Urante el Deteri

Diego F. Cortés?, Kim Reilly2, John Beeching?, Diana Bernal* Joe Tohme?
1. Centro Internacional de Agricultura Tropical, CIAT. Cali. Colombia.
2. Universidad de Bath, UK
3. Virginia Bioinformatics Institute, Virginia Tech University, Blacksburg VA 24060, USA

INTRODUCCION RESULTADOS Y DISCUSION
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La yuca (Manihot esculenta Crantz) es una planta que tiene la capacidad de A

crecer bajo condiciones climaticas adversas y en suelos poco fértiles. Sus Ribosamal vrotein S3
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raices forman tubérculos con un alto contenido de carbohidratos, por lo que
constituyen una importante fuente alimenticia para millones de personas en

Putative TIP type afuaporin
f e Ard A fri H At2a33490
paises en via de desarrollo de América, Africa y Asia. Res 48h Phosuholinase

puesla P450 CYPTIE
temprana Vacuolar proton inorganic pyrophosphatase {H+ PPase)
UDP ¢lucosvltransferase
Class IV chitinase
M.esculenta allerwemic related protein
PIP 1 type aquaporin

L 405 ribosomal protein $29
PIP2 tvne aguaprin
Peroxidase
a ACC oxidase

Germin Like protein
Elonwation factor EFla
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Los tubérculos de la yuca sufren un deterioro fisiolégico poscosecha (DFP)
gue los hace no comestibles en 24-72 horas. Este proceso empieza con una

coloracién azul oscura del tejido vascular, y posteriormente una coloracion
marrén de todo el parénquima (Fig. 1). ElI DFP es el mayor impedimento para
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beneficiaria a los campesinos, procesadores y consumidores de los mismos. 72y96h

El DFP es un proceso activo de los tubérculos, por lo tanto, debe estar Tuxin induced protein
MtH19 protein
Monoamnine i

Ethylene response factor

controlado por la expresion de genes especificos. El objetivo de este proyecto
es identificar los principales genes involucrados en el DFP, utilizando
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tecnologias de andlisis masivo de expresion génica como los microarreglos de »rery
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Agrupamiento de los clones regulados durante el DFP segln el momento en que
aument6 (a) o disminuyé (b) su nivel de expresion. La intensidad del color refleja

Fig. 1 i ) - la magnitud del cambio en el nivel de expresion.
DFP en tubérculos de yuca. (a) Tubérculo recién cosechado,

(b) después de 24 horas, (C) después de 72 horas.

>12h

a

] Se identificaron 114 clones inducidos y 70 suprimidos en algin momento de

METODOLOGIA las primeras 96 horas del DFP. Algunos de estos clones son redundantes
entre si y representan genes con roles en refuerzo de la pared celular;
biosintesis de glucosinolato; muerte celular programada; control de
transcripcion y traduccion; estrés oxidativo; transduccién de sefiales o
percepcion; transporte de iones, agua y metabolitos; y sin funcién conocida.
En la Fig. 3 se muestra el patrén de expresién de algunos de los genes
regulados durante el DFP. Los genes aparecen organizados segun el
momento del DFP en el que su nivel de expresiéon aument6é (Fig. 3a) o
disminuyé (Fig. 3b). Entre los genes regulados se encontré un aumento en
el nivel de expresion de cuatro enzimas que desactivan especies reactivas
de oxigeno, como catalasas y peroxidasas; también se encontr6 un aumento
en el nivel de expresion de un factor de transcripcién activado por el etileno y
de la enzima ACC oxidasa (oxidasa del &cido 1-aminocyclopropano-1-
carboxilico), la cual cataliza el Gltimo paso de la biosintesis del etileno; por
otro lado, se encontr6 disminucion en la expresion de una proteina reprimida
por auxina y aumento en la expresion de otra proteina inducida por auxina.

Se fabricaron microarreglos de ADNc con mas 11.000 clones de una libreria
construida a partir de ARNm de raices de Manihot esculenta en diferentes
etapas del DFP, los cuales fueron hibridizados simultdneamente con muestras
de ADNc marcadas diferencialmente, de raices recién cosechadas y raices
cosechadas 12, 24, 48, 72 o 96 horas antes (Fig. 2). Los resultados de las
hibridizaciones fueron analizados en la Universidad de Bath (Reino Unido),
con el programa “Arrayvision”. Los clones cuya expresion aumento 2 veces o
mas, o disminuciy6 2.3 veces o mas durante el DFP fueron secuenciados, y
se les asigné una funcién putativa segun las homologias encontradas en
bases de datos de ADN o de proteinas del “Gene Bank”.

Asi, los resultados obtenidos hasta ahora, indican que factores como el
estrés oxidativo, el etileno y la auxina posiblemente juegan un papel
RNAm ADNe importante durante el DFP.

Finalmente se va a determinar el patron de expresién de los clones del
microarreglo en hojas sanas y heridas, y segun las funciones putativas
asignadas, se seleccionaran algunos clones para aislar y caracterizar la
secuencia genomica correspondiente, incluyendo los promotores.  Asi
esperamos adquirir suficiente conocimiento para entender como esta siendo
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regulado el deterioro fisiologico poscosecha, y tener genes candidatos para
Esquema de hibridizaciéon sobre microarreglos de ADNc para identificar clones con 9 9 p, ) y 9 P
expresion regulada durante el DFP. X=12, 24, 48, 72 o 96 horas después de la modular el DFP en plantas transgénicas.

cosecha.



