
observo sobre-expresion de genes relacionados a la degradacion de aminoacidos y
acidos nucleicos que conducen a la formacidon de amonio como sustrato de la
enzima glutamina sintasa, la cual ademds mostrd altos niveles de expresion,
llevando luego a la formacion de glutamina como aminoacido de transporte. La
enzima asparagina sintetasa, por su parte, también presentd elevados niveles de
expresion en una etapa temprana en el progreso de la senescencia, involucrada en
la produccion de asparagina como aminoacido mévil en el transporte de nutrientes;
el glutamato liberado de esta reaccion es luego utilizado por la gluatamato
deshidrogenasa que también presentd una sobre-expresion, llevando a la

produccion de amonio, retroalimentando el ciclo de reciclado.
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Figura 4.3: Esquema de las vias de reciclado de nutrientes durante la
senescencia.

Ensayo realizado a campo en la condicién control. Se muestra la tasa de cambio en el
tiempo previo a antesis (T1-TO). AS, Asparagina sintetasa; ASPA, aspartato
aminotransferasa; GDH, glutamato deshidrogenasa; GS, glutamina sintetasa; ICL,
isocitrato liasa; MS, malato sintasa; NADP-GOGAT, glutamato sintasa dependiente de
NADP; PPDK, piruvato ortofosfato dikinasa.

A fin de evaluar en detalle las distintas vias metabolicas mas importantes y

mayoritariamente representadas por el numero de genes y/o metabolitos presentes

en cada una de ellas, se utilizo el programa Paintomics. Las Figuras 4.4 a 4.10

muestran la integracion de los datos para los tiempos 0, 1 y 2 (T0-T0; T1-TO y T2-

TO) en las condiciones de campo control (senescencia natural). Del mismo modo,

en estas imagenes se representa la tasa de cambio en escala logaritmica (log2),

donde cada simbolo se encuentra dividido en tres, representando los tres tiempos de

estudio. La intensidad del color corresponde a la escala logaritmica de la relacién

de expresion (rojo: sobre-expresado; azul: sub-expresado).
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Las Figuras 4.4 y 4.5 ilustran las vias de sefializacidén pertenecientes al proceso de
fotosintesis y fijacion de carbono respectivamente, en ambos casos se puede
observar una sub-expresion de estos procesos a medida que avanza el desarrollo de
la hoja, evidenciando una desaceleracion de la actividad fotosintética durante la
senescencia. Seguido a ello, los procesos de glucdlisis también se mostraron sub-
expresados (Figura 4.6), donde tanto genes como metabolitos mostraron bajos
niveles durante el desarrollo de la hoja. Sin embargo, se observaron altos niveles de
expresion en enzimas relacionadas a la degradacién de sacarosa (Figura 4.7) (no asi
para genes relacionados a la degradacion de almidon), indicando que la produccion
de glucosa durante esta etapa estaria gobernada principalmente por el metabolismo
de sacarosa debido a la fuerte disminucion de la actividad fotosintética. Por otro
lado, la disminuciéon en la producciéon y el metabolismo de glucosa para la
produccién de energia estaria compensada ademas, por la degradacion de acidos
grasos, proceso que evidencio estar incrementado durante la senescencia (Figura
4.8). El producto final de la degradacion de acidos grasos es la produccion de
Acetil-CoA que actia como sustrato de entrada al ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos, asi como también en el ciclo del glioxilato, cuyas enzimas también
mostraron altos niveles de expresion (Figura 4.3).

Con respecto a la degradacién de proteinas (Figura 4.9) se observd un incremento
en la expresién de genes asociados a los procesos de ubiquitinacién tanto en el
complejo asociado al reticulo endoplasmatico como en el citoplasma, evidenciando
un incremento en la actividad de los proteasomas.

Adicionalmente, y considerando ademas que este proceso se encuentra regulado
por los distintos niveles hormonales, se analizaron las distintas vias de sefalizacion
hormonal durante la senescencia (Figura 4.10). Se pudo observar una caida en la
expresion de genes relacionados a respuesta a auxinas posiblemente relacionado a
la disminucién en la tasa de crecimiento y desarrollo foliar, mientras que genes de
respuesta a giberelinas y brasinoesteroides se mostraron sobre expresados durante el
desarrollo de la hoja. Genes de respuesta a la hormona etileno por su parte,
mostraron altos niveles de expresion a medida que avanza el proceso de
senescencia, ejerciendo posiblemente una fuerte influencia en la activacion y

progresion del proceso.
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Figura 4.6: Vias metabolicas relacionadas a glicolisis y gluconeogénesis.
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Figura 4.7: Vias metabolicas relacionadas a metabolismos de almidon y sacarosa.
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Figura 4.8: Vias metabolicas relacionadas a metabolismo de acidos grasos.
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Figura 4.9: Vias metabdlicas relacionadas a procesamiento de proteinas en reticulo endoplasmatico.
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DISCUSION

Al estudiar procesos celulares como la senescencia foliar, la biologia molecular
tradicional se centra en moléculas individuales como acidos nucleicos, proteinas, y
metabolitos, mientras que la biologia de sistemas intenta ver la dinamica y la
integraciéon de muchos de los componentes moleculares asociados a su vez a
respuestas fisiologicas. En los ultimos afios, con los avances tecnoldgicos sumados
a la disminucion en los costos en las tecnologias moleculares de alto rendimiento,
ha escalado la obtencion de grandes volumenes de datos, lo cual hizo necesario el
desarrollo de nuevos programas, herramientas bioinformaticas y metodologias de
analisis para interpretar dichos datos en un nivel de procesos bioldgicos.

La senescencia en plantas es un mecanismo de naturaleza compleja y dindmica, por
lo cual es necesario un estudio a nivel de biologia de sistemas para un mejor
entendimiento de este proceso (Guo, 2013).

En los cultivos anuales, luego de la floracién, se induce el proceso de senescencia
en la planta entera. Los nutrientes foliares, productos del metabolismo de
macromoléculas, son removilizados y translocados hacia el fruto, produciendo en
ultima instancia la muerte celular, por lo cual se trata de un proceso controlado
estrechamente por el desarrollo de las estructuras reproductivas (Davies y Gan,
2012; Gregersen y col., 2013).

Al evaluar ecofisiologicamente el cultivo de girasol en condiciones naturales de
crecimiento a campo (Capitulo 1), se pudo observar una fuerte disminucion de area
foliar verde (Figura 1.3A), contenido de clorofila (Figura 1.6) y nitrégeno (Figura
1.8) luego de floracion, mientras que un retraso en la tasa de degradacion de estos
nutrientes fue observado en la condicion de decapitado, lo cual reflejo la fuerte
presion de las relaciones fuente-destino que gobiernan el inicio de la senescencia en
especies monocarpicas (Davies y Gan, 2012). Distintos tipos de estreses, como por
ejemplo el déficit hidrico, llevan a una disminucién del area foliar y/o a una
aceleracion de la senescencia (dependiendo del momento en el cual se produce el
estrés) implicando un menor rendimiento (Figura 1.5), por lo cual la asociacién
entre senescencia, area foliar fotosintéticamente activa y rendimientos de los
cultivos es un punto importante y objetivo de estudio en muchas especies de

importancia agrondémica.
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La relacion entre senescencia y productividad es compleja. Un beneficio para la
productividad mediante un retraso en la senescencia tiene que ser coordinado con
las fases tempranas del desarrollo, en particular, el momento de la floracién, que
marca el inicio de la fase de crecimiento reproductivo. Por lo tanto, la asociacion
entre la duracién de la senescencia (o la longitud de la fase de crecimiento
reproductivo) y el rendimiento puede ser confundida por los efectos de la época de
la floracién (Gregersen y col., 2013).
Mientras un numero de estudios ha fallado en demostrar la conexién entre
senescencia y productividad, se ha encontrado en los ultimos afios un incremento
en el numero de reportes en diferentes especies, utilizando mutantes y lineas
transgénicas en las cuales un retraso en la senescencia, impacta positivamente en la
productividad (Gregersen y col.,, 2013). Esta caracteristica es conocida como
fenotipo stay-green funcional (Kusaba y col., 2013). En el caso de girasol, se ha
demostrado una asociacion positiva entre retraso en la senescencia e incremento en
la productividad en distintos materiales hibridos comerciales. Para lograr éste
efecto, el fenotipo stay-green debe ser combinado con otros atributos como tiempo
de antesis y duracién del llenado del grano con el fin de contribuir de manera
eficiente a la produccion (De la Vega y col., 2011).
El desarrollo de la hoja tiene tres etapas principales, una fase de expansién, una
fase de madurez y una fase de senescencia (Guiboileau y col., 2010). Durante la
fase de madurez, la hoja estd sujeta a diferentes sefiales ambientales y fisiolodgicas
que pueden modificar el momento de inicio de la fase de senescencia. Sin embargo,
a pesar de que multiples mecanismos pueden inducir el proceso de senescencia de
manera temprana a través de diferentes vias de sefalizacion, el desarrollo del
proceso una vez iniciado pareceria ser similar a pesar de ser inducido por caminos
diferentes (Guo y Gan, 2012).
Los estudios realizados a nivel transcripcional y metabolico en hojas de girasol,
permitieron detectar importantes cambios en el metabolismo en una etapa
temprana del desarrollo, previa a antesis y antes de la manifestacion de los primeros
sintomas de senescencia evaluados fisiologicamente. En un tiempo post-antesis, el
patron de los cambios detectados y procesos biologicos observados fueron similares
a los de la etapa temprana, la principal diferencia radicdé en la mayor expresion
tanto de genes como metabolitos asociados a los distintos procesos del metabolismo
celular (Figura 4.1 y 4.2).
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El primer efecto observado durante el proceso de senescencia fue una disminucion
de la actividad fotosintética; genes y metabolitos claves de este proceso fueron
encontrados sub-expresados en etapas tempranas del desarrollo de la hoja (Figura
4.4 y 4.5). La disminucién en la tasa de fotosintesis impacta directamente en el
metabolismo de azucares, los cuales han sido reportados como reguladores de tasa
fotosintética mediante procesos de retroalimentacion (Wingler y col., 1998). Sin
embargo, el efecto de los azticares sobre el proceso de senescencia es controversial y
difiere segun las especies estudiadas (Nooden, 1988; van Doorn, 2004; Wingler y
col., 2009; Yoshida, 2003). En este estudio se pudo observar una disminucién de
los niveles de azucares durante la senescencia. Sumado a ello y como dato
adicional, al evaluar fisiologicamente la hoja 20, una hoja joven de la planta de
girasol, en un tratamiento de decapitado en el cual, para esta hoja, el tratamiento
fue en etapas tempranas de su desarrollo, se pudo observar una acumulacién
importante de azucares hacia los ultimos estadios del desarrollo, produciendo un
retraso en el fenotipo senescente. En este caso a diferencia de Arabidopsis donde la
acumulacioén de azucares induce senescencia (Watanabe y col., 2013; Wingler y
col., 2009), en girasol pareceria observarse un efecto opuesto.

Genes relacionados a procesos de degradacion de sacarosa, como por ejemplo
distintas fructoquinasas e invertasas de pared celular, vacuolares y neutras fueron
encontrados en altos niveles de expresion, lo cual indicaria que la falta de glucosa
como producto de la fotosintesis para la produccion de energia, estaria
suplementada por la hidrolisis de sacarosa.

Genes asociados al metabolismo de lipidos, por su parte, también fueron
encontrados en altos niveles de expresion (Figura 4.8), especialmente relacionados
a la beta-oxidacion, proceso que culmina con la producciéon de acetil-CoA, que
ademads de actuar como sustrato en el ciclo de los acidos tricarboxilicos actua como
sustrato de la enzima malato sintasa, una de las enzimas que mayor niveles de
expresion presento en estos analisis. Enzimas clave del ciclo del glioxilato, como las
enzimas isocitrato liasa y malato sintasa, fueron encontradas con una mayor
actividad en etapas tempranas del proceso de senescencia en hojas de cebada (Guty
Matile, 1988) y pepino (Graham y col., 1992) indicando un rol en el reciclado de
carbono durante la senescencia. Sin embargo, en Arabidopsis el ciclo del glioxilato
no juega un papel importante en el reciclado de nutrientes (Charlton y col., 2005) y
la expresion de la malato sintasa mostrd estar restringida especificamente a
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plantulas jovenes y las puntas de las raices de las plantas mas viejas, en hojas
senescentes no se detectd expresion tanto de malato sintasa como de isocitrato
liasa.

Un componente critico asociado al proceso de senescencia es la degradacion de
proteinas (Roberts y col., 2012). Genes asociados a los procesos de procesamiento
de proteinas, ubiquitinacion y degradacion, también presentaron altos niveles de
expresion durante la senescencia, mientras que se observd una sub-expresién en
genes asociados a glicosilacion de proteinas (Figura 4.9). Enzimas proteasas han
sido identificadas con abundantes niveles de expresion en hojas senescentes en
distintas especies (Desclos y col., 2009; Schiltz y col., 2004), y muchas de ellas se
encuentran reportadas como genes SAGs. En girasol, los genes que codifican para
varias de estas enzimas mostraron altos niveles de expresion durante el desarrollo
de la hoja (Tabla A3.1, Apéndice), entre ellas proteinas kinasas y fosfatasas, SAGI12,
una cistein-proteasa ampliamente reportada en estudios de senescencia y utilizada
como marcador de avance de este proceso y proteinas F-box, las cuales median la
ubiquitinacion de proteinas, marcandolas para su degradacion en el proteasoma.
Adicionalmente, chaperonas como Hsp70 y Hsp90 (del inglés Heat shock protein)
mostraron elevados niveles de expresion en girasol (Figura 4.9) y han sido
reportadas como asociadas a senescencia jugando un rol en la proteccion de
proteinas frente a la desnaturalizacién (Desclos y col., 2009; Schiltz y col., 2004).
Enzimas clave del reciclado de nutrientes como la asparagina sintetasa y la
glutamina sintasa y los metabolitos asociados asparagina y glutamina, principales
aminoacidos moviles involucrados en el transporte de nitrogeno (Buchanan-
Wollaston y col., 2003) mostraron valores elevados durante el desarrollo de la hoja
(Figura 4.3) evidenciando una fuerte actividad de reciclaje ya en las etapas
tempranas del desarrollo previo a los primeros sintomas.

El rol de las distintas fitohormonas ha sido investigado durante la senescencia
natural e inducida frente a distintos tratamientos (Breeze y col., 2011; Lim y col.,
2007; Quirino y col., 2000). Sin embargo, es dificil dilucidar cémo las diferentes
hormonas regulan el inicio y la progresion de la senescencia foliar, ya sea afectando
directa o indirectamente el programa de desarrollo (Jibran y col., 2013).

Entre las hormonas mas importantes y de mayor impacto directo en el proceso de
senescencia encontramos la hormona etileno, la cual juega un rol relevante en el
crecimiento y desarrollo vegetal y su asociacion con el proceso de senescencia ha
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sido ampliamente reportada (Lim y col., 2007) actuando ademas, en conjunto con
otras hormonas, regulando el avance de la senescencia de manera dependiente de la
edad de desarrollo (Schippers y col., 2007). En girasol se pudo observar un
incremento en la expresion de aquellos genes asociados a las vias de sefalizacion de
esta hormona (Figura 4.10). Sumado a ello, los genes candidatos Ha-EIN2 y Ha-
NACO01, evaluados en el Capitulo 3, y que se encuentran asociados a las vias de
sefializacion de esta hormona, también mostraron altos niveles de expresion a
medida que avanza el progreso de la senescencia, lo cual remarcaria la accidén de
estas vias de seflalizacion iniciando y/o regulando el progreso de la senescencia en
girasol, puntualizdndolos como importantes genes candidato.

Genes de respuesta a brasinoesteroides, acido jasmonico y acido salicilico también
mostraron altos niveles de expresion a medida que progresa el desarrollo de la hoja,
mientras que aquellos genes de respuesta a auxinas se vieron sub-expresados
mostrando una posible accién de estas vias de sefalizacién en la regulacion del
progreso de la senescencia. Sin embargo, las vias de sefializacidon en respuesta a
giberelinas y acido abscisico no mostraron un patron de expresion muy claro, con
patrones contradictorios dentro de cada via en relacién al proceso.

Una caracteristica importante del desarrollo del proceso de senescencia es la
activacion de un gran numero de factores de transcripcion (Balazadeh y col., 2008)
los cuales juegan un rol importante en la activacién y/o inhibiciéon de los distintos
procesos que gobiernan el inicio y avance de la senescencia, especialmente aquellos
pertenecientes a las familias NAC, AP2/EREBP, WRKY, MYB, C2H2 zinc-finger,
y bZIP los cuales han sido mayormente reportados en asociacidon con este proceso
(Balazadeh y col., 2008; Breeze y col., 2011; Buchanan-Wollaston y col., 2005). En
girasol, mediante un analisis transcriptomico de micromatrices fue posible la
deteccion de un gran numero de factores de transcripcion, con altos niveles de
expresion en etapas tempranas del desarrollo de la hoja previa a antesis (T1-T0),
(discutido en el Capitulo 3), que a su vez han sido validados mediante estudios de
los perfiles de expresidon a través de qPCR (Bengoa Luoni, 2014), lo cual tendria
una significancia importante para la activaciéon y desarrollo del proceso de
senescencia y el reciclado de nutrientes hacia el desarrollo del grano. Entre ellos, las
familias NAC, AP2-EREBP, MYB y HB mostraron un mayor numero de
representantes y con elevados niveles de expresion (Figura 3.3); en particular la
familia de factores de transcripcion NAC que a su vez mostrd altos niveles de
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correlaciéon con otros miembros de esa familia y con representantes de otras
familias como AP2-EREBP, MYB y MYB-related (Figura 3.5) lo cual hace que
estos factores de transcripcidn se constituyan como importantes candidatos para un
estudio mas detallado y puntual de su efecto en la ejecucion del programa de
senescencia en esta especie.

Los resultados de esta tesis han permitido generar un gran volumen de datos, los
cuales demuestran un numero relevante de procesos bioldgicos que son sobre-
expresados y sub-expresados durante la evolucion de la senescencia foliar en
girasol. Los estudios de perfiles transcripcionales y metabolicos y su asociacion con
eventos ecofisioldgicos permitieron la identificacion de genes candidato asociados a
este proceso, especialmente factores de transcripcion que podrian estar actuando en
la activacion del programa de senescencia y distintos biomarcadores del avance del
proceso que fueron detectados en etapas tempranas. En la actualidad, no existen
estudios previos a niveles omicos relacionados al proceso de senescencia en girasol,
por lo cual estos resultados, ademas de ser pioneros para esta especie, son un punto
de partida importante para futuros andlisis, abriendo nuevas posibilidades y
estrategias de estudio que serdn necesarias para poder comprender de manera mas
detallada e integral las posibles vias de activacion de la senescencia natural en
girasol.

La comprensién del proceso en conjunto con los procesos subyacentes al mismo,
contribuird a desarrollar estrategias de mejoramiento, controlando el proceso de
llenado y maduracién de grano, mejorando los rendimientos del cultivo, lo cual
representa un desafio importante para el futuro de la agricultura dado el gran
crecimiento de la poblaciéon mundial sumado al incremento en los riesgos
climaticos que afectan a la productividad. Por tal motivo, la sinergia
multidisciplinaria de los distintos campos de la biologia, la estadistica y la
bioinformatica sera necesaria para comprender los eventos moleculares que
desencadenan y regulan el proceso de senescencia permitiendo determinar las
causas que lo provocan y generar herramientas moleculares que faciliten futuras

intervenciones sobre el mismo.
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DISCUSION GENERAL

La senescencia foliar en plantas es un mecanismo complejo y altamente
coordinado que se encuentra influenciado tanto por factores internos como
externos (Noodén y col., 1997) y que ademas presenta un gran impacto economico
para la produccion agricola (Gregersen y col., 2013). En el caso del girasol, el
segundo cultivo oleaginoso en importancia agrondmica para nuestro pais después
de la soja, este proceso interviene en la brecha existente entre el rendimiento
potencial y el rendimiento real observado a campo, por la mayor o menor
oportunidad de las plantas para mantener el sistema fotosintético activo durante
periodos prolongados, especialmente durante el periodo critico del llenado de
grano.

En este trabajo de tesis se propuso estudiar el proceso de senescencia en hojas de
girasol mediante enfoques fisiologicos, metabolémicos, transcriptdmicos y una
aproximacion de biologia de sistemas con el objetivo final de integrar dicha
informacién en una visién global de los procesos subyacentes a la senescencia
foliar. E1 mismo ha sido consecuencia de un esfuerzo multidisciplinario, que
incluyé bidlogos moleculares, genetistas, ecofisidlogos, bioinformaticos y
estadisticos.

Mediante un estudio de las variables fisioldgicas en condiciones naturales de
cultivo a campo, fue posible la evaluacion critica del progreso de la senescencia a
nivel de cultivo, considerando la planta entera y su comportamiento en el canopeo,
asi como también, a nivel de hoja, examinando tres hojas a diferente posicion en el
tallo sometidas a tratamientos que modifican la tasa de senescencia, permitiendo
asi, la seleccién de muestras para estudios moleculares y la puesta a punto de
condiciones experimentales y tiempos de evaluacion para futuros estudios.

Los estudios a nivel metabolémico han emergido en los ultimos afios y se han
establecido en el campo de las aproximaciones post-gendémicas (Shulaev, 2006;
Shulaev y col., 2008). Actualmente se conoce muy poco acerca de la regulacion
metabdlica del proceso de senescencia en plantas (Watanabe y col., 2013). En el
caso del girasol, los estudios metabolémicos en relacién a estreses abidticos son
limitados. En particular en el tema de senescencia se han estudiado los cambios en
la composicion bioquimica de algunos metabolitos durante la senescencia natural

de la hoja (Agtiera y col., 2012; Cabello y col., 2006). Sin embargo, no se ha
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realizado hasta el momento un andlisis de perfiles metabdlicos a nivel de
disciplinas émicas en relacion a senescencia foliar.

En este trabajo se llevd adelante un estudio de los perfiles metabolicos durante el
desarrollo del proceso de senescencia en la hoja 10 de la planta de girasol, tanto en
condiciones control evaluando la senescencia natural, asi como también en
condiciones de déficit hidrico, detectandose 58 metabolitos primarios que
mostraron un comportamiento diferencial durante el desarrollo de la hoja, entre
ellos diferentes tipos de aminoacidos, acidos organicos, azucares y azucares
alcohol, en cada uno de los dos ensayos evaluados mediante la técnica de GC-TOF-
MS. Asimismo, mediante cromatografia i6nica fue posible determinar la variacion
de las concentraciones de los distintos nutrientes idnicos importantes durante la
removilizacion de nutrientes.

El desarrollo del proceso de senescencia en plantas esta caracterizado por la
activacion e inactivacion de distintos grupos de genes, los cuales pueden estar
sobre- o sub-expresados durante el avance de este proceso y a su vez estos genes
pueden estar involucrados en multiples vias de sefializacién interconectadas
formando una compleja red que controla la senescencia foliar. En los ultimos diez
afios se han realizado diferentes estudios con el objetivo de identificar genes
asociados a la senescencia sobre- y sub-expresados a lo largo de los distintos
estadios del proceso (Balazadeh y col., 2008; Breeze y col., 2011; Buchanan-
Wollaston y col., 2003; Gepstein y col., 2003; Gregersen y Holm, 2007; Li y col.,
2012; Lim y col., 2007; Liu L y col., 2008).

En este trabajo, mediante un estudio transcripcional del proceso de senescencia en
girasol a través de la tecnologia de micromatrices, fue posible la deteccion
simultdanea de miles de genes que mostraron un comportamiento diferencial
durante el desarrollo de la hoja tanto en condiciones naturales como en plantas
sometidas a déficit hidrico, logrando una vision general del transcriptoma de la
planta en distintos momentos del proceso. Varios genes SAGs previamente
reportados en especies modelo, fueron confirmados con un patréon de expresion
asociado a senescencia, asi como también se detectaron numerosos factores de
transcripcidén con elevados niveles de expresién en etapas tempranas, previas a los
primeros sintomas de senescencia evaluados fisiologicamente, remarcandolos como
importantes genes candidatos en la activacion e inicio del proceso de senescencia en
esta especie.
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Durante el proceso de senescencia, diferentes sefiales pueden inducir diferentes
grupos de genes (He y col., 2001; Lim y col., 2007; Park y col., 1998; Weaver y
col., 1998), los cuales a su vez, pueden iniciar diferentes procesos bioquimicos y
fisioldgicos. De este modo, se trata de un proceso de naturaleza compleja y
dindmica, por lo que estudios a un nivel de biologia de sistemas son criticos para un
mejor entendimiento de este proceso (Guo, 2013). De este modo, mediante una
aproximacion de biologia de sistemas, fue posible integrar la informacién
proveniente del analisis fisioldgico, metabolémico y transcriptdémico.

Los resultados de este trabajo de tesis permitieron detectar importantes cambios en
el metabolismo celular en una etapa temprana del desarrollo, previa a antesis y
antes de la manifestacién de los primeros sintomas de senescencia evaluados
fisiologicamente, lo cual demuestra la importancia de estas vias en la ejecucion y
desarrollo del programa de senescencia en girasol.

Este estudio constituye el primer trabajo de senescencia foliar en girasol abordado
mediante estrategias dmicas, permitiendo el desarrollo de nuevas estrategias de
estudio para este caracter de gran influencia en el rendimiento del cultivo y en la
calidad de los granos, contribuyendo ademas a desarrollar nuevas estrategias de
mejoramiento, con el objetivo de controlar el proceso de llenado y maduracion de

grano.
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CONCLUSIONES FINALES

I

II

I

Los estudios de las variables fisiologicas permitieron detectar cambios en la
evolucion de la senescencia en hojas de diferentes edades y frente a distintos
tratamientos, facilitando la seleccion de muestras y tiempos de muestreos para
estudios a nivel molecular. Asimismo, las variables contenido de clorofila y
nitrégeno mostraron ser mas robustas para la diferenciaciéon de muestras en

distintos estadios senescentes.

El tratamiento de déficit hidrico implementado en estadios tempranos no
mostré ser un inductor de senescencia en girasol, debido principalmente a una
adaptacion de esta especie relativamente tolerante a sequia, mientras que el
tratamiento de ablacion del érgano reproductivo evidencié un retraso del

proceso en hojas jévenes.

Cerca de 60 metabolitos primarios fueron detectados con importantes
cambios en etapas tempranas del inicio del proceso de senescencia en hojas de
girasol. Azucares y metabolitos relacionados al ciclo de los 4&cidos
tricarboxilicos fueron detectados en bajos niveles, mientras que distintos
aminoacidos mostraron altos niveles de concentracidén, especialmente

aminoacidos aromaticos y de cadena ramificada.

Nueve nutrientes idnicos, anidnicos y catidnicos fueron encontrados con
diferencias de concentracion, evidenciando una gran movilidad de nutrientes
a medida que avanzaba el proceso de desarrollo de las hojas en girasol. Un
analisis mas detallado espacio temporal, considerando tiempos de muestreos
mas acotados en el tiempo y hojas de distintas posiciones en el tallo, seria
necesario para determinar de manera mas especifica los movimientos de los

distintos nutrientes durante el progreso de la senescencia.

Aproximadamente 4.900 genes unicos anotados funcionalmente y con
diferencias de expresion estadisticamente significativas fueron detectados
durante la evolucion de la senescencia en condiciones naturales de
crecimiento a campo, de los cuales cerca de 2.000 evidenciaron un

incremento en los niveles de expresién en etapas tempranas, previo a antesis.
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La mayoria de ellos representan genes relacionados a regulacién de la
transcripcion, reciclado de nutrientes y degradacion de proteinas, lipidos

acidos nucleicos y azucares.

VI Aproximadamente 30 factores de transcripcion fueron encontrados con altos
niveles de expresiébn en etapas tempranas, previo a la apariciéon de los
primeros sintomas de senescencia, entre ellos, las familias mas representadas
corresponden a los FT con dominios AP2-EREBP, MYB, NAC, bZIP y HB.
En particular, las familias NAC, AP2-EREBP y MYB mostraron altos niveles
de expresiéon y mayores niveles de correlacién y co-expresion, sefialandolos
como importantes biomarcadores candidatos para la ejecucion del programa

de senescencia en girasol.

VII Mediante una aproximacion de biologia de sistemas fue posible integrar la
informacién proveniente de las distintas disciplinas, encontrandose
correspondencia entre los cambios detectados a través de las diferentes
estrategias. Una vision general del metabolismo celular permitidé observar una
disminucién de la actividad fotosintética y crecimiento celular y un
incremento en el metabolismo de sacarosa, acidos grasos, nucledtidos y
aminoacidos asi como también en aquellos procesos relacionados al reciclado

de nutrientes.

PERSPECTIVAS

Este trabajo de tesis constituye el primer antecedente de estudio del proceso de
senescencia en girasol a través de una aproximacion de biologia de sistemas
integrando la informacion proveniente de distintas disciplinas de investigacion. Si
bien los resultados aqui presentados deberan ser validados mediante técnicas de
genética molecular y gendmica funcional, evaluando la participaciéon de los
distintos genes candidatos en las diferentes vias de sefalizacion del programa de
senescencia foliar en girasol, el trabajo constituye un punto de partida promisorio
que permitira el desarrollo de nuevos disefios experimentales para el estudio de la
senescencia en esta especie. El estudio de nuevas variables utilizando lineas
publicas de girasol contrastantes para el caracter senescencia, analizadas bajo series

temporales acotadas a los primeros estadios de desarrollo de cada hoja, asi como
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también la generacién de nuevas herramientas moleculares, proveera no solo
novedosas aplicaciones para profundizar en el estudio de este caracter, sino
también para al mejoramiento asistido de girasol. Asimismo este trabajo contribuye
a la dilucidar las bases moleculares de la senescencia en una especie no modelo,
permitiendo no solo la confirmacién del importante rol de algunos genes
candidatos previamente descriptos en dichas especies sino también a través de la
1dentificacion de nuevos metabolitos y transcriptos claves para el proceso, con
perfiles particulares de evolucion en distintas condiciones de cultivo y/o en

distintas hojas y etapas de desarrollo de la planta de girasol.

Dra. Ruth Heinz Dra. Paula Fernandez Lic. Sebastian Moschen
Director Director Asistente Doctorando
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Figura A3.1: Distribucion de GOs significativos para Funcion Molecular (FM) en los contrastes T1-TO en condicién campo control. (A) sobre-expresados; (B) sub-expresados.
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Tabla A3.1: Genes SAGs con mayor tasa de cambio durante la senescencia natural en el experimento de campo.
Los valores de expresion se encuentran en escala logaritmica en base 2 para cada uno de los contrastes: T1-TO (Tiempo 1 — Tiempo 0) y T2-TO (Tiempo 2 — Tiempo 0)

Alta similitud con

Unigen girasol Arabidopsis Funcién Descripcién
HeAn_C_1184 AT5G42270 Chlorophyll degradation FtsH extracellular protease family

HeAn_S 37374 AT4G11910 Chlorophyll degradation

HeAn_S_37058 AT5G13200 Hormone response pathway:ABA GRAM domain family protein

HeAn_C_509 AT1G75450 Hormone response pathway:CK cytokinin oxidase 5

HeAn_C_6755 AT2G33150 Hormone response pathway:JA peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 3
HeAn_S_25592 AT1G79680 Lipid/Carbohydrate metabolism WALL ASSOCIATED KINASE (WAK)-LIKE 10
HeAn_S_ 21409 AT1G53310 Lipid/Carbohydrate metabolism -2,10 -2,13 | phosphoenolpyruvate carboxylase 1
HeAn_C_12878 AT1G21240 Lipid/Carbohydrate metabolism -1,44 -2,02 | wall associated kinase 3

HeAn_S_13324 AT2G42790 Lipid/Carbohydrate metabolism citrate synthase 3

HeAn_C_12396 AT2G31390 Lipid/Carbohydrate metabolism pfkB-like carbohydrate kinase family protein
HeAn_S_ 34239 AT2G45220 Lipid/Carbohydrate metabolism Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
HeAn_C_5147 AT5G65110 Lipid/Carbohydrate metabolism:fatty acid catabolism acyl-CoA oxidase 2

HeAn_C_3979 AT1G54100 Lipid/Carbohydrate metabolism:fatty acid catabolism aldehyde dehydrogenase 7B4

HeAn_C_163 AT4G37990 Lipid/Carbohydrate metabolism:Mannitol elicitor-activated gene 3-2

HeAn_C_11408 AT3G17810 Nucleic acid degradation pyrimidine 1

HeAn_C_3955 AT1G11190 Nucleic acid degradation:RNA and DNA degradation bifunctional nuclease i

HeAn_C_3517 AT4G10380 Nutrient recycling NOD26-like intrinsic protein 5;1
HeAn_S_21426 AT5G46180 Nutrient recycling 1,84 2,01 | ornithine-delta-aminotransferase
HeAn_S_22977 AT5G13750 Nutrient recycling 2,14 2,55 | zincinduced facilitator-like 1

HeAn_C_12388 AT1G58030 Nutrient recycling 2,71 2,72 | cationic amino acid transporter 2
HeAn_C_1716 AT2G26230 Nutrient recycling uricase / urate oxidase / nodulin 35, putative
HeAn_S_21335 AT1G32450 Nutrient recycling nitrate transporter 1.5

HeAn_S_39024 AT4G33150 Nutrient recycling lysine-ketoglutarate reductase
HeAn_S_37701 AT1G80160 Nutrient recycling Lactoylglutathione lyase / glyoxalase | family protein
HeAn_S 27145 AT2G38940 Nutrient recycling phosphate transporter 1;4

HeAn_C_11320 AT1G15380 Nutrient recycling Lactoylglutathione lyase / glyoxalase | family protein
HeAn_C_6293 AT1G58360 Nutrient recycling:Amino acid transport amino acid permease 1

HeAn_S_13856 AT3G60640 Nutrient recycling:Autophagy Ubiquitin-like superfamily protein
HeAn_S_37067 AT5G39670 Nutrient recycling:Calcium Calcium-binding EF-hand family protein
HeAn_S 25880 AT2G41220 Nutrient recycling:N mobilization and transport glutamate synthase 2
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HeAn_S_28865 AT5G51070 Others:Defense and cell rescue mechanisms Clp ATPase

HeAn_C_3900 AT4G12290 Others:Detoxification Copper amine oxidase family protein

HeAn_C_719 AT1G78380 Others:Detoxification glutathione S-transferase TAU 19

HeAn_C_11165 AT5G01600 Others:Detoxification ferretin 1

HeAn_C_2113 AT1G21000 Others:Metal binding PLATZ transcription factor family protein

HeAn_C_11547 AT1G76590 Others:Metal binding PLATZ transcription factor family protein

HeAn_C_11239 AT5G62480 Others:stress and detoxification glutathione S-transferase tau 9

HeAn_C_1598 AT5G52640 Others:stress and detoxification heat shock protein 90.1

HeAn_C_3531 AT5G50260 Protein degradation/modification Cysteine proteinases superfamily protein

HeAn_C_1620 AT5G45890 Protein degradation/modification senescence-associated gene 12

HeAn_C_1984 AT1G67340 Protein degradation/modification:F-box HCP-like superfamily protein with MYND-type zinc finger
HeAn_C_4383 AT1G21410 Protein degradation/modification:F-box F-box/RNI-like superfamily protein

HeAn_C_8229 AT1G66200 Protein degradation/modification:glutamate synthetase glutamine synthase clone F11

HeAn_S 37631 AT5G24550 Protein degradation/modification:hydrolase beta glucosidase 32

HeAn_S_15612 AT5G10930 Protein degradation/modification:protein kinase and phospha. CBL-interacting protein kinase 5

HeAn_C_1639 AT3G22370 Redox regulation:Antioxidants alternative oxidase 1A

HeAn_C_1282 AT2G18950 Redox regulation:Antioxidants homogentisate phytyltransferase 1

HeAn_S_37145 AT3G28540 Redox regulation:ATPase P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases protein
HeAn_C_1365 AT1G75280 Redox regulation:reductase NmrA-like negative transcriptional regulator family protein
HeAn_S_13197 ATAG09010 Redox regulation:ROS ascorbate peroxidase 4

HeAn_S 37764 AT2G33380 Signal transduction:Calcium Caleosin-related family protein

HeAn_C_11791 AT1G46768 Transcription regulation:AP2-EREBP related to AP2 1

HeAn_S_13087 AT5G43700 Transcription regulation:AUX-IAA AUX/IAA transcriptional regulator family protein
HeAn_S_39847 AT5G39660 Transcription regulation:C2C2-Dof cycling DOF factor 2

HeAn_S_16691 AT5G60200 Transcription regulation:DOF TARGET OF MONOPTEROS 6

HeAn_S_16631 AT5G45710 Transcription regulation:HSF winged-helix DNA-binding transcription factor family protein
HeAn_C_518 AT3G24500 Transcription regulation:MBF1 multiprotein bridging factor 1C

HeAn_S_37677 AT3G50060 Transcription regulation:MYB myb domain protein 77

HeAn_S_32569 AT1G48000 Transcription regulation:MYB myb domain protein 112

HeAn_C_7516 AT3G04070 Transcription regulation:NAC NAC domain containing protein 47

HeAn_C_3510 AT3G15500 Transcription regulation:NAC NAC domain containing protein 3
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Tabla A3.2: FT con mayor tasa de cambio durante la senescencia natural en el experimento

de campo.

Los valores de expresidn se encuentran en escala logaritmica en base 2 para cada uno de los contrastes:
T1-TO (Tiempo 1 —Tiempo 0) y T2-TO (Tiempo 2 — Tiempo 0)

. . - log2 log2 Alta similitud
Unigen girasol Familia FT T1-10 | T2-T0 con
HeAn_S 30904 C2H2 AT4G17810
HeAn_C_11953 MADS AT2G45650
HeAn_S 19690 C2C2-GATA AT5G25830

HeAn_C_419 zf-HD AT4G24660
HeAn_S 28995 MYB-related AT5G52660
HeAn_C_1262 Sigma70-like AT1G64860
HeAn_C_3894 HB AT1G69780
HeAn_C_1889 Sigma70-like AT5G24120
HeAn_C_5012 Trihelix AT5G28300
HeAn_C_10633 LIM AT3G61230
HeAn_S 38260 AP2-EREBP AT2G44840
HeAn_C_1736 MADS AT5G15800
HeAn_S 17088 NAC AT3G15510
HeAn_C_11649 LIM AT1G10200
HeAn_C 11894 HB AF339748
HeAn_S 38523 AP2-EREBP AT3G16770
HeAn_S 20175 bHLH AT2G42280
HeAn_S 23351 MYB-related AT1G01060
HeAn_C_8526 NAC AT1G01720
HeAn_C_ 12542 C3H AT2G40140
HeAn_C 11489 MYB AT1G68320
HeAn_C 12149 MYB-related AT5G17300

HeAn_C_562 bZIP AT1G42990
HeAn_C 10939 AP2-EREBP AT1G50640
HeAn_S 39847 C2C2-Dof AT5G39660
HeAn_B 41077 WRKY AT1G80840
HeAn_C 12919 C3H AT3G55980
HeAn_S 16691 C2C2-Dof AT5G62940
HeAn_S 36863 AP2-EREBP AT5G61600
HeAn_C_6630 CCAAT AT5G63470
HeAn_S 37677 MYB AT4G37260
HeAn_S 16631 HSF AT4G18880
HeAn_C_11118 NAC AT1G69490
HeAn_S 32569 MYB AT5G49620
HeAn_S 36498 OFP AT2G30400
HeAn_C_11287 MYB AT5G67300
HeAn_C_10816 NAC AT1G52890
HeAn_C_3510 NAC AT3G15500
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