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ETR3 gen que codifica receptor de etileno

ETR4 gen que codifica receptor de etileno
ETR6 gen que codifica receptor de etileno

ETR Receptores de etileno, del inglés “Ethylene Resistant”

ex extincion

FAOSTAT base de datos estadisticos corporativos de la Organizacidn para la Agricultura y la

Alimentacidn

Fig figura
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Fm fluorescencia maxima
Fv coeficiente de fluorescencia variable

Fv/Fm eficiencia fotoquimica maxima del fotosistema Il.

GMP GDP-D-manosa pirofosforilasa.

GGP GDP-L-galactosa fosforilasa

GGP-49C12 mutante de tomate deficiente en GDP-L-galactosa fosforilasa 1
GGP-5261 mutante de tomate deficiente en GDP-L-galactosa fosforilasa 1

Gl irradiancia de invernadero
GIB giberelinas

GLDH L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa

GME GDP-d-manosa epimerasa

GPP L-galactosa-1- fosfato fosfatasa

GPX glutation peroxidasa
GR glutation reductasa
Grx glutarredoxina

GSH glutatién

GSSG glutation oxidado

H hora

HI Irradiancia del exterior del invernadero

HPLC cromatografia liquida de alta presion

IMG fruta verde inmadura
JUB1 gen JUBGBRUNNEN1
LR del inglés light red (rojo)

MDA malondialdehido
MDHA acido mono dehidroascorbico

MDHAR monodehidroascorbato reductasa
MG del inglés mature green (verde maduro)

Micro-Tom variedad de tomate



min minutos

M-MLV del inglés moloney murine leucemia virus reverse transcriptase
NACC1 gen Nucleus accumbens-associated protein 1

NADP+ nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidado
NADPH nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido

Nor mutantes para el gen NOR

NOR gen “non ripening”

NOX NADPH oxidasa

NPQ “Quenching” no fotoquimicoO,-- anién superdxido

02°- oxigeno singuelete

PAR radiacidn fotosintéticamente activa

PCR amplificacién en cadena por la ADN polimerasa
PF peso fresco

pH potencial de hidrégeno

Pll fotosistema Il

PMSEF fenilmetilsulfonilo

Prx peroxiredoxinas

PSI fotosistema |

rin mutante para RIN

RIN gen “Ripening Inhibitor”

ROS del inglés Reactive oxygen species

RR del inglés red ripe (rojo maduro)

RT-gPCR amplificacion en cadena por la ADN polimerasa en tiempo real
sHSP pequefias proteinas de choque térmico

SIGGP1 gen de tomate que codifica la enzima GDP-L-galactosa fosforilasa 1
Slggp1 mutantes GGP-5261 y GGP-49C12 deficientes en GDP-L-galactosa fosforilasa 1
SIGGP2 gen de tomate que codifica la isoenzima GDP-L-galactosa fosforilasa 1.

SIHSP17.6 gen para pequefia proteina de choque térmico

SIHSP20.0 gen para pequefia proteina de choque térmico
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SIHSP20.1 gen para pequefia proteina de choque térmico
SOD superdxido dismutasa
Srx sulfurodoxinas

TFA acido trifluoracético
TILLING del inglés Targeting Induced Local Lesions IN Genomes

TR tasa respiratoria
Trx tiorredoxinas
TSS sélidos solubles
UT tiempo Universal

UV ultravioleta

vctl mutante de GDP-L-galactosa fosforilasa 1
vtc2 mutante de GDP-L-galactosa fosforilasa 1
vtc5 mutante de GDP-L-galactosa fosforilasa 1

vtc4 mutante de GDP-L-galactosa fosforilasa 1

vtc del inglés vitamin C deficient. Mutante de Arabidopsis deficiente en acido ascérbico.

VTC2 gen de Arabidopsis que codifica la isoenzima GDP-L-galactosa fosforilasa 1.

vtc2-vtc5 doble mutante de Arabidopsis deficiente en las dos isoenzimas GDP-L galactosa

fosforilasa

WT genotipo silvestre
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RESUMEN

La maduracion del fruto del tomate es un proceso altamente coordinado que involucra el cambio
de color verde a rojo durante la transformacidon de cloroplastos a cromoplastos. Esta
transformacion esta asociada con el desmantelamiento de la maquinaria fotosintética y la
acumulacién de carotenoides en los cromoplastos y de azucares, dcidos organicos y compuestos
aromaticos volatiles en las células que determinan la calidad del fruto. A pesar de que es
controversial si la actividad fotosintética que realiza el fruto verde contribuye a la acumulacién
de biomasa y calidad del fruto, es posible que las funciones de los cloroplastos sean importantes
determinando ciertas caracteristicas como, por ejemplo, la capacidad de sintetizar y acumular

antioxidantes como el 4cido ascorbico (AA).

El AA es un acido organico y principal antioxidante presente en las células vegetales. Su funcién
es la eliminacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), y se ha identificado como molécula
sefal en numerosos procesos como el desarrollo de los frutos y durante la respuestas al estrés.
Por otro lado, las ROS fueron inicialmente reconocidas como subproductos tdxicos del
metabolismo aerdbico. Sin embargo, diferentes estudios reconocen el papel de las ROS
integrando sefales genéticas y externas para promover el desarrollo y la adaptacién ambiental.
Dos lineas mutantes para la GGP en plantas de tomates (mutantes Slggp1), con menor contenido
de AA permitieron estudiar en esta tesis la conexidn de las vias de biosintesis del AA vy el
metabolismo antioxidante en el cambio de color y el desarrollo de la calidad del fruto durante

la maduracion.

Se determind el contenido de antioxidantes en cuatro estadios de maduracidn durante el
cambio de color (GM, BR, OR y RR). Se observé que el contenido de AA total en los frutos
mutantes Slggp1 es aproximadamente un 30% del AA presente en frutos silvestres en los cuatro
estadios de maduracién analizados. Por otro lado, mientras que en los frutos silvestres el
porcentaje de acido ascorbico oxidado (DHA) disminuye durante la maduracion, en frutos
mutantes Slggp1 se mantiene constante. Ademas, se observé que el contenido de glutation en
frutos mutantes Slggpl es mayor que en frutos silvestres y menor porcentaje de glutatién
oxidado durante la maduracién. Asimismo, se observé que los frutos mutantes Slggp1 presentan
mayor contenido de clorofila y carotenoides, y un retraso en el tiempo de maduracién, medido
como el nimero de dias que tardan para cambiar de color verde a rojo, en comparacién con los
frutos silvestres. El andlisis de los parametros de calidad permitié observar que los frutos
mutantes Slggpl1 son mas firmes en el estadio rojo en comparacion con los frutos silvestres,

mientras que el contenido de sélidos solubles y la acidez aumentaron durante la maduracion en
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los tres genotipos analizados, sin embargo, al observarse menor acidez, el ratio fue mayor en

frutos mutantes Slggp1.

Para determinar el papel del AA durante la maduracién, se realizaron tratamientos con AA (20
mM) y H,0, (10 mM), en los cuatro estadios de maduracién analizados. El tratamiento con AA
aumento el contenido de AA y reestablecid el tiempo de maduracidn en frutos mutantes Slggp1,
mientras que el tratamiento con H,0; no afecté el contenido de AA, pero retrasd la maduracion
de los tres genotipos analizados. Se observé un aumento en la produccién de H,0; en los
estadios de transicion BR y OR sdlo en frutos silvestres, mientras que la mayor produccion de
H,0, coincide con la localizacidon de la clorofila, demostrando que la produccidn se concentra en
los cloroplastos. Inesperadamente, la suplementacion con AA provocd un aumento en la
produccién de H,;0,, en los primeros estadios de maduraciéon de frutos mutantes Siggpl.
Mientras que el tratamiento con H,0, provocd una disminucion de su propia produccion en los
primero estadios de la transiciéon en los tres genotipos analizados. En frutos no tratado, la
actividad de enzimas generadoras de ROS (NADPH oxidasa y superéxido dismutasa), aumento
durante la transicion sélo en frutos silvestres, resultados que estan relacionado con la
produccién de H,0; observada, mientras que la actividad de enzimas antioxidantes permitié
establecer que frutos mutantes Slggpl ademds de presentar mayor contenido de glutation
presentan mayor actividad de catalasa y peroxidasa que pueden evitar el pico de acumulacién
de H,0, observado en frutos silvestres. Sin embargo, no se observo un vinculo entre el contenido
de MDAy la produccién de H,0,, ni con los estados redox de los antioxidantes y los cambios en

el tiempo de maduracion.

Para probar la vinculacidn del metabolismo oxidativo con la maduracién modulada por el
etileno, frutos silvestres y mutantes Slggpl fueron tratados con 1,5 mM de 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) o con 8 ppm de 1-metilciclopropeno (1-MCP), durante
el cambio de color. El andlisis de antioxidantes determind que el ACC afecta el contenido de AA
solo de frutos silvestres, mientras que el 1-MCP disminuye el contenido de AA sélo a frutos
mutantes S/ggp1. A diferencia de lo observado con el contenido de AA, los tratamientos de ACC
y 1-MCP disminuyen el contenido de glutatién total sélo de ambos mutantes Slggp1. El andlisis
del tiempo de maduracion determiné que el tratamiento con ACC adelanta la maduracién de los
tres genotipos analizados, sin embargo, no reestablece el tiempo de maduracidn de los frutos
mutantes Slggp1 al tiempo observado en frutos silvestres, mientras que el tratamiento de 1-
MCP retrasé de igual manera el tiempo de maduracién de los frutos de los tres genotipos

analizados. Se observé que el tratamiento con ACC produce un gran aumento de la produccidn
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de H;0; en los primeros estadios de maduracidon, mientras que el 1-MCP los reduce

drasticamente en los tres genotipos analizados, sin dafio a lipidos.

Para establecer la actividad fotosintética del fruto y para estimular la sintesis de H,O; derivada
de la fotosintesis, plantas con frutos en estadio verde fueron sacadas del invernaculo para ser
expuestas a alta irradiancia (HI). Se observé el aumento en los parametros fotosintéticos (ETR,
Fv/Fm), vy el NPQ en frutos de los dos primeros estadios de maduracion de los tres genotipos
analizados. Se observé que el tratamiento por (Hl), redujo el tiempo de maduracidon y aumentd
la produccion de H,0,, sin dafio a lipidos en los tres genotipos analizados. A partir de andlisis de
la expresion de genes relacionados a la produccién de H,0; y la maduracién modulada por
etileno (DREB1, JNBU1, HSP17.6, HSP20.1 y HSP20.1, ACO4 y ACS6, ETR), se observo la
participacién de estas ROS durante la maduracién del fruto desencadenada por condiciones

estresantes.

El analisis del tiempo de maduracién, el metabolismo antioxidante, la produccién de H,0,, junto
con diferentes tratamientos exdgenos y el analisis de expresion de genes de plantas de tomate
deficientes en AA como producto de la mutacién de GGP1, permitieron aportar resultados que
establecen el papel del AA modulando el metabolismo redox generado durante la transicion de
cloroplasto a cromoplastos. Ademas, el aumento en la produccidn de H,0,, sin dafio a lipidos y
relacionada con el adelanto en el tiempo de maduracién refuerza la evidencia de que el H,0; en

si mismo representa una sefal involucrada en maduracién.
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ABSTRACT

The ripening of tomato fruit is a highly coordinated process and involves the color change from
green to red during the chloroplats to chromoplasts transition. This transition is related with
the dismantling of the photosynthetic apparatus and the accumulation of carotenoids in the
chromoplasts, sugars, organic acids, volatile aromatic compounds within the cells that ultimately
determining fruit quality. Although it is controversial whether fruit photosynthesis contributes
to the final biomass and quality, is possible that the function of the chloroplasts would be
important to certain fruit characteristics as the biosynthesis and accumulation of antioxidants

(ie. ascorbic acid).

Ascorbic acid (AA) is one of the main antioxidants in plants cells. One of its main functions is the
elimination of reactive oxygen species (ROS), and it has also been identified as a signaling
molecule in different processes like fruit development and abiotic stress responses. In another
hand, the ROS were initially established as toxics sub products from the aerobic metabolism.
However, different studies identified the role of ROS integrating genetic, epigenetic, hormonal,
and environmental signals during plant development. Two mutant lines for GGP in tomato plants
(Slggp1 mutants), with low ascorbic acid content, allowed us to study in this thesis the
association between ascorbic acid biosynthesis, antioxidant metabolism color change and

quality during the fruit development.

Antioxidants content was measured at four ripening stages (GM, BR, OR and RR), during color
change. AA total content in Slggp1 mutant fruit was 30% of the AA present in wild type (WT)
tomato at the four stages analyzed. The percentage of oxidized ascorbic acid (%DHA) in WT fruit
decreased along ripening as opposed to Slggpl mutants in which it remained unchanged.
Instead, glutathione content was higher in the Siggp1 mutant than in the WT and showed lower
percentage of oxidization. With regards to pigment content the Siggp1 mutant fruits have a
higher level of chlorophyll and carotenoids. Moreover, the mutants showed a delay in the
ripening time, measured as the number of days required to change from green to red, compared
WT fruit. The analysis of other quality parameters showed that at the red stage the Slggp1
mutant fruit was firmer than the wild type, while both soluble solids and acidity increased during
ripening in the three genotypes analyzed. Slggp1 mutant were less acidic and presented then

higher soluble sugars acid ratio.

To further characterize the role of ascorbic acid during ripening, AA and H,0; treatments were
carried out in the four ripening stages analyzed. Treatment with ascorbic acid increased ascorbic

acid content and restored ripening time in S/ggp1 mutant. Treatment with H,0; did not affect
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AA content and delayed ripening in all three genotypes analyzed. An increase in the production
of H,0, during the transition was observed only in WT fruit, while the production of H,0;
coincides with chlorophyll localization. Unexpectedly, AA supplementation increased in the
production of H,0,, during the initial ripening stages in Slggp1 mutant fruit. Instead, treatment
with H,0, decreased its biosynthesis at the green to red transition for the three genotypes
analyzed. The activity of NADPH oxidase and superoxide dismutase (ROS-generating enzymes),
increased during the color transition only in WT fruit in line with H,O, production, while the
activity of antioxidant enzymes allowed to establish that Slggpl mutant fruit, in addition to
presenting a higher glutathione content, had higher catalase and peroxidase activity and prevent
H,0,. No link was observed between MDA content and H,0, production, nor with antioxidant

redox states and changes during ripening.

To test the link between oxidative metabolism and ethylene-modulated ripening, WT and Slggp1
mutant were treated with ACC (0,5 mM) or 1-MCP (8 ppm). Antioxidant analysis during ripening
determined that ACC affected AA content only in WT fruits, while 1-MCP decreased ascorbic acid
content in Slggp1 mutant fruits. Differently to what was observed with AA, the ACC and 1-MCP
treatments decreased the total glutathione content only in Slggp1 mutants. Treatment with ACC
advanced ripening in the three genotypes analyzed but did not restore the ripening time in the
Slggp1 mutant. 1-MCP treatment delayed to the same extent the ripening time in the three
genotypes analyzed. Treatment with ACC produced a large increase in H,0, production in the
early stages of ripening, while 1-MCP drastically reduced it the three genotypes analyzed. While
the alteration of the production of H,0, induced by treatments with ACC or 1-MCP does not

produce a significant change MDA content.

To establish the photosynthetic on fruit and to stimulate the synthesis of H,0, derived from
photosynthesis, plants with green-stage fruit were exposed to high irradiance (Hl). Increases in
photosynthetic parameters (ETR, Fv/Fm), and NPQ were observed in fruits of the first two stages
of ripening in the three genotypes analyzed. The HI treatment reduced the ripening time and
increased the production of H,0,, without inducing the production of MDA in the three
genotypes analyzed. From analysis of the expression of genes related to H,0, production and
ripening (DREB1, JNBU1, HSP17.6, HSP20.1, HSP20.1, ACO4, ACS6 and ETR3), the participation

of this ROS was observed during fruit ripening triggered by stressful conditions.

The analysis of the ripening time, the antioxidant metabolism, the production of H,0,, together
with different chemical treatments and the analysis of the expression of genes of tomato plants

deficient in ascorbic acid as a product of the GGP1 mutation, allowed us to improve our
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understanding of the role of AA in the redox metabolism generated during the transition from
chloroplast to chromoplast. In addition, the increase in the production of H,0,, without damage

to lipids and related to the advance in the ripening time, reinforces the evidence that H,0; itself

represents a signal involved in ripening.
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INTRODUCCION GENERAL

La planta de tomate
El origen de las especies de tomate se localiza en la regidn andina comprendida entre el sur de

Colombia y el norte de Chile, incluyendo las Islas Galapagos. Segun Esquinas-Alcazar y Nufez
(1995), su domesticacién ocurrié en México a partir de S. lycopersicum, y los primeros cultivares
se crearon a partir de la variante “cerasiforme”, que crece de manera silvestre en regiones

tropicales y subtropicales de América.

La taxonomia del tomate ha sufrido cambios a través del tiempo, originalmente el tomate fue
clasificado como Solanum lycopersicum por Linneo, después fue reclasificado por Miller (1754)
como Lycopersicon esculentum. En la actualidad el tomate se clasifica como Solanum

lycopersicum, L. (Child 1990; Peralta y col, 2008).

La planta de tomate es perenne y de porte arbustivo, pero se cultiva como anual. Puede
desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta y de crecimiento determinado o
indeterminado (Chamorro, 1995). El tomate posee un sistema radicular con una raiz principal
(corta y débil), con raices secundarias y adventicias. Posee un tallo principal de 2-4 cm de grosor
gue consta de epidermis, corteza o cortex, cilindro vascular y tejido medular. Sus hojas son
compuestas, con 7 a 9 foliolos peciolados, de disposicién alterna, con bordes dentados vy
recubiertos de pelos glandulares. Las flores presentan ovario supero con 5 o mds sépalos, e igual
numero de pétalos de color amarillo. Las flores se agrupan en inflorescencias de tipo racimoso

(vara floral), generalmente en nimero de 3 a 10 (Peralta y col., 2008).

El fruto del tomate
El 6rgano comercial es el fruto, el cual constituye una baya con gran diversidad de tamafios y

formas, generalmente de color rojo, bilocular o multilocular que pueden variar desde 1,5-10 cm
de didmetro. El fruto estda compuesto de una epidermis, un grueso pericarpio, y tejido
placentario que rodea a las semillas (Peralta y col., 2008). Ademds de su importancia econémica
y nutricional, el fruto del tomate se ha convertido en el modelo para el estudio del desarrollo de

frutos carnosos (Quinet y col., 2019).

La maduracién del fruto del tomate es un proceso altamente coordinado que coincide con la
maduracién de la semilla. El ovario comienza a convertirse en fruto una vez que los évulos en el
ovario han sido fertilizados. Durante la primera etapa del desarrollo del fruto, la divisién vy el
agrandamiento celular dan como resultado un crecimiento lento (Fig. 1). Después de 2 a 3
semanas de crecimiento lento, comienza un crecimiento rapido, durante el cual las células se

contintdan agrandando. El crecimiento rdpido continda durante 3 a 5 semanas y culmina en el

26
Tesis Doctoral — Lic. Maria Charlotte Steelheart M.
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estadio verde maduro. En este punto, el tomate ha acumulado la mayor parte de su peso final

Division celular Expansién celular Cambio de color

(Ho y Hewitt, 1986).

¢ o — FEtileno/respiracion
...... ST il . Ablandamiento
Carotenoides
Divisién celular
—— Expansién celular

a 7 14 21 28 35 42 49 56 61 dpa

Figura 1. Desarrollo y maduracién del fruto de tomate.
Cambios relativos en la division celular, la expansidn celular, la respiracidn, la sintesis de etileno, el ablandamiento de
los frutos y la acumulacién de carotenoides. El tiempo desde la antesis (a) hasta los estadios verde maduro (VM; fruto
totalmente maduro expandido con la semilla madura), virado (BR, primera acumulacion visible de carotenoides) y
rojo maduro (RR). Dpa, dias después de la antesis. (Traducido de: Giovannoni, 2004).

El cambio de color del fruto
La formaciéon y maduracién del fruto de tomate involucran un aumento de tamafio, pero

también una serie de cambios cualitativos como el cambio de color verde a rojo por degradacién
de clorofila y aumento del contenido de licopeno durante la transformacion de cloroplasto a
cromoplasto. La conversiéon de cloroplasto a cromoplasto es una parte importante del proceso
de maduracién y normalmente esta asociada con el desmantelamiento de la maquinaria
fotosintética y la acumulacidn de carotenoides en los cromoplastos y de azucares, acidos
organicos y compuestos aromaticos volatiles en las células del fruto (Gillaspy y col., 1993; Klee

y Giovannoni, 2011; Camaray col., 1995; Bian y col., 2011).

.

Red Ripe
(RR)

Figura 2. Cambio de color durante la maduracién de frutos de tomate (Solanum lycpersicum cv Micro Tom).
Estadios de maduracién de acuerdo con los grados estandar del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
de tomates frescos para el mercado. Fuente propia.
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En las primeras etapas de la maduracién del fruto del tomate, los frutos son verdes y los plastidos
contienen niveles bajos de carotenoides que son esencialmente los mismos que en las hojas
verdes, es decir, principalmente B-caroteno, luteina y violaxantina. Durante la transicion al
estadio “virado” aumenta la transcripcién de enzimas de sintesis de licopeno como la fitoeno
sintasa y la fitoeno desaturasa (Ronen y col., 1999), que junto con la disminucién en los ARNm
de enzimas involucradas en la ciclacién del licopeno como licopeno B-ciclasa y e-ciclasa
contribuyen a la acumulacidon de licopeno hasta frutos rojos (Ronen y col., 1999; Barsan y col.,
2010). De esta manera, el cambio de color durante la maduracién del fruto de tomate se ha
categorizado de acuerdo al estadio de transicién de cloroplasto a cromoplasto y segun el
estdndar para tomates frescos para el mercado del Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos en frutos verdes maduros (MG, del inglés mature green), virado (BR, del inglés breaker),
pintdn (TR, del inglés turning), rosado (PK, del inglés pink), rojo (LR, del inglés light red) y rojo
maduro (RR, del inglés red ripe) (Fig. 2).

Las observaciones al microscopio muestran cambios morfoldgicos en los cloroplastos durante la
transicién a cromoplasto como la formacidn de plastidos intermedios que contienen tanto
clorofilas como carotenoides, indicando que todos los cromoplastos se derivaban de
cloroplastos preexistentes (Egea y col., 2011). Ademas, se ha observado aumento en el tamafio
y numero de los plastoglébulos y un gran numero de estromulos largos en cromoplastos
maduros que contrastan con los pocos estromulos pequefios de los cloroplastos de frutos
verdes, por tanto, se puede suponer que el intercambio de metabolitos entre la red de plastidos
y entre los plastidos y el citosol aumenta en el cromoplasto en comparacién con el cloroplasto

(Cheung vy col., 1993; Bian y col., 2011).

Control molecular y bioquimico del cambio de color del fruto
Durante la maduracién del tomate diferentes eventos ocurren simultaneamente. Estos cambios

incluyen, ademas de la pérdida de clorofila y el desarrollo de caroteno y licopeno; un aumento
en la produccion de etileno, la sintesis de enzimas que degradan las paredes celulares, el
desprendimiento de CO,, la descomposicién del almidén, el aumento del contenido de glucosa
y fructosa, el aumento de la concentracion de acido citrico y glutamico y la disminucién del
contenido de acido malico, por nombrar algunos. Por esto, se establece que diferentes

mecanismos de regulacién controlan los diversos procesos (Hobson y Davies, 1971).

Al ser el tomate un fruto climatérico, necesita del etileno para la maduracion. Esta dependencia

del etileno ha establecido la maduracion del fruto del tomate como un sistema modelo para el

28
Tesis Doctoral — Lic. Maria Charlotte Steelheart M.



INTRODUCCION GENERAL

estudio de la regulaciéon de su sintesis y percepcién (Fig. 3). Ademds, varios mutantes de
maduracién importantes, incluidos rin y nor, han proporcionado nuevos conocimientos sobre el

control de los procesos de maduracién (Adams-Phillips y col., 2004; Klee y Giovannoni, 2011).

El fruto de tomate madura a rojo una vez que se inicia la produccion de etileno después del
estadio verde. Si no se produce etileno o este no es reconocido, debido a tratamientos con
inhibidores de la sintesis y percepcion de etileno o la manipulacidn de estos procesos mediante
enfoques transgénicos o mutantes, el fruto no madura (Barry y Giovannoni 2007). A pesar del
requerimiento absoluto de etileno, algunos procesos de maduracién ocurren
independientemente de la regulacién directa de este. Se han descubierto algunos factores de
transcripcién que estan involucrados en la regulacién del etileno y funcionan aguas arriba del

etileno (Hiwasa-Tanase, 2016).

Control molecular de la biosintesis y percepcién del etileno

Sistemal Sistema 2
+ > € > € >
ACS1A, 6 ACS1A, 2,4 ACS1A, 2,4, 6
ACO1, 3,4,5 ACO1L, 3,5 ACO1
EE  Ac aco

Acumulacion de receptores de

etileno (ETR4, ETRE)

Produccion de etileno

Breaker

IMG MG Pink Red
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Figura 3. Representacién esquemética del proceso de maduracion en el fruto del tomate mediada por etileno.

El nivel basal de produccion de etileno en el sistema 1 esta mediado por la expresion de ACSIAy ACS6 y ACO1, ACO3,
ACO4 y ACO5. La produccién de etileno climatérico después del estadio BR en el sistema 2 estda mediada por la
expresion de ACS1A, ACS2 y ACS4 y ACO1, ACO3 y ACO5. ACS es el paso que limita la velocidad de la biosintesis de
etileno del sistema 1y del sistema 2, mientras que ACO es el paso que limita la velocidad de la biosintesis de etileno
post-climatérico. La acumulacién de proteinas de ETR4 y ETR6 aumenta durante el desarrollo del fruto y luego
disminuye antes del estadio BR, que se acompafia de una mayor sensibilidad al etileno. La expresidn genética de los
factores de transcripcion relacionados con la maduracién cambia cerca de la fase de transicidn de la maduracion. El
ARNmM MADSI1 se acumula en la fruta verde inmadura (IMG) y MG y luego disminuye en el estadio BR, mientras que
las acumulaciones de ARNm de RIN y TAGL1 aumentan después del estadio BR. Las acumulaciones de ARNm de NOR,
CNR y TDR4 comienzan a aumentar antes del estadio BR (Traducido de: Hiwasa-Tanase, 2016).
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Importancia econdmica del fruto
El cultivo de tomate es de los mds populares en el mundo; su fruto es considerado integrante

basico de la dieta humana por lo cual su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo,
produccién y comercio. Sin embargo, es un cultivo exigente en disponibilidad de recursos
(nutrientes minerales, agua y luz), y asociado a una amplia gama de plagas y enfermedades que
conlleva al uso de tareas especializadas. A nivel mundial, la produccidn de tomate en fresco esta
en aumento, pasando de 119.479.993 toneladas a 163.963.770 toneladas en un periodo de 10
afos, mientras que el tomate industrial pasé de 3.720.000 toneladas a 5.538.000 toneladas. Diez
paises concentran el 90% de la produccidn mundial; la posicidon lider la ocupa Estados Unidos
(sobre todo en California), seguido por China, Italia, y Turquia. El resto se concentra en el
hemisferio sur (Chile, Brasil, Argentina, y Australia), donde Argentina ocupa el puesto 13 del
ranking y participa en promedio con el 1% del total mundial (FAOSTAT:

http://faostat.fao.org/site/).

El tomate es la hortaliza que mayor superficie ocupa en la produccidon bajo invernaculo en
Argentina. Su destino principal es para consumo fresco en el mercado interno, aunque el
porcentaje destinado a la industria representa un 35 a 40% de la produccion total. Dada la
facilidad de producir tomate en diferentes épocas del afio seglin la zona de produccion, y
sumado a la difusidon de su cultivo en invernaculo, la oferta se adecua bastante bien a la
demanda. No obstante, en determinadas situaciones hay faltante de producto, especialmente
hacia fines del invierno y comienzo de la primavera, lo que determina que algunos afos se

importen de paises vecinos (Brasil, Uruguay, Paraguay y Chile) (PACIT, 2015).

La produccion de tomate se encuentra distribuida a lo largo de todo el pais, excepto en el sur de
la Patagonia. Las provincias de Mendoza, San Juan, Santiago del Estero, Catamarca y Rio Negro
se dedican principalmente a la produccion de tomate para uso industrial (tomate perita) y el
tomate redondo para consumo fresco se produce en Buenos Aires, Salta, Jujuy, Tucuman,

Corrientes, Santa Fe y otras provincias (PACIT, 2015).

Calidad del fruto
La calidad del fruto en el tomate es una caracteristica apreciada por los productores a la hora

de elegir un cultivar. Hoy en dia los mercados estan interesados en diferenciar los productos por
atributos relacionados con caracteres organolépticos (Causse y col., 2002; Powell y col., 2012).
Sin embargo, una parte importante de la mejora genética del tomate estad dirigida hacia
caracteres de calidad de fruto. El mayor interés tanto en fruto fresco como para industrias
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incluye caracteristicas relacionadas con tamafio y forma del fruto, cantidad de azlcares, acidez,

color, textura, contenido nutricional y sabor, entre otros (Barrantes, 2014).

Es controversial si la actividad fotosintética que realiza el fruto en sus primeras etapas de
formacién contribuye significativamente a la acumulaciéon de biomasa y calidad del fruto
(Cocaliadis y col, 2014). Sin embargo, se ha observado que frutos de tomate que acumulan
mayor cantidad de cloroplastos al estado inmaduro alcanzan mayor cantidad de azlcares y
licopeno al estado maduro, mejorando la calidad del fruto (Powell y col., 2012). Ello pone en
evidencia, la potencial contribucidon que podria realizar la actividad fotosintética en los frutos.
Ademas, es posible que las funciones de los cloroplastos sean importantes determinando ciertas
caracteristicas cualitativas como, por ejemplo, la capacidad de sintetizar y acumular

antioxidantes o vitaminas como el acido ascorbico.

Las especies reactivas del oxigeno
El oxigeno es el elemento mas abundante sobre la corteza terrestre, principalmente en su forma

de molécula gaseosa, constituyendo el 21 % en volumen del aire seco. Por ello su elevada
concentracion es casi inevitable en cualquier sistema de reaccién (Foote y Clennan, 1995). Su
reactividad y la generacién de estados excitados en funcién de la radiacién hacen al oxigeno

molecular una especie muy importante desde el punto de vista fotoquimico.

De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O,), es decir, en lo que
se conoce como estado triplete, asi el oxigeno es poco reactivo. Sin embargo, por reacciones
puramente quimicas, enzimaticas o por efecto de las radiaciones ionizantes se pueden producir
una serie de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species). Las ROS
son moléculas o radicales libres altamente reactivos que participan en multiples reacciones con
otros compuestos presentes en el organismo, llegando a producir dafio celular (Fridowich,
1978). Desde el punto de vista quimico, los radicales libres son todas aquellas especies quimicas,
cargadas o no, que en su estructura atdmica presentan un electrén desapareado o impar en el
orbital externo que les da una configuracién especial y gran inestabilidad, son muy reactivos y
tienen una vida media corta, por lo que acttan cerca al sitio en que se forman y son dificiles de
cuantificar (Cheesman y Slater, 1998). Las ROS fueron inicialmente reconocidas como
subproductos tdxicos del metabolismo aerdbico, removidos por medio de antioxidantes y
enzimas antioxidantes. En los ultimos afios, se ha hecho evidente que las ROS desempefian un

papel importante en la sefalizacién de las plantas participando en procesos como el
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crecimiento, el desarrollo, la respuesta a estimulos ambientales bidticos y abidticos, y muerte

celular programada (Bailey-Serres y Mittler 2006).

Fuentes celulares de produccion de ROS
Las ROS en las plantas existen en estados idnicos y / o moleculares (Tabla 1). Entre los estados

idnicos se encuentra el anién superdxido (0,-—), mientras que los estados moleculares incluyen
al peréxido de hidrogeno (H20,), y el oxigeno singlete (*0,) (Blokhina, 2003; Apel y Hirt, 2004;
Mittler y col., 2004). Cada tipo de ROS tiene diferente capacidad oxidativa y afecta a diferentes
procesos fisioldgicos y reacciones bioquimicas reguladas por diferentes genes en las plantas

(Huangy col., 2019).

Radicales libres No radicales

Superdxido, O «- Peréxido de hidrégeno, H,0;
Hidroperoxilo, HO,: Oxigeno singlete, 0, 0 'Ag
Hidroxilo, -OH Ozono, O3

Peroxilo, ROO- Acido hipocloroso, HOCI
Alcoxilo, RO- Peroxinitrito, ONOO-

Tabla 1. Principales especies reactivas del oxigeno (ROS).
Traducido de: Halliwell y Gutteridge, 2007.

El oxigeno singlete (*0;), es un estado energéticamente excitado del oxigeno molecular,
generado principalmente en el Fotosistema Il del cloroplasto donde participa en numerosas
reacciones de oxidacién como especie reactiva y con gran impacto en la fotosintesis. El anion
superoxido (O2--), es el precursor de varios ROS debido a su inestabilidad y fuerte capacidad de
oxidacidn / reduccién. A pesar de estar involucrado en diferentes procesos metabdlicos, el
exceso de anién superéxido también causa aumento en los niveles de ROS y eventualmente
conduce a la muerte celular (Zeng y col., 2017; Gilly Tuteja, 2010). El anién superdxido es
producido en la cadena transportadora de electrones de los cloroplastos y las mitocondrias y
por la actividad de NADPH oxidasa (NOX) de membranas, donde una vez producidos reaccionan
con iones de hidrégeno para formar H,0,, por la actividad de superéxido dismutasa (SOD). Entre
las ROS, el perdxido de hidrogeno (H20,) se considera la molécula redox mas importante dadas

sus propiedades fisicas y quimicas especificas; incluida su estabilidad dentro de las células (vida
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media de 10 3 s), oxidacién rapida y reversible de las proteinas diana (Mittler, 2017; Mhamdi y
Van Breusegem, 2018), y la posibilidad de ser transportado por acuaporinas localizadas en la

membrana celular (Bienert y col., 2007; Miller y col., 2010).

Mecanismos enddgenos de proteccidn contra ROS
En condiciones normales, el exceso de ROS puede ser eliminado por varios mecanismos de

defensa antioxidantes. Alteraciones repentinas del equilibrio redox, causadas por estrés biético
o abidtico, pueden causar aumentos en los niveles de ROS intracelulares y danar
significativamente las estructuras celulares (Apel y Hirt, 2004; Foyer y Noctor, 2005; Bailey-
Serres y Mittler 2006). En general, las plantas hacen frente a la generacion excesiva de ROS
cuando el aumento en los niveles de ROS es detectado. Los mecanismos de eliminaciéon de ROS
se pueden clasificar en dos tipos: antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, que funcionan de
forma conjunta para neutralizar los radicales libres. Los sistemas enzimaticos incluyen
principalmente SOD, catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y glutation peroxidasa (GPX),
entre otras enzimas, mientras que los sistemas no enzimaticos estan principalmente mediados
por antioxidantes de baja masa molecular como glutatién, acido ascdrbico, a-tocoferol,
carotenoides, compuestos fendlicos, melatonina y prolina (Foyer y Shigeoka, 2011; Mittler,
2017; Gill y Tuteja, 2010; Miller y col., 2010; Gill y col., 2011; Noctor y Foyer, 1998, Noctor y col.,
2017). Se ha demostrado que cuando los niveles de ROS son bajos cumplen un papel como
segundos mensajeros, participando en el mantenimiento de las células madre, division y
diferenciacion celular, organogénesis y respuestas a los estreses bidticos y abidticos (Fujita y

col., 2006; Zeng y col., 2017).

El papel de las ROS en la sefializacidn en plantas
Diferentes estudios sobre la produccién y eliminacién de ROS en plantas resumen el progreso

en la comprension del papel de las ROS integrando sefiales genéticas, epigenéticas, hormonales
y externas para promover el desarrollo y la adaptacién ambiental (Huang y col., 2019). En
particular, se ha demostrado que el H,0; participa en la diferenciacién celular, la senescencia,
la muerte celular programada, la formacién de la pared celular en las plantas, respuestas a estrés
y en la maduracidon de frutos (Moller y col, 2007; Karkonen y Kuchitsu, 2015; Schippers y col.,
2016; Waszczak y col., 2016; Ribeiro y col., 2016; Zeng y col., 2017).

33
Tesis Doctoral — Lic. Maria Charlotte Steelheart M.



INTRODUCCION GENERAL

El Acido ascérbico
El 4cido ascérbico (AA) o vitamina C, es un acido organico y el principal antioxidante presente

en las células vegetales. Su principal funcién es la eliminacién de ROS mediante detoxificacion
tanto enzimatica como no enzimatica. Ademas, actia como una molécula sefial en numerosos
procesos, incluyendo la divisién y expansion celular, el metabolismo de la pared celular, la
formacidon de meristemas apicales, el crecimiento de la raiz, la fotosintesis, respiracién, la
regulacién de la floracidn, la senescencia, el desarrollo de los frutos y en respuestas de defensa
frente a situaciones de estrés ambiental (Foyer y Noctor, 2011; Asada, 1999; Pastoriy col., 2003;
De Simone y col., 2018; Pavet y col., 2005; Bartoli y col., 2006; 2009; Gilbert y col., 2009; Caviglia
y col., 2018; Alegre y col., 2020).

Biosintesis del AA

El conocimiento de la biosintesis del AA es de gran interés por dos motivos fundamentales: es
un componente clave del sistema antioxidante de las plantas y éstas son la principal fuente de

vitamina C en la dieta humana (Smirnoff y col., 2001).

La sintesis del AA en plantas se realiza a partir de azUcares simples derivados de la fotosintesis.
En el primer paso, de aquéllos que son considerados exclusivamente dedicados a su sintesis, la
enzima GDP-L-galactosa fosforilasa (GGP) en su dos isoformas (GGP1 Y GGP2), cataliza la
reaccion por la cual se forma L-galactosa-1-P a partir de GDP-L-galactosa (Dowdle y col., 2007).
En la siguiente reaccion, catalizada por la galactosa-1-fosfatasa se forma L-galactosa y
posteriormente por la enzima L-galactosa deshidrogenasa, se genera el precursor del AA; la L-
galactono-1,4-lactona (L-Gall). La ultima etapa que es catalizada por la enzima L-GallL
deshidrogenasa (L-GalLDH), tiene lugar en las mitocondrias y consiste en la oxidacién de la L-GalL
que cede electrones para la reduccién del citocromo c¢ (Bartoli y col., 2000). En plantas
superiores, la biosintesis del AA tiene lugar mediante la ruta b-manosa/L-galactosa o ruta de

Smirnoff-Wheeler (Wheeler y col., 1998; Smirnoff y Wheeler 2000).

Funciones del AA
La mayoria de las funciones del AA estan relacionadas con su papel como cofactor de numerosos

procesos enzimaticos en plantas. Entre las enzimas que usan al AA como cofactor se encuentra
la ascorbato peroxidasa (APX), la cual es probablemente la enzima mads conocida debido a su
capacidad para usar AA especificamente en la eliminacion del H,0,. Por otro lado, el AA puede

reaccionar con las ROS como el H,0,, el 02"y el ‘OH (Gest y col., 2013).
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Ademas, el AA es cofactor de muchas dioxigenasas dependientes de oxiacidos, que catalizan la
incorporacién de oxigeno a sustratos organicos. Este tipo de dioxigenasas comparten un
mecanismo catalitico comun que requiere de forma especifica AA, Fe?* y 2-oxoglutarato. Entre
las dioxigenasas involucradas en la biosintesis de hormonas, donde el AA actlia como cofactor,
estan la 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasas de la biosintesis del acido abscisico (ABA) y la 1-
aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACO), la enzima que cataliza el ultimo paso de la
biosintesis del etileno (Prescot y John, 1996). El AA ademas actiia como cofactor de la actividad
de la violaxantina de-epoxidasa, en el ciclo de las xantdfilas. Este ciclo permite la disipacién de
energia luminosa como calor en condiciones de alta irradiancia con el fin de proteger la
magquinaria fotosintética en condiciones de estrés luminico (el denominado “quenching no

fotoquimico”) (Prescot y John, 1996; Muller-Moule y col., 2002).

El AA como antioxidante ante estrés oxidativo por generacion de ROS
El AA participa en la eliminacion del H,0, principalmente por la actividad de la APX presente en

los tilacoides y el estroma (GAmez y col., 2004), en colaboracién con los componentes del ciclo
denominado ascorbato-glutation (AA-GSH), y por la actividad de las diferentes peroxiredoxinas
(Prx), tiorredoxinas (Trx) y sulfurodoxinas (Srx) (Dietz, 2016). Todos estos sistemas colaboran en
la reduccion del O;"a H,0. El ciclo AA-GSH se ha descrito en el cloroplasto, mitocondrias,
peroxisomas, apoplasto y citosol (Jiménezy col., 1997; del Rio y Lopez-Huertas 2016), e involucra
al AA, el glutation (GSH) y las enzimas APX, monodehidroascorbato reductasa (MDHAR),
dehidroascorbato reductasa (DHAR) y glutatiéon reductasa (GR). En este ciclo se forma el
monodehidroascorbato (MDHA), y a partir de esto, el dehidroascorbato (DHA) resultante de la
dismutacidn espontdnea se usa para reciclar el AA por la accién de la MDHAR dependiente de
NADH y por la DHAR, que usa GSH reducido como donantes de electrones. El DHA puede sufrir
hidrélisis irreversible, por lo que DHAR puede tener un importante control en el mantenimiento
de la reserva de AA reducido a nivel celular (Gallie, 2013; Noctor y Foyer, 1998; Jimenez y col.,

1998; Smirnoff y Wheeler, 2000).

Alternativamente, la regeneracién de AA también puede tener lugar debido a otros compuestos
redox como la glutarredoxina (Grx) y el sistema Trx (Meyer y col., 2012; Potters y col., 2002). El
glutation oxidado (GSSG) se regenera por la tiorredoxina reductasa (NTR) dependiente de
NADPH (Barranco-Medina y col., 2007; Marti y col., 2009; Cejudo, 2014). En consecuencia, el

estado redox celular dependera en parte de los grupos tiol y disulfuro de los antioxidantes, entre
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otros, el antioxidante GSH y las proteinas Trx, Prx, Srx y Grx (Fig. 4), (Foyer y Noctor 2013;
Yoshida y col., 2018).

Reacciones dependientede AA/GSH

NAD(P)* NAD(P)H
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Figura 4. El ciclo agua-agua y el sistema antioxidante implicado en la captacién de ROS en los cloroplastos.

El flujo de electrones se produce en el PSI (reaccion de Mehler) para generar Oz-, que dismuta a H.0,. El ciclo AA-GSH en
coordinacion con el sistema Trx / Prx / Grx se encarga del control de los niveles de H,0,. APX (ascorbato peroxidasa), citocromo b6f
(Cytb6f), DHAR (deshidroascorbato reductasa), Fd (ferredoxina), FNR (Fd reductasa), GST (glutation S-transferasa), GR (glutation
reductasa), GRX (glutaredoxina), MDHAR (monodehidroascorbato reductasa); PSI (fotosistema 1), PSIl (fotosistema Il), Prx
(peroxiredoxina) Trx (tiorredoxina), TR (tiorredoxina reductasa), PC (plastocianina), SOD (superdxido dismutasa) (adaptado de Foyer
y Noctor, 2011. En: Jiménez y col., 2019)

Deficiencia de AA en plantas de tomate
El analisis de mutantes para los genes de biosintesis del AA es una herramienta valiosa para

descifrar el papel fisiolégico del AA en las plantas. Mutantes vct1 de Arabidopsis, deficientes en
AA debido a defectos en la actividad de GDP-d-manosa pirofosforilasa (Conklin y col., 2000),
ademas de mutantes vtc4 para la galactosa fosfatasa (Conklin y col., 2006) y mutantes vtc2 /
vtc5 para la GDP-l-galactosa fosforilasa (GGP) (Dowdle y col., 2007), han sido utilizados para

descifrar la via Smirnoff-Wheeler de biosintesis de AA.

Entre las diversas enzimas implicadas en la biosintesis de AA, la GGP juega un papel clave en la
regulacién de la biosintesis de AA en plantas (Bulley y col., 2012; Linster y Clarke, 2008), y junto
con la GDP-d-manosa epimerasa (GME), son cruciales para la sintesis de las formas activas de D-
manosay L-galactosa; precursoras tanto del AA, como de componentes clave de la pared celular;
mananos y ramnogalacturonanos (Gilbert y col., 2009; Keller y col., 1999; Voxeur y col., 2011).
Ademas, estudios recientes en plantas de tomates mutantes S/ggp1 para la isoenzima GGP1 (Fig.
5), muestran menor contenido de AA en raices, hojas, flores y frutos (Baldet y col., 2013; Alegre
y col., 2020), y mayor sensibilidad al estrés por altas irradiancias en hojas (Baldet y col., 2013),
menor rendimiento de los frutos y mayor firmeza en frutos maduros (Alegre y col., 2020). Sin
embargo, la via no estd totalmente interrumpida en estos mutantes pues hay otra isoenzima, la
GGP2, que realiza una contribucidon menor a la sintesis de AA (Baldet y col., 2013). Estudios con

mutantes Slggp1 podrian establecer la conexidn de las vias de biosintesis del ascorbato, la pared
36
Tesis Doctoral — Lic. Maria Charlotte Steelheart M.



INTRODUCCION GENERAL

celular, el desarrollo de la calidad sensorial y nutricional del fruto, el cambio de color y la firmeza

del fruto del tomate.

Figura 5. Plantas de tomate micro-Tom silvestres (a) y mutantes Slppg1 (b y c).

Las ROS y el AA durante la maduracién del fruto de tomate

El AA es uno de los principales componentes nutricionales presente en los frutos. Es un
compuesto que posee vitales funciones en plantas y animales (Locato y col., 2013). Su contenido
aumenta durante la maduracién de los frutos de tomate constituyendo éstos una importante
fuente de AA en la dieta de los seres humanos (Stevens y col., 2007). Su sintesis y sus funciones
estan estrechamente relacionadas con la actividad fotosintética y respiratoria de las plantas

(Yabuta y col., 2007; Bartoli y col., 2000).

En términos generales, las ROS, el AA y las enzimas antioxidantes se regulan positivamente
durante el desarrollo de los cromoplastos (Fig. 6), y los lipidos, mas que las proteinas, parecen
ser un objetivo para la oxidacion de estas ROS (Marti y col., 2009; 2011). En los cromoplastos,
se observd una regulacion positiva de la actividad de la SOD y de los componentes del ciclo
ascorbato-glutation (Jiménez y col., 2002; Marti y col., 2009; Palma y col., 2015; Huan y col.,
2016; Steelheart y col., 2019b). Por otro lado, no se ha estudiado aun si la deficiencia de AA
produce especificamente alteraciones en la maduracion de frutos, especialmente teniendo en
consideracion la estrecha interaccién del metabolismo del AA con la respiracidn y la fotosintesis

observada en hojas (Bartoli y col., 2006; 2009).
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Volumen relativo

Cromoplastos

Tiempo después de plena floracion

Maduracién

Figura 6. Influencia hormonal durante el crecimiento / maduracidn del fruto v la interaccién con NO, H,0, y

antioxidantes.

La linea negra representa el patron sigmoide simple del crecimiento de la fruta. Durante la primera etapa del
crecimiento del fruto, las auxinas (AUX), las giberelinas (GIB) y las citoquininas (CYT) controlan la division y expansién celular,
mientras que el acido abscisico (ABA) y el etileno (ET) juegan un papel central en la maduracién y el cambio de color de los frutos
climatéricos y no climatéricos. El contenido de NO es mayor en las primeras etapas y disminuye con el proceso de maduracién,
mientras que la produccién de ROS aumenta en la etapa de maduracidn. Los sistemas antioxidantes enzimaticos (catalasa, ascorbato
peroxidasa) y no enzimaticos (AA, glutation y licopeno), actian como contrapartida en la homeostasis redox celular. El equilibrio
oxidante / antioxidante desencadena la transicion de cloroplastos a cromoplastos y la acumulacién de pigmentos que producen el
cambio de color del fruto. El H,0; actiia como un promotor de la maduracion de los frutos, mientras que el NO actua posiblemente
como una molécula “anti-senescencia”. (Traducido de Steelheart y col., 2019b)

Definicién del problema
El tomate es uno de los frutos mas consumidos a nivel mundial, habiéndose seleccionado

cultivares en funcion de la productividad y las caracteristicas agrondmicas de la planta antes que
la calidad de fruto. Debido a que las caracteristicas de calidad del fruto como sabor, aroma,
color, textura y alto contenido de licopeno (superior a 10 mg 100 g1), junto con el alto valor
nutritivo por su contenido de vitamina C (Valcarcel, 2009), que comenzaron a ser valoradas por
los consumidores, la tendencia actual en la investigacion es el mejoramiento genético para
desarrollar nuevos cultivares incorporando caracteristicas deseables de calidad. Sin embargo, a
pesar del alto contenido de AA y de ser un componente nutricional importante en el tomate, no
se han realizado estudios enfocados en su funcion durante el desarrollo y cambio de color del
fruto. El andlisis de mutantes y plantas transgénicas deficientes de AA de diversas especies han
permitido determinar el papel de AA durante el desarrollo de la planta, observdndose que éstas
presentan un aumento de la sensibilidad al estrés ambiental y aumento de la resistencia basal a
los patdégenos (Barth, De Tullio, y Conklin, 2006b; Caviglia y col., 2018; Pavet y col., 2005; Plumb
y col., 2018; Senn y col., 2016). Baldet y col. (2013), a través del uso de mutantes simples con
deficiencia de GDP-L galactosa fosforilasa en dos genes con funcién complementaria, SIGGP1 y

SIGGP2, observaron que poseen una baja concentracidn de ascorbico en sus hojas vy
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fotoinhibicién y blanqueamiento de la clorofila cuando son sometidos a condiciones de alta
irradiancia. En el presente trabajo estos mutantes con deficiencia de GDP-L galactosa fosforilasa
fueron usados para estudiar el papel de AA en el desarrollo del fruto durante la transicién de
cloroplastos a cromoplastos. Por otro lado, Jiménez y col. (2011), observaron un pico en el
contenido de H,0; en los primeros estadios de la transicién de cloroplasto a cromoplasto en
frutos de tomate que se relaciond a un efecto del estrés originado por el desmantelamiento del
aparato fotosintético. Debido a que el AA se reconoce como uno de los principales antioxidantes
a través del clivaje del H,0, por el ciclo agua-agua (Foyer y Noctor, 2011), y siendo el tomate un
fruto climatérico, en el presente trabajo se analizé la relacidn del etileno con los cambios del
perfil oxidativo y la produccién de H,0; que se genera durante la transicién de cloroplastos a

cromoplastos en frutos de plantas mutantes deficientes en AA durante el desarrollo del fruto.

Hipdtesis y objetivos

El objetivo general de este trabajo fue establecer la contribucion del AA al proceso de
maduracién y la calidad nutricional de los frutos de tomate. La utilizacién de lineas de plantas
de tomate con deficiencia en el contenido de AA por una mutacién en una enzima especifica de
su sintesis permitira determinar la participacién de este metabolito en la actividad de

cloroplastos y en la formacién de cromoplastos durante el desarrollo de frutos de tomate.

La hipdtesis que se va a contrastar es que el AA desempefia un papel central en el control del
estrés oxidativo desencadenado durante la transicién de cloroplastos a cromoplastos durante la

maduracién de frutos de tomate.

Objetivo especifico 1. Establecer el efecto del bajo contenido de AA presente en plantas de
tomate mutantes deficientes en GDP-L-galactosa fosforilasa en la calidad del fruto durante la

maduracion.

Objetivo especifico 2. Determinar el efecto de tratamientos con AA y H,0; en la velocidad de
maduracién de frutos de plantas de tomate mutantes deficientes en GDP-L-galactosa fosforilasa

con bajo contenido de AA.
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Objetivo especifico 3. Establecer el efecto del bajo contenido de AA en la maduracién

modulada por etileno de frutos de plantas de tomate mutantes deficientes en GDP-L-galactosa

fosforilasa.

Objetivo especifico 4. Determinar el efecto del estrés inducido por altas irradiancias en la
maduracién de frutos de plantas de tomate mutantes deficientes en GDP-L-galactosa fosforilasa

con bajo contenido de AA.
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Material vegetal
Se utilizaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv Micro-Tom), silvestres y dos lineas

mutantes (nombradas GGP-5261 y GGP-49C12), deficientes en GDP-L-galactosa fosforilasa
(Slggp1). Las lineas GGP-5261 y GGP-49C12 se seleccionaron de la poblacién de tomate NBRP
(Tsukuba-Japdn) y la coleccion TILLING-tomate (Burdeos-Francia), respectivamente (Baldet y
col., 2013). Los experimentos se llevaron a cabo en los invernaderos del Instituto de Fisiologia
Vegetal, Universidad Nacional de La Plata, Argentina. Las plantas se cultivaron en macetas de 3
L con tierra comun y con el agregado de fertilizantes bajo irradiacion de invernadero normal
(densidad de flujo de fotones fotosintéticos de aproximadamente 700 pmol m2 s al mediodia),

y temperaturas de 25 + 2 y 20 + 3 2C, dia y noche, respectivamente.

Las plantas de Micro-tom presentan crecimiento determinado con aproximadamente 6 racimos
de 6 frutos cada uno y debido a que el proceso de cambio de color de los frutos se produce de
manera homogénea, se seleccionaron cuatro estadios de maduracidon referentes al color segun
los estandares establecidos para tomate fresco comercial del Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos (Tu y col., 2000), para el analisis de los parametros fisioldgicos, bioquimicos

y moleculares:

Verde maduro (MG): fruto que ya alcanzé su tamafio final y firme, con semillas desarrolladas,
mesocarpio gelatinoso y epicarpio de color verde. Este estadio se diferencia del verde inmaduro

por el cambio en el brillo del epicarpio y por presentar el tamafio final del fruto.

Amarillo (BR): fruto con las primeras sefiales de cambio de color, el mesocarpio se conserva

verde y conserva la firmeza del estadio verde, con el epicarpio de color amarillo.

Pinton (OR): fruto de transicién entre el estadio amarillo y rojo, el mesocarpio cambia a color

rosa y comienza a perder la firmeza, con al menos 70% del epicarpio de color naranja.

Rojo maduro (RR): frutos completamente maduro, con la firmeza caracteristicas de los frutos

maduros, mesocarpio rosa o rojo y epicarpio completamente rojo.

Tratamientos
El efecto de los tratamientos en la maduracién medida como cambio de color se determind en

frutos de estadios MG, BR, OR y RR. Fueron usadas tres plantas por tratamiento en cinco
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experimentos independientes. Los tratamientos fueron aplicados una vez que las plantas
presentaran frutos en estadio MG, a la hora de la tarde, tres veces a la semana durante 20 dias
o hasta que los frutos llegaran a estadio rojo (los tratamientos de 1-MCP al retrasar la cosecha
prolongaba el tiempo de los tratamientos). La cosecha de los frutos para los analisis bioquimicos
y moleculares se realizaba una semana después de iniciado los tratamientos en horas de la
mafiana y se iban seleccionado favoreciendo la cosecha de tomates en estadio BR, debido a que
este estadio dura solo un dia. Las cosechas se realizaban en los dias que no se realizaba
tratamiento y procurando cosechar frutos ubicados en el centro de los racimos por presentar el

crecimiento mas uniforme. Los frutos no usados en los analisis se dejaban crecer en la planta.

Suplementacion de AAy H20;
Frutos en estadio MG en la plata fueron rociados tres veces por semana por 20 dias con 5 ml por

planta de AA 20 mM y H,0, 10 mM, pH=5,7. Los controles se rociaron con agua destilada y se

utilizé 0,01% v/v Tween 20 como surfactante en todos los tratamientos.

Suplementacién con ACCy 1-MCP
Plantas con frutos en estadio MG fueron rociadas tres veces por semana con 5 ml de ACC 0,5

mM usdndose como control agua destilada y 0,01% v/v Tween 20 como surfactante. Para los
tratamientos de 1-MCP, plantas con frutos en estadio MG fueron puestas en camara hermética
por 12 horas para tratamiento gaseoso con 1-MCP a una concentracion de 8 ppm y sin 1-MCP
como tratamiento control, tres veces a la semana por 20 d o hasta que los tomates alcanzaron

el estadio RR.

Suplementacién de alta irradiancia
Plantas cultivadas en el invernaculo (Gl), con frutos en estadio MG se trasladaron al exterior del

invernadero (HI) entre las 9 y las 15 h UT (Tiempo Universal) en un dia soleado y se expusieron
alaluz solar durante 20 d (temporada de verano de 2018 y 2019). La intensidad de la luz superd
los 2000 pmol de fotones. m2. s PPFD (entre 2000 y 2500 pumol de fotones. m2. s PPFD en
promedio), durante el transcurso del tiempo del experimento. La radiacion fotosintéticamente
activa (PAR), se determind en dias claros durante 3 dias despejados, en 4 momentos: 9,12, 14y
17 h UT, en cada ocasidn. Las temperaturas del aire libre cerca de las macetas se tomaron

también para 4 momentos: 9, 12, 14 y 17 h UT, con termdmetro infrarrojo; se evaluaron las
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temperaturas minimas y maximas para generar un promedio. Las mediciones se realizaron

durante 3 dias y registradas al mismo tiempo y sobre el mismo lugar en las que se midio el PAR.

Sélidos solubles, pH y acidez titulable
Muestras compuestas de 10 g de diferentes frutos (entre 4-5 frutos), fueron procesados con

mortero para generar un macerado que fue usado para determinar el contenido total de sélidos
solubles (TSS), pH y acidez titulable (ATT). Se colocaron unas gotas de jugo del procesado de
tomate en un refractometro (Milwaukee MA871, Rocky Mount, EE. UU.), para determinar el
contenido de sdlidos solubles el cual se expresd en % p / p. El procesado diluido en 100 ml de
agua destilada fue usado para determinar el pH con un medidor de pH (Hanna Edge®), y la ATT
por titulacién con una solucién 0,1 N de NaOH L? hasta alcanzar un pH de 8,2 (AOAC, 1980). La

TTA se expresé en g de acido citrico por kg de peso fresco de fruto.

Tasa respiratoria
La tasa respiratoria se determind con un sensor infrarrojo de CO, (Lutron Electronic Enterprise

Co. L.T.D., modelo GC-2028) a 23 °C. Se colocaron cuatro frutos intactos recién cosechados
(tipicamente 15 g en total) en una camara de vidrio hermética de 1,74 L y se registro la
concentracién de CO; en la atmdsfera cada minuto durante al menos 20 minutos. Los resultados

se expresaron en mmol de CO, kg*PF h.

Textura
Para determinar la firmeza del fruto se utilizé6 un analizador de textura (TA. XT. PLUS, Micro

Systems TM Goldalming, Surrey, Reino Unido) con una sonda plana de 2,5 mm de didmetro
segun Alegre y col. (2020.) Las pruebas de deformacién se establecieron con los siguientes
pardmetros: distancia 0,5 cm, prueba de velocidad 0,25 cm sy 0,058 N de fuerza de disparo.

La fuerza maxima de la prueba se registré para analizar la firmeza de la fruta.

Clorofila y carotenoides
Los ensayos de clorofila-a, clorofila-b y contenido de carotenoides fueron realizados segln

Arnon (1949). Aproximadamente 300 mg de pericarpio de frutos congelados y pulverizados con
nitrogeno liquido fueron homogeneizados en 1,5 ml de acetona al 80% y luego centrifugados 15

min 3000 rpm a 4 °C. Se utilizaron los sobrenadantes para el analisis de pigmentos. Las

44
Tesis Doctoral — Lic. Maria Charlotte Steelheart M.



MATERIALES Y METODOS

absorbancias se determinaron a 645, 652, 663 y 470 nm en un espectrofotometro AV-160A
Shimadzu, Japdn. Las siguientes ecuaciones se utilizaron para los calculos (Litchtenthaler y

Wellburn, 1983):

Chl total = 2952. 278,
mg de tejido
Chla = 11,75. A663 —2.,'35. A645 %20
mg de tejido
18,61. A645 —3,96. A663
Chlb = x 20

mg de tejido

1000. A470 — 2,27 . Chla—81,4. Chlb
Carotenoides totales = — x 20
227 . mgde tejido

Tiempo de maduracién
El efecto de los tratamientos sobre el tiempo de maduracion se determind contando los dias

desde el estadio MG hasta el estadio RR en cada fruto, analizando el cambio de color de 2 frutos
por planta en estadio MG que fueron marcados en las tres plantas de los tres genotipos
analizados que se utilizaron por cada tratamiento, en los 5 experimentos independientes. Para
cada tratamiento, se tomod el nimero de dias para la maduracién cuando el 50% mads un fruto

alcanzaron el estadio RR.

Evaluacién de la respuesta fotosintética
El efecto de la alta irradiancia en la fotosintesis fue medido en 5 frutos de los cuatros estadios

de maduracion en cada experimento, durante horas del mediodia a valores de irradiancias

naturales que recibieron in situ.

Tasas de transporte de electrones (ETR)
Se determind con un sistema portatil de medicién de la fluorescencia modulada de la clorofila

(FMS-2, Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, Reino Unido) y se calculé de acuerdo con Genty y
col., 1989. La ETR (‘Electron Transport Rate’) es un pardmetro que se obtiene a partir de ¢ PSlI
(rendimiento cuantico), la densidad de flujo fotdnico fotosintético incidente (PPFD), la
absortancia y 0,5 que es la fraccién de luz que es absorbida por el PSIl (se asume una absorcidn
equivalente de ambos fotosistemas). En este caso se considerd para los frutos una absorbancia
de 0,85 ya que este es un valor muy conservado en hojas de diversas especies (Tambussi y

Graciano, 2010b).
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“Quenching” no fotoquimico (NPQ)
Los parametros de fluorescencia de la clorofila fueron calculados segun Baker (2008), con la

siguiente formula: (Fm—Fm’)/Fm’.

Eficiencia del PSIl (Fv/Fm)
La fotoinhibicion esta relacionada con una disminucién del rendimiento de la fluorescencia

variable (Fv) de la clorofila a del PlI, lo que se manifiesta en una disminucién del coeficiente de
fluorescencia variable y fluorescencia maxima (Fv/Fm) (Krause y Weis, 1984; Krause, 1988). Para
medir este pardmetro se usé el medidor de fluorescencia modulada de la clorofila, utilizando el
método del pulso saturante (Tambussi y Graciano, 2010b). Hojas y frutos con pinzas (“clips”)
especiales, que permiten oscurecer un sector a medir por 30 minutos a modo de aclimatar las
hojas a la oscuridad y relajar los mecanismos de disipacién no fotoquimica. Esta medicidon fue la
ultima del dia. El coeficiente Fv/Fm puede tomar valores entre 0 y 0,85 indicando una relacion
directa con el porcentaje de centros funcionales del Pll, es decir, que una disminucidn de los
valores en general pone de manifiesto un dafio y una pérdida de funcién a nivel del aparato

fotosintético.

Determinacidon de especies reactivas del oxigeno
La produccidn de H,0; en el fruto se determind sumergiendo el fruto entero (peso fresco de

aproximadamente 3 g), en 3 ml de una solucién que contiene 10,000 U L'de peroxidasa de
rabano picante, 10 pmol L't Amplex Red (N-acetil-3,7-dihidroxifonxazina) y 50 mmol de buffer
Tris-HCI pH=7 (kit de ensayo Amplex Red, sondas moleculares), y se analizaron 5 frutos de cada
estadio de maduracidn para cada experimento. La reaccion fue lineal durante varias horas. La
fluorescencia del amplex red en la solucidn debido a la presencia del H,0; saliendo del tejido
por difusion, se registré 100 minutos después de comenzar la incubacién con un lector de
microplacas multimodal CLARIOstar® Plus (Ortenberg, Alemania) en modo de fluorescencia a
longitudes de onda de excitacién de A=560 nm (Zhou y col., 1997). Los resultados se expresaron
en umol mg?! PF h'l. Se analizé el H,0; en la solucidn por difusién desde el fruto entero para

analizar el contenido de H,0; en el pericarpio del fruto, relacionado con el cambio de color.

Deteccidn subcelular de ROS
Inmediatamente después de la cosecha, 5 frutos de cada estadio de maduracién fueron lavados

y sus pericarpios cortados en rodajas finas con un micrétomo de mano para la localizacién
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subcelular de ROS segun Ramos-Artuso y col. (2019). Los segmentos se incubaron en una
solucién de 50mM Tris/HCI pH=7,4, que contenia 0,025 mM diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFDA, Sigma-Aldrich®) durante 30 min en la oscuridad. Luego se
enjuagaron con la misma solucién sin la sonda fluorescente. Los tejidos se observaron utilizando
un microscopio laser espectral confocal (Leica TCS SP5, ex =488 nm y em = 525 nm). Rodajas de
fruto incubados en la solucién sin DCFDA se utilizaron como diana para descartar la existencia

de auto fluorescencia.

Determinacidn de las peroxidacion lipidica
La concentracion de malondialdehido (MDA) como referente a la peroxidacion lipidica se midio

en 200 mg de pericarpio de una muestra compuesta de 3 frutos congelados y pulverizados con
nitrégeno liquido en 1 ml de buffer 50 mM fosfato de potasio pH=7,0 y 100 pl de una solucion
0,2 % v/v de etanol al de hidroxitolueno butilado para la medicion de MDA. Los homogeneizados
se centrifugaron a 16,000 x g durante 10 min. Los sobrenadantes se mezclaron con 1 M HCIO (1:
1), se agitaron vigorosamente y se centrifugaron nuevamente a 16,000 x g. Luego se afiadio un
volumen de 0,8% p/v de acido tiobarbittrico a dos volimenes del sobrenadante y se incubd a
90 °C durante 1 h. Las muestras se filtraron e inyectaron en un sistema de HPLC (médulo de
suministro de disolvente Shimadzu LC-10ATvp) equipado con una columna Zorbax MicroSpher
C-18 (100 mm x 4,6 mm, Agilent Technologies) y se detecté el MDA a A=590 nm. Las condiciones
de HPLC consistieron en un tampon en funcionamiento de 70% de buffer de 100 mM fosfato de
potasio pH= 7,0 y 30% de metanol (v / v) segln lo descrito por Templar y col. (1999). Los

resultados se calcularon a partir de una curva estandar y se expresaron en nmol g PF.

Determinacién del contenido de antioxidantes no enzimaticos

AAy dehidroascorbato
El contenido total y reducido de AA se midié en aproximadamente 150 mg de pericarpio de 3

frutos congelados y pulverizados con nitrégeno liquido. La extraccion del AA reducido se realizo
con una solucidn 3 % v/v de 4cido trifluoroacético y se centrifugd a 16,000 x g durante 10 min,
mientras que para el contenido total de AA ademas se realizd una incubacion con DTT. Ambas
formas se midieron con un sistema de HPLC (mddulo de suministro de disolvente Shimadzu LC-
10ATvp) equipado con una columna Zorbax MicroSpher C-18 (100 mm x 4,6 mm, Agilent

Technologies) y se detecté a A=265 nm (detector Shimadzu UV-vis SPD-10Avp) como se describe
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en Bartoli y col. (2006). El acido deshidroascérbico (la forma oxidada del ascorbato) se estimo
como la diferencia entre el contenido de las formas totales y reducidas (Bartoli y col., 2006).
Para calcular el estado redox del AA, se utilizo la siguiente férmula: % DHA = [(contenido de DHA)

(contenido de AA + contenido de DHA) ~1] x 100. Los resultados se expresaron en pmol g PF.

Glutation total y oxidado
El mismo homogenato utilizado para el AA se utilizd para las mediciones de glutation. Los

contenidos de glutation total y oxidado se determinaron espectrofotométricamente
(espectrofotémetro AV-160A Shimadzu, Japén) como se describe en Griffith (1980) en una
mezcla de reaccién que contiene 100 mM fosfato de potasio (pH=7,5), 5 mM EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), 0,3 mM NADPH, 6 mM DTNB y 50 unidades de GR ml . El glutatién
oxidado se midié después de incubar 100 pL de cada muestra con 2 pL de vinilpiridina. Los

resultados se expresaron en pmol g PF.

Determinacidn de actividad enzimatica

Contenido de proteinas
Aproximadamente 200 mg de tejido pulverizado compuesto de 3 frutos se homogenizaron en 1

ml de buffer 100 mM bicina pH 7,5 conteniendo 10% v/v de glicerol, 1 nM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF de Sigma-Aldrich®), 1 uM E-64 (CAS No.: 66701-25- 5 de Sigma-
Aldrich®) y 1 uM acido etilendiaminotetraacético (EDTA de Sigma-Aldrich®). PMSF, E-64 y EDTA
se usaron como inhibidores de diferentes grupos de proteasas. El procedimiento se realizé en
un bafio de hielo y las muestras se mantuvieron a menos de 4 °C para evitar la desnaturalizacion
de proteinas. Los homogeneizados se centrifugaron a 16,000 x g durante 10 minutos y los
sobrenadantes se usaron para los ensayos enzimaticos realizados con un espectrofotémetro de
registro UV-vis, modelo AV-160A Shimadzu®, Japén. Los homogenizados se frisaron en nitrégeno
liguido y se conservaron a -20 °C hasta su uso. El contenido de proteina soluble total se midio
de acuerdo con Bradford (1976) usando albumina de suero bovino (BSA) como estandar de
proteina. Las absorbancias se midieron usando un espectrofotémetro (espectrofotémetro AV-
160A Shimadzu, Japdn) a A=595 nm. Los extractos resultantes fueron utilizados para el analisis

de las actividades enzimaticas.
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Actividad de catalasa (CAT)
Se midié de acuerdo con Bartoli y col. (1999), siguiendo la descomposicion de H,0, a A=240 nm

en un medio de reaccidn que consiste en buffer 50 mM fosfato de potasio pH=7,0, 15 mM H,0,,

100 pL de homogeneizado (1 mg ml? de proteina) y 0,1% v/v Triton X-100.

Actividad de peroxidasas (PX)
Se midié por espectrofotometria a A=430 nm segun Bartoliy col. (1995), en un medio de reaccién

que consiste en buffer 50 mM fosfato de potasio pH=6, 5 mM pirogalol y 8 mM H,0,. La actividad

se calculd utilizando un coeficiente de extincidn de €=2,47 mmol* cm™.

Actividad de ascorbato peroxidasa (APX)
Se midié mediante una modificacion del método descrito por Amako y col. (1994), a

temperatura ambiente, en buffer de extraccién 50 mM fosfato pH=7,0; 1 mM EDTAy 1 mM
acido ascorbico. La mezcla de reaccidn contenia buffer 50 mM fosfato pH=7,0; 0,5 mM ascorbato
y 0,1 mM H;0;.La actividad se midid durante 40 seg a intervalos de 5 seg, monitoreando la
desaparicidon del AA en la muestra a una longitud de onda de A= 265 nm (g = 2,8 mM/cm). La

actividad se expresé en umol de AA oxidado por minutos por mgr de Proteina.

Actividad de superéxido dismutasa (SOD)
Se determind debido a su capacidad para inhibir la reducciéon del tetrazolio nitroblue generado

por la reaccion de xantina-xantina oxidasa (Beauchamp y Fridovich, 1971), a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion contenia buffer 50 mM fosfato de potasio pH=7,8, 0,83 uM
xantina y 0,015 mM EDTA. Se afadid una alicuota del extracto crudo de acuerdo con 0,2-1
unidades de SOD. La reaccién se inici6 mediante la adiciéon de una alicuota de la solucién de
xantina oxidasa (diluida de acuerdo con AE560. min't = 0,025, para cada reaccién). La actividad
se siguid durante 40 s a A=560 nm. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima

que inhibe la reduccién al 50%.

Actividad de NADPH oxidasa (NOX)
Se midi6 mediante una modificacion del método descrito por Li y col. (2004), por

quimioluminiscencia mejorada con lucigenina en un medio de reacciéon que contiene 50 mM
fosfato de potasio pH=7,4, 5 uM lucigenina y 40 uM NADPH. La emisidn de luz se midié cada 5 s
durante 40 s utilizando un lector de microplacas multimodo CLARIOstar® Plus (Ortenberg,

Alemania) en modo de luminiscencia.
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Determinacion de la expresion de genes
Se seleccionaron genes de sintesis y sensibilidad del etileno, entre los cuales se encuentran dos

de sintesis de etileno: ACO4 y ACS6 y uno de receptores: ETR3, seis factores de transcripcion
relacionados con la sintesis de H,0,y relacionados con la maduracidn de frutos: NAC1, DREBI,
JNBU1, HSP17.6, HSP20.1 y HSP20.1, ademas de un gen de referencia (o de normalizacién). Los
cebadores utilizados para el andlisis de expresidn relativa fueron en algunos casos extraidos de
la bibliografia o las secuencias fueron buscadas en GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), y luego las secuencias ortélogas buscadas en el

genoma de tomate disponible en la plataforma solgenomics (https://solgenomics.net/).

Diseno de cebadores
La herramienta de disefio PrimerQuest Tool del Integrated DNA technologies

(http://bioinfo.ut.ee/primer3/), fue usado para el disefio de los cebadores. Los parametros
elegidos fueron: entre 85 — 150 pares de bases (pb) del amplicdn, entre 18 y 25 pb del cebador,
entre 59 y 63 °C de temperatura de fusién y una proporcién de guaninas/citocininas de

aproximadamente entre 40-60% (Fig. 7).

Nombre Primer Forward (F) Primer Reverse (R)

ACO4 TGATTGAGAAGACAGAAGAGGACA GGAATTTGAGACCTGCATACAAC

ACS6 GGGAGTTGAAGTTGCAACAAA CCTTGCCTGGACCATAGGAGA

ETR3/NR CCTTTGGCAAGGATGAGGAATA GACAGTTCAGCCCAGTCATTAG

JNBU1 CGTGCACGTATGGTTGTTCTA GTGCATCACTATGTTCCCAAATG

DREB1 GTTTGTGTGCCGTTGGATTATAG CCCTTTCCCTTCATTGTCTAGTT

HSP17.6 AGGTCAAGTCCATTGAGATTTCTG ACAGAGCAACTTCAAACCTTCCAAC
HSP20.0 AAGATTTAGCTTCCGGAGAATGC GCCCATACAAGGATACCCTAAATTCACAT
HSP20.1 TAGGCTTTCCAGGTACCAATTC CCACTTTCACTTCCTCCTTCTT

Figura 7. Cebadores empleados en la cuantificacion por PCR tiempo real.
Las secuencias nucleotidicas estas escritas en sentido 5°-3".

Extraccion de RNA total
Tejido del pericarpio fue pulverizado en nitrégeno liquido utilizando mortero estéril.

Aproximadamente 200 mg de tejido fueron homogenizados en 1 ml de TRl Reagent® (Sigma-
Aldrich®) y se homogeneizd vigorosamente empleando un vortex durante 15 seg para realizar la
extracciéon de ARNm. Se retiraron las perlas de acero utilizando un magneto y se incubd el
homogenato durante 5 min a temperatura ambiente. Luego se realizaron dos incubaciones de
5min a temperatura ambiente con 200 pl cloroformo y centrifugado a 12000 x g 4 °C para
conservar la fase acuosa, seguidas una incubacién de 5 min con isopropanol (volumen igual al

recuperado) y centrifugado por 15min a 12000 x g 4 °C para conservar el pellet, el cual fue
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resuspendido en 100 ul de agua DEPC (Dietilpirocarbonato) y mezclado con cloruro de litio 8 M
(1/3 del volumen de agua DEPC). La mezcla precipité durante una noche a 4 °C. El pellet
resultante fue lavado con 70% v/v etanol frio, centrifugado durante 10 min a 12000 xg a4 °C,y

secado en flujo laminar.

El pellet resultante fue tratado con una ADNasa (RQ1DNAse, Promega®), de acuerdo con la
especificacidn del fabricante, con una incubacion adicional en isopropanol y lavado con 70 %v/v

etanol frio. Por ultimo, se resuspendid el pellet en 20 ul de agua DEPC y almacenado a -80 °C.

El contenido de ARN en cada muestra se cuantificé mediante el uso de un lector de microplacas
multimodo CLARIOstar® Plus (Ortenberg, Alemania), midiendo la absorbancia de la muestra a
A=260 nm y 280 nm. Mientras que la integridad fue probada mediante electroforesis en gel de
agarosa 1 % (Fig. 8), a un voltaje constante de 70 V usando como buffer 0,5 X TBE. Las muestras

se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su uso.

Figura 8. Gel de agarosa al 1% corrido por 45 mina 70 V.

Se observa la integridad del ARN de frutos de 4 estadios de maduracion (MG, BR, OR y RR), de plantas WT
(a, b, cyd), GGP-5261 (e, f, gy h) y GGP-49C12 (i, j, k y I).

Transcripcion reversa
El ARN purificado fue usado para la sintesis de ADN complementario (ADNc) usando una

transcriptasa reversa M-MLV (Moloney murine leucemia virus reverse transcriptase, Promega,
200 U pL?Y), 1 pl (50 pmoles ult) de oligo dT (Oligo dT (15) Biodynamics ®) y agua DEPC en
cantidad necesaria para alcanzar un volumen de 15 pl. Posteriormente, se agregaron 5 plL de
buffer de reaccion M-MLV 5X, 1,5 ul de una mezcla de dNTPs 10 mM (dATP 100mM, dCTP
100mM, dGTP 100mM, dTTP 100 mM PB-L Productos Bio-Logicos®), 0,5 ul de inhibidor de
ribonucleasas (Recombinant RNasin ® 40u pl-1 Promega), 1 pL de enzima M-MLV vy la cantidad

necesaria de agua DEPC para alcanzar un volumen final de 25 pL. Luego la mezcla de reaccidn se
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incubé durante 1 hora a 42°C para generar el ADNc. El ADNc generado se almacené a -20 °C

hasta el momento de su uso.

PCR en tiempo real
Se pusieron a punto las concentraciones de cada juego de cebadores (Fig. 6), para obtener

eficiencias de amplificacion cercanas al 100% y se realizé6 una cuantificacién relativa de la
expresion de los cebadores a nivel de ARN mensajero mediante reacciones de amplificacién en
cadena por la ADN polimerasa en tiempo real (RT-qPCR). Las mismas se llevaron a cabo
utilizando un equipo StepOne Plus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando SYBR
Green | cdbmo método de deteccidn. Se siguieron las especificaciones del kit FastStart Universal

SYBR Green Master Mix (Roche) para reacciones con un volumen final de 10 pL.

Andlisis estadistico
Los datos representan un promedio de los resultados obtenidos de 5 experimentos

independientes (primavera / verano 2017-2021), con un minimo de 3 plantas para cada
tratamiento. Para el andlisis del tiempo de maduracién, medido como el cambio de color, se
analizaron 10 frutos (dos por planta), en cada experimento, para n n=30. Para los analisis
bioquimicos y moleculares, cada n estuvo conformado por muestras compuestas por 3 frutos de
plantas distintas y un n=2 para cada experimento, para un total de n=10, mientras que para los
analisis ecofisioldgicos se analizaron dos frutos por planta en cada estadio de maduracién en
dos experimentos para un n=20 Los resultados se analizaron mediante ANOVA y las medias se

compararon mediante la prueba de Tukey a un nivel de significancia de 0,05.
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Antecedentes especificos
El desarrollo y crecimiento de los frutos estan coordinados, entre otros sistemas, por hormonas

vegetales a través de diferentes vias bioquimicas que desencadenan el proceso de maduracién
y determinan sus atributos. Entre las hormonas que regulan el cuajado, la divisidon celular, la
expansion celular y la maduracion se encuentran las auxinas, las giberelinas, las citoquininas, los
brasinoesteroides, el acido abscisico (ABA) y el etileno (McAtee y col., 2013). Esta coordinacion
es particularmente evidente en la transformacién de cloroplasto a cromoplasto durante la
maduracién, un evento caracterizado por la sintesis y acumulacién de carotenoides,
acompafiando el cambio de color verde a rojo (Egea y col. 2011; Klee y Giovannoni, 2011). En
general, los frutos frescos maduros contienen principalmente agua, azlcares, fibra dietética (de
los componentes de la pared celular), acidos organicos, minerales, pigmentos, antioxidantes,

volatiles aromaticos y vitaminas, que contribuyen a la nutricién humana (Kader, 2008).

El fruto del tomate se reconoce como fuente importante de vitamina C (AA), en la dieta humana
(Bhowmick y col.,, 2012), y debido a las multiples funciones del acido ascérbico como
antioxidante (Foyer y Noctor 2011; Smirnoff 2018), ha generado interés como herramienta en
la tecnologia de la produccion de frutos. El control de la sintesis y las funciones del acido
ascoérbico se ha establecido a través del analisis de mutantes y plantas transgénicas de varias
especies vegetales en diferentes partes de la ruta de biosintesis (Alhagdow y col. 2007; Gilbert
y col., 2009;2016). El 4cido ascérbico se sintetiza a través de GDP-manosa y GDP-L-galactosa y
la primera enzima en esta via que se considera especifica para la sintesis es GDP-L-galactosa
fosforilasa (GGP), (Dowdle y col., 2007; Laing y col., 2007; Linster y col., 2007). Mutantes
incapaces de producir acido ascérbico no son viables pero pueden ser rescatados mediante la
suplementacién con ascorbato (Dowdle y col., 2007; Lim y col., 2016), mientras que otros con
deficiencia de acido ascérbico crecen con relativa normalidad, pero exhiben varios cambios
sutiles en el desarrollo como una mayor sensibilidad al estrés ambiental y una mayor resistencia
basal a los patdgenos (Pavet y col., 2005; Barth y col., 2006; Senn y col., 2016; Caviglia y col.,
2018; Plumb y col., 2018). La disponibilidad de plantas de tomate mutantes Slggpl, con
deficiencia de GGP1 y baja concentracién de 4cido ascdrbico en hojas permite establecer el
papel de esta enzima y del acido ascérbico en la produccién y calidad del fruto (Baldet y col.,
2013), observandose un mayor dafio en frutos cuando se exponen al frio (Wang y col., 2013;
Yangy col., 2017), sin embargo, es evidente que la deficiencia de acido ascérbico aun permite a
las plantas realizar sus funciones esenciales. Debido a los pocos estudios enfocados en

modificaciones a nivel del fruto, en el presente capitulo se evalua los efectos de la mutacién en

55
Tesis Doctoral — Lic. Maria Charlotte Steelheart M.



CAPITULO I. EFECTO DEL BAJO CONTENIDO DE AA PRESENTE EN PLANTAS DE TOMATE MUTANTES DEFICIENTES EN
GDP-L-GALACTOSA FOSFORILASA EN LA CALIDAD DEL FRUTO DURANTE LA MADURACION.

la GGP1 y la deficiencia de acido ascérbico asociada en la calidad del fruto del tomate durante

el cambio de color en el proceso de maduracion.

En este capitulo se abordod el objetivo especifico 1 que consistié en establecer el efecto del bajo
contenido de AA presente en plantas de tomate mutantes deficientes en GDP-L-galactosa

fosforilasa en la calidad del fruto durante la maduracion.

En funcidn de éste se fijaron tres actividades a realizar:

1. Determinar el contenido de acido ascérbico y su estado redox en frutos de cuatro estadios de

maduracién de frutos de plantas mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres.

2. Determinar el contenido de pigmentos y el tiempo de maduracién de frutos de plantas

mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres.

3. Determinar parametros de calidad en frutos en cuatro estadios de maduracién de frutos de

plantas mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres.

Resultados

Contenido de acido ascdrbico y su estado redox en frutos silvestres y mutantes
deficientes de acido ascérbico durante la maduracién
Al analizar el contenido de acido ascdrbico total en los tres genotipos, el genotipo silvestre y los

dos mutantes deficientes en GGP1 (mutantes Slggp1), se observd que la concentracién de acido
ascorbico permanecié constante durante la maduracién de los tres genotipos. En los frutos
mutantes Slggp1 el contenido de 4cido ascorbico es de alrededor del 30% del contenido de
frutos silvestres, mientras que la concentraciéon de la forma oxidada (estado redox %), disminuyd
en frutos silvestres durante la maduracidn, mientras que se mantuvo constante en los frutos de

ambos mutantes Slggp1 (Fig. 9).
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Figura 9. Contenido de 4cido ascérbico y estado redox (%) en frutos silvestres (WT) y mutantes
Slggp1(GGP-5261 y GGP-49C12), en cuatro estadios de maduracidn.
Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los datos
se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la
misma etapa de maduracion y tratamiento. (m) denota diferencias estadisticas en comparacion con la
etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).

Efecto de la deficiencia de dcido ascérbico sobre la acumulacion de pigmentos y el tiempo
de maduracion
El contenido de clorofila a y b disminuyé durante la maduracidon de frutos silvestres y mutantes

Slggp1 (Fig. 10a, b). Mientras que en los genotipos mutantes Slggp1 se observé mayor contenido
de clorofila a en frutos de estadio MG y BR (Fig. 10a), y mayor contenido de clorofila b en el
estadio BR (Fig. 10b), como consecuencia los frutos mutantes Slggpl presentan mayor
contenido de clorofila total en los estadios MG y BR durante la maduracion. El contenido de
carotenoides en frutos silvestres se mantiene constante durante la maduracién, mientras que
en los frutos mutantes Slggp1 en estadio MG y BR el contenido de carotenoides es mayor que

en frutos silvestres (Fig. 10d).
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Figura 10. Contenido de pigmentos en frutos de plantas (WT) y mutantes S/lggp1(GGP-5261 y GGP-
49C12), en cuatro estadios de maduracidn.
Contenido de clorofila a en tratamientos control (a), clorofila b (b), clorofila total (c) y carotenoides totales
(d). Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los
datos se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos
para la misma etapa de maduracién y tratamiento. (m) denota diferencias estadisticas en comparacién
con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).

La maduracién en planta de frutos mutantes Slggp1 mostré un retraso con respecto a frutos
silvestres. Analizando el tiempo que tardan los frutos para cambiar de color verde a rojo desde
el estadio MG hasta RR se observd que los mutantes Slggp1 tardaron 3 dias mas que los frutos

silvestres en alcanzar la etapa RR (Tabla 2).
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Control
WT 14,0+0,5a
GGP-5261 17,0+£1,0b
GGP-49C12 17,0+1,0b

Tabla 2. Numero de dias para observar 50% de frutos rojos maduros (RR) en plantas silvestres y
mutantes Slggp1.
Letras minusculas denotan diferencias estadisticas entre genotipos para el mismo tratamiento y las letras
mayusculas denotan diferencias estadisticas entre el mismo genotipo para diferentes tratamientos
(ANOVA, P <£0.05). Los valores son la media de tres experimentos independientes.

Efectos de la deficiencia de acido ascorbico en los pardmetros de calidad del fruto
durante la maduracién
La respiracion disminuyd durante la maduracion del fruto de los tres genotipos analizados (Fig.

11a). Sin embargo, a pesar de que se observa una muy leve tendencia al aumento en la tasa
respiratoria en el estadio OR de los tres genotipos analizados, el aumento en la tasa respiratoria
caracteristico en los frutos climatéricos no fue observado. La firmeza también disminuyd con la
maduracién, teniendo ambos mutantes Slggpl valores mas altos de firmeza que los frutos

silvestres en el estadio RR (Fig. 11b).
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Figura 11. Tasa respiratoria (TR)y firmeza frutos silvestres (WT) y mutantes Slggp1 (GGP-5261 y GGP-
49C12), durante la maduracién.
Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los datos
de respiracion se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes
genotipos para la misma etapa de maduracidén y tratamiento. (m) denota diferencias estadisticas en
comparacion con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).
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Otros parametros de calidad de los frutos registrados fueron el pH, el contenido de sdlidos
solubles totales y la acidez total titulable. Ninguno de los genotipos analizados mostré cambios
en el pH durante la maduracién del fruto (Fig. 12a), mientras que los sélidos solubles y la acidez
titulable aumentan con la maduracion en los tres genotipos analizados (Fig. 12b y c). Sin
embargo, los mutantes Slggpl presentan menor acidez titulable en los primeros estadios de
maduracién, haciendo que la proporcion de sélidos solubles totales / acidez titulable (ratio) sea

mas alta en ambos mutantes S/ggp1 que en silvestres (Fig. 12d)
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Figura 12. pH, sdlidos solubles (TSS), acidez titulables (ATT) y ratio en frutos WT y mutantes Slggp1
(GGP-5261 y GGP-49C12), durante la maduracidn.
Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los datos
de respiracion se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes
genotipos para la misma etapa de maduracidén y tratamiento. (m) denota diferencias estadisticas en
comparacion con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0,05).
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Discusion

El consumo de frutas y verduras con altos niveles de antioxidantes se considera un medio de
prevencion de enfermedades cardiovasculares y cancer, lo que ha incrementado su demanda
en los ultimos afos. El consumo de tomate, por su parte, ha sido estable a través del tiempo, lo
gue estimula su mejoramiento genético para la obtencién de nuevos cultivares con altos
contenidos en licopeno, B-caroteno y vitamina C (Adalid y col., 2007). A pesar de que el tomate
podria considerarse como una fuente moderada de acido ascdrbico, en funcidn de su contenido
relativamente bajo (14 mg/ 100 g de peso fresco), se consume ampliamente, representando la
segunda fuente de vitamina C en la dieta humana (Fenech y col., 2019; Raffo y col., 2003). El
cultivar Micro-Tom usado en el presente trabajo permitié establecer los efectos de la mutacion
de la enzima GDP-L-galactosa fosforilasa (mutantes Slggp1), en el contenido de acido ascérbico
durante la maduracién del fruto de tomate. Los frutos mutantes Slggpl contienen
aproximadamente un 30 % del dcido ascérbico total presente en frutos silvestres en los cuatro
estadios de maduracién analizados, lo cual se encuentra en concordancia con lo observado por
Alegrey col. (2020), quienes evaluaron el contenido de acido ascdrbico y su estado redox en tres
estadios de maduracidn (verde, pintdny rojo), y observaron una reduccién del contenido en los
estadios analizados en comparacidon con frutos silvestres. Durante las primeras etapas de
desarrollo del fruto el contenido de acido ascdrbico proviene de la galactosa por la via Wheeler-
Smirnoff, mientras que en frutos maduros la acumulacién de acido ascdrbico se relaciona con la
via del acido galacturdnico y por la traslocacion desde las hojas debido a la condicion del fruto
como drgano destino (Badejo y col., 2012; loannidi y col., 2009). La enzima GDP-L-galactosa
fosforilasa, es la primera enzima especifica de la sintesis de 4cido ascdrbico dentro de la via
Wheeler-Smirnoff, por lo cual esta via se encuentra parcialmente interrumpida en los mutantes
Slggp1. La acumulacion de acido ascorbico en estos mutantes podria deberse a la participacién
de la isoenzima GGP2 y a la via de sintesis del acido galacturénico como fue observado
anteriormente tanto en frutilla, como en tomate (Agius y col., 2005; Badejo y col., 2012,
respectivamente). Por otro lado, mientras que en los frutos silvestres el porcentaje de acido
ascorbico oxidado (DHA) disminuye durante la maduracién, en frutos mutantes Slggpl1 se
mantiene constante. Una caracteristica importante dentro de las propiedades del acido
ascorbico es su capacidad antioxidante y la finalizacidon de reacciones en cadenas oxidativas que
dan como resultado productos no oxidativos como dehidroascorbato (DHA) (Davey y col., 2000),
por lo cual, la presencia de mayor porcentaje de DHA durante la maduracion de frutos mutantes
Slggp1, estaria relacionado a la disminucidon de la capacidad antioxidante debido a la deficiencia

de acido ascérbico.
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La degradacién de la clorofila es el proceso mds importante durante la senescencia de las hojas
(Hendry y col., 1987), y durante la transicion de cloroplastos a cromoplastos en el proceso de
maduracién de frutos (Brandt y col., 2006). Los frutos mutantes Slggp1 deficientes de acido
ascorbico utilizados en el presente trabajo presentan mayor contenido de clorofila y
carotenoides, ademas de retraso en la maduracion. Estos resultados estan relacionados con el
mayor contenido de clorofila y retraso de la senescencia en plantas de Arabidopsis mutantes
para la GDP-l-galactosa fosforilasa (vtcl y vtc2-1), deficientes de acidos ascérbico, observados
por Pavet y col. (2005), quienes atribuyen estas caracteristicas a que los mutantes vtcl son
capaces de retener por mas tiempo la clorofila. Durante la degradacion de la clorofila esta
implicada la accién de las ROS generadas espontaneamente o de origen enzimatico,
estableciendo un complejo sistema antioxidante donde el acido ascérbico esta involucrado
como mecanismo de defensa (Cadenas, 1985; Foyer y col., 2011). Sin embargo, el acido
ascoérbico también estd relacionado con la degradacion de clorofilas en hojas de maiz, centeno
y avena expuestas a la luz durante la senescencia (Pjon, 1981; Feierabend y Winkelhilsener,
1982; Del Longo y col., 1997, respectivamente), debido posiblemente a la su doble condicién de
prooxidante o antioxidante que le han sido atribuida (Kitts, 1997), dependiendo de las
condiciones externas. A pesar de que no esta claro el efecto del acido ascérbico durante la
degradacion de la clorofila en la maduracion de frutos, la mayor concentracién de clorofila en
frutos mutantes Slggpl analizados en el presente trabajo durante la maduracidn estaria
relacionado a la deficiencia de acido ascorbico en concordancia con lo observado en hojas
durante la senescencia y a que el metabolismo oxidativo y la generacion de ROS se encuentra

alterado en estos mutantes, aspecto que sera analizado en el siguiente capitulo.

La caracteristica de potente antioxidante del tomate se ha atribuido principalmente a los
carotenoides del fruto (Sies y Stahl, 1998), y a pesar de que la sintesis de los mismos ocurre
independientemente de la sintesis de clorofila en las plantas superiores (Roca y Pérez-Galvéz,
2021), el fruto en estadio MG como todo tejido fotosintético contiene carotenoides en estrecha
asociacién con la clorofila, lo cual estaria relacionando el mayor contenido de carotenoides
totales observados en frutos mutantes Slggp1 durante la maduracion observados en el presente
trabajo. Por otro lado, el tiempo de maduracién de los frutos hace referencia al cambio de color
que se genera durante la transicién de cloroplastos a cromoplastos y la acumulacién de
pigmentos responsables del color rojo dentro de éstos como el licopeno y B-caroteno (Brandt y
col., 2006); en el presente trabajo se observa que frutos mutantes Slggp1 tardan mas en cambiar
de color en comparacién con los frutos silvestres. Egea y col., 2011, establecieron que la

formacién de cromoplastos durante la maduracién de frutos de tomate se da a partir de los
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cloroplastos preexistente. Este retraso en la maduracién de los frutos mutantes podria estar
relacionada con la mayor concentracidon de clorofilas observadas en los estadios MG en
comparacién con los frutos silvestres, sin embargo, se reconoce un amplio nimero de factores
internos y externos que determinan el tiempo que toma el fruto para cambiar de verde a rojo

(lahy y col., 2019).

En general, durante la maduracidn de frutos climatéricos, como el tomate, se presenta un
aumento en la tasa respiratoria, precedido por un aumento en la sintesis de etileno que se asocia
al incremento en la expresion de enzimas como hidrolasas, transglicolasas, liasas y expansinas
que participan en la degradacién de la pared y en el consecuente ablandamiento del fruto
(Osorio y col., 2011; Brummell y Harpster, 2001; Brummell, 2006; Harker y col., 1997; Rose y
col., 2003). En estudios previos realizados a plantas de Arabidopsis (mutantes vtc2-1, vtc2-4) y
posteriormente en frutos de tomate (mutantes Slggpl), se observaron aumentos en la
produccién de etileno (Cavigliay col., 2018; Alegrey col., 2020, respectivamente). En el presente
trabajo, a pesar de observarse una tendencia al aumento de la tasa respiratoria en los tres
genotipos analizados en el estadio OR, esta no fue significativa, ademds no se observaron
diferencias entre frutos mutantes Slggp1 y silvestres durante la maduracién, sin embargo, frutos
mutantes Slggpl son mas firmes en el estadio RR en comparacion con frutos silvestres, como
fue observado previamente por Alegre y col., (2020). Gilbert y col. (2009), observaron que
plantas de tomate silenciadas para la GDP-D-manosa-3,5-epimerasa (primera enzima de la via
de sintesis del acido ascérbico), con bajo contenido de acido ascdrbico presentan reduccién en
la firmeza del fruto. Esto lo atribuyen al posible vinculo entre la principal via de sintesis del acido
ascorbico (Wheeler-Smirnoff) y la biosintesis de la pared celular a través de la formacién de GDP-
D-manosa como paso inicial tanto para la biosintesis del dcido ascdrbico, como precursor de la
biosintesis de D-manosa, L-fucosa y L-galactosa y, por lo tanto, de hemicelulosas y pectina de la
pared celular (Reiter y Vauzin, 2001; Gilbert y col., 2009; Mounet-Gilbert y col., 2016). En vista
que dentro de la via de sintesis de acido ascérbico la actividad de la enzima GDP-L-galactosa
fosforilasa estd aguas debajo de la actividad de GDP-D-manosa-3,5-epimerasa, los resultados
presentados en este capitulo indican que silenciar GME o GGP, ademds de reducir la biosintesis
de acido ascérbico, también perjudica los procesos relacionados con el ablandamiento del fruto
antes o después de la entrega de azucares para la formacidon de la pared celular. Se han
reportado otros mecanismos no enzimaticos como la accion de las ROS sobre las cadenas de
polisacaridos que conforman la pared durante la maduracién de los frutos (Airianah y col., 2016;

Fry, 2004), que podrian tener importancia en el ablandamiento de la pared celular en los frutos
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de las lineas mutantes Slggp1 deficientes en acido ascérbico durante la maduracion, aspecto

que serd analizado en el siguiente capitulo.

Otro rasgo de calidad considerado durante la maduracidn del fruto es el sabor. Este rasgo esta
dominado principalmente por el contenido de azucares (fructosa, sacarosay glucosa) y la acidez
(principalmente determinada por el contenido de acidos citrico y malico) (Kader, 2008). En
algunos casos, los cultivares se aceptan en funcién del contenido de sélidos solubles totales (TSS)
o la relaciéon entre los sélidos solubles y la acidez titulable total (ATT), es decir, el ratio (T%),
presente en el fruto maduro (Crisosto y col., 2005; 2007). A pesar de que no se observaron
diferencias significativas en el pH durante la maduracidn, ni entre los tres genotipos analizados,
tanto el contenido de sélidos solubles como la acidez titulable aumentan durante la maduracién
de frutos silvestres y mutantes Slggp1, sin embrago, al observarse menor acidez titulable total
en frutos mutantes Slggpl, el ratio fue mayor en ambos genotipos deficientes de acido
ascoérbico. Estos resultados sugieren que la mutacién en la GGP1 y la disminucién de la
concentracién de acido ascérbico influyen en algunos aspectos de la calidad, sin embargo,
algunos cambios en el proceso de maduracidon observados podrian no estar asociados con la

concentracién de acido ascérbico, sino con el desajuste en su principal via de sintesis.
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CAPITULO Il. EFECTO DE TRATAMIENTOS CON AA Y H202 EN LA
VELOCIDAD DE MADURACION DE FRUTOS DE PLANTAS DE
TOMATE MUTANTES DEFICIENTES EN GDP-L-GALACTOSA
FOSFORILASA CON BAJO CONTENIDO DE AA.
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Antecedentes especificos
La diferenciacidn de los plastidos que tiene lugar durante la maduracidon de frutos es un proceso

altamente coordinado que involucra componentes moleculares y hormonales programados
(Giovannoni y col., 2017). Esto es particularmente evidente durante la transformacion de
cloroplasto a cromoplasto, un evento caracterizado por la sintesis y acumulacion de
carotenoides y degradacion de clorofilas, acompafiando el cambio de color verde a rojo en el

fruto del tomate (Klee y Giovannoni 2011; Egea y col. 2011).

Se han observado incrementos en los niveles de ROS asociados a la transicion de cloroplastos a
cromoplastos durante la maduracion del fruto de tomate (Jiménez y col., 2002), acompafiado
de un posible dafio a lipidos y proteinas (Marti y col., 2009; 2011). Durante la maduracién del
fruto de diferentes especies, se han observado cambios en la actividad de superdxido dismutasa
(enzima que cataliza la dismutacién del radical superdxido a H,0;) y en los componentes del
ciclo ascorbato-glutatién que reducen el H,0O; (Jiménez y col., 2002; Marti y col., 2009; Palma y
col., 2015; Huany col., 2016). Sin embargo, la evidencia genética y fisioldgica sugiere que el H,0,
actia como un segundo mensajero de sefalizacion en las células vegetales, mediando la
adquisicion de tolerancia tanto al estrés bidtico como al abidtico (Noctor y col., 2018). Ademas,
Bouvier y col. (1998), demostraron que las ROS actian como una nueva clase de segundo
mensajero que regula la expresion de genes de biosintesis de carotenoides del cromoplasto. Por
lo tanto, si las ROS contribuyen a la maduracion, controlar los procesos antioxidantes supondria

mejorar la calidad y la extension de la vida del fruto del tomate (Cocaliadis y col., 2014).

Como principal barrera a la accion de las ROS, el acido ascérbico protege los carotenoides y
regenera los tocoferoles, mientras que, como principal tampdn redox en las plantas, estd
presente en altas concentraciones en la mayoria de los compartimentos celulares, incluido el
apoplasto (Foyer y Noctor 2011); ademas, sirve como cofactor para muchas enzimas, como la
violaxantina de-epoxidasa, que se requiere para la disipacion no fotoquimica del exceso de
energia de excitacién en los fotosistemas. También es un donante de electrones en la reaccion
del ciclo ascorbato-glutatién donde la ascorbato peroxidasa (APX) cataliza la reduccion del H,0»
(Asada, 1999). El andlisis transcripcional de las hojas en el mutante vtc1 (Arabidopsis deficiente
en vitamina C) demuestra que el dcido ascérbico estd asociado con proteinas implicadas en la
unién del ADN, el control del ciclo celular, los procesos de sefializacion y desarrollo, metabolismo
del carbono y la sintesis de la pared celular, lipidos y antocianinas (Pastori y col., 2003). Ademas,
el 4cido ascoérbico también es un regulador de la divisidn celular, el alargamiento y el crecimiento
celular (De Simone y col., 2018), también se reconoce como una molécula transductora de

sefiales; los cambios en la concentracién de acido ascérbico pueden modular la expresién de
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genes que codifican para proteinas PR (del inglés Pathogenesis-Related), y por tanto la
resistencia sistémica adquirida (Pavet y col., 2005). A pesar de que existe una estrecha
interaccion entre el metabolismo del acido ascérbico con la respiraciéon y la fotosintesis
observada en las hojas (Bartoli y col., 2006; 2009), con la sintesis de hormonas como el etileno
y la acumulacidn de biomasa en la roseta en Arabidopsis thaliana (Caviglia y col., 2018), y con la
sintesis de la pared celular y el rendimiento de frutos de tomate (Gilbert y col., 2009; Alegre y
col., 2020), no se han realizado trabajos que establezcan el papel de acido ascorbico durante la
transicién de cloroplasto a cromoplasto en la maduracidn del fruto de tomate. En el presente
capitulo se examina el papel del acido ascdrbico modulando el estrés oxidativo generado por la
sintesis de ROS durante las primeras etapas del cambio de color en la maduracidn del fruto de
tomate, a través del uso de mutantes deficientes GGP1, con una fuerte disminucion en el
contenido de acido ascdrbico (llegando en este caso a un 30% del contenido de AA comparado

con el silvestre).

En este capitulo se abordd el objetivo especifico 2 que consistido en determinar el efecto de
tratamientos con AA y H,0; en la velocidad de maduracién de frutos de plantas de tomate

mutantes deficientes en GDP-L-galactosa fosforilasa con bajo contenido de AA.

En funcidn de éste, se fijaron cuatro actividades a realizar:

1. Establecer tratamientos con AA y H,O; en frutos de frutos de plantas mutantes para GGP1

(GGP-5261Y GGP-49C12) y silvestres.

2. Determinar el efecto de los tratamientos en el tiempo de maduracidn de frutos de plantas

mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres.

3. Determinar el efecto de los tratamientos en el contenido de H,0, y dafio a lipidos de frutos

de plantas mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres.

4. Evaluar el efecto de los tratamientos en la respuesta del metabolismo antioxidante de frutos

de plantas mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres.
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Resultados

Efecto del dcido ascorbico y el H,O; sobre el tiempo de maduracion
Frutos de plantas mutantes S/lggp1 mostraron un retraso en el tiempo de maduracidn, ya que

tardaron aproximadamente 3 dias mas que los frutos de plantas silvestres en alcanzar el estadio
RR desde el estadio MG (Tabla 3). Cuando se trataron con 20 mM de acido ascdrbico el tiempo
de maduracién de frutos mutantes Slggp1 fue equivalente al tiempo de maduracion de frutos
silvestres, mientras que, por el contrario, el tratamiento con 10 mM H,0, alargé el tiempo de

maduracién en frutos mutantes Slggp1, pero no en frutos silvestres (Tabla 3).

Control AA H202
WT 14.0£ 0.5 aAB 12.0+0.5aA 15.0+1.0aB
GGP-5261 17.0+£1.0bB 13.0+0.5aA 19.0+1.5bC
GGP-49C12 17.0+1.0bB 13.0+0.5aA 19.0+2.0bC

Tabla 3. Numero de dias para observar 50% de frutos rojos maduros en plantas silvestres y mutantes
Slggpl (mutantes GGP-5261 y GGP-49C12), en tratamientos control, 20 mM &cido ascérbico (AA) y 10
mM H20,.

Letras minudsculas denotan diferencias estadisticas entre genotipos para el mismo tratamiento y las letras
mayusculas denotan diferencias estadisticas entre el mismo genotipo para diferentes tratamientos

(ANOVA, P <£0.05). Los valores son la media de tres experimentos independientes.

Concentracion de acido ascérbico y glutation y su estado redox durante la maduracion
del fruto
La concentracién de acido ascdrbico permanecié constante durante la maduracion de los tres

genotipos analizados, aunque en frutos mutantes Siggp1 el contenido de acido ascérbico es de
alrededor del 30% de frutos silvestres (Fig. 13a). Cuando se suministré ascorbato de forma
exogena, la concentracion de acido ascorbico aumentd dos veces en los dos mutantes Slggp1,
mientras que permanecio sin cambios en frutos silvestres (Fig. 13b). El tratamiento con H,02 no
tuvo efecto sobre la concentracién de acido ascérbico en los frutos de los tres genotipos
analizado (Fig. 13c). El estado redox del ascorbato (%), disminuyé en frutos silvestres durante la
maduracién, mientras que se mantuvo constante en los frutos de ambos mutantes Slggp1 (Fig.
13a). La suplementacidn con acido ascorbico no tuvo un efecto significativo sobre el estado
rédox en frutos silvestres, mientras que disminuyd en las frutos mutantes S/ggp1 en los estadios
BR, OR y RR, disminuyendo asi las diferencias entre los genotipos (Fig. 13b). Después del

tratamiento con H,0,, el estado redox aumentd en los estadios BR y OR en frutos silvestres,
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mientras que tendid a disminuir en frutos mutantes Slggp1, especialmente en el estadio BR (Fig.

13c).
4 - a
15%
& 3925% 6%
(o)}
s |1
E 2-
< 23% 18% 17%
E 23% * 9% * 5% * 17%
1 1 * * * 14%*
’l‘ *
o T i 1
MG BR OR RR
4 - b 4 - c
11% [y 20% o 0
i 0 a 3| 17% 12%
3 15% 6% "o 17%
25% 2 1 1
T 22% 8% g
2 o * o | 0% " = 2
po% 4%1f”’ v 10% “o% %
* ° * *o 11... 14% %
. . ] P3% 494 Tio | | *13% 11%9*
i i . "
0 T T T 1 0 "l‘ T ’l‘ T T
MG BR OR RR MG BR OR RR

OWT [ GGP-5261 COGGP-48C12

Figura 13. Contenido de acido ascdrbico y estado redox (%) en frutos control (a), y tratados con 20 mM
de acido ascdrbico (b) y con 10 mM de H20: (c)de los tres genotipos analizados.
Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los datos
se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la
misma etapa de maduracion y tratamiento, (0) denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y
etapa de maduracion para diferentes tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacién
con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).

El contenido de glutatidn total se mantuvo constante durante la maduracidn del fruto en los tres
genotipos analizados, pero los mutantes Slggpl mostraron una mayor concentracién de
glutatién (Fig. 14a), en comparacién con los frutos silvestres. Los tratamientos con acido
ascorbico no tuvieron efectos sobre el contenido de glutatién total de los frutos en los tres
genotipos analizados, sin embargo, se observd una tendencia a disminuir el contenido de

glutatidn total con el tratamiento con H,0; en los primeros estadios de maduracion de frutos
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mutantes Slggp1 (Fig. 14b, c). En frutos silvestres el glutation se observa mas oxidado que en
frutos mutantes Slggp1 (Fig. 14a), mientras que el tratamiento con acido ascérbico no afecté el
estado redox del glutatidn en frutos silvestres (Fig. 14b), y el tratamiento con H,0, disminuyé el
estado redox glutatién en frutos silvestres en todos los estadios de maduracién analizados (Fig.
14c). Los tratamientos con acido ascorbico y H,0; redujeron el contenido de glutation oxidado

en estadios OR y RR de frutos mutantes Slggp1 (Fig. 14c).
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Figura 14. Contenido de glutatién y estado redox (%) en frutos control (a), y tratados con 20 mM de
acido ascérbico (b) y con 10 mM de H20:2 (c), de los tres genotipos analizados.
Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los datos
se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la
misma etapa de maduracion y tratamiento, (0) denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y
etapa de maduracion para diferentes tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacién
con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).
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Metabolismo del H,0, durante la maduracidn de frutos de tomate deficientes en acido

ascorbico
La produccidn de H,0, aumentd progresivamente en frutos silvestres en los estadios MG y ORy

luego disminuyd en RR. Tal patr6n no se observd en los mutantges Slggp1, por el contrario, en
frutos mutantes GGP-49C12 tendid a disminuir durante la maduracion (Fig. 15a). El tratamiento
con acido ascdrbico no tuvo efecto sobre la produccién de H,0; en frutos silvestres, mientras
que inesperadamente indujo un aumento significativo en la produccion de H,0, (3,5 veces en
comparacién con el control), en los estadios MG y BR en ambos mutantes Slggp1 (Fig. 15b). El
tratamiento con H,0; produjo una pequefia reduccién en su sintesis en los estadios BR y OR de
frutos silvestres, mientras que en frutos mutantes Slggp indujo un aumento en el estadio MG

seguido de una fuerte disminucién en la etapa BR (Fig. 15c).
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Figura 15. Produccién de H,0; en frutos control (a), y tratados con 20 mM de 4cido ascérbico (b) y con
10 mM de H»0; (c), de los tres genotipos analizados.
Los frutos fueron lavados con agua destilada y se midié la produccion de H202 durante los siguientes 100 min. (*)
denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos en la misma etapa de maduracion y tratamiento, (0) denota
diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y etapa de maduracién para diferentes tratamientos y (m) denota
diferencias estadisticas en comparacion con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).
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Aunque la oxidacién de DCFDA, visualizada por microscopia confocal, no se puede usar para
cuantificar la produccidon de ROS, es util determinar en qué compartimento subcelular se
produce H,0,. La Fig. 16 muestra la oxidacidn de DCFDA en todos los genotipos en el estadio BR,
para los tres tratamientos. Los cloroplastos fueron los Unicos organulos en los que se detecté

H,0, en las células de frutos silvestres y mutantes Slggp1.

Autofluorescencia de  Co-localizacién de la
Campo claro DCFDA la clorofila clorofila y el DCFDA

GGP-5261

GGP-49C12

Figura 16. Tejidos de pericarpio de frutos de tomate en estadio BR analizados por microscopia confocal.
La sonda DCFDA se utilizo para la deteccion de la localizacidn subcelular de H,02. Se muestran imagenes
de campo claro, fluorescencia DCFDA 0,025 mM y autofluorescencia de clorofila en frutos silvestres, GGP-
5261 y GGP-49C12. En todos los casos se observd co-localizacidn de la sefial DCFDA y autofluorescencia
de clorofila.

El nivel de peroxidacién lipidica (medida como concentraciéon de MDA), se mantuvo constante
en el tratamiento control en todos los estadios de maduracién para los tres genotipos
analizados; sin embargo, la concentracién de MDA siempre fue mayor en frutos silvestres en
comparacién con los mutantes Slggpl, y aumentando con la maduracién (Fig. 17a). El
tratamiento con 4acido ascérbico redujo significativamente el nivel de peroxidacion lipidica en
frutos silvestres, principalmente en los estadios MG y BR (10 y 5 veces, respectivamente). El
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efecto inverso se observd en las plantas mutantes Slggp1, donde el contenido de MDA aumentd
gradualmente hasta duplicarse en el estadio RR (Fig. 17b). El patrén de peroxidacion lipidica con
el tratamiento de H,0; fue similar al tratamiento con AA y aumentd en todos los genotipos

durante la maduracién (Fig. 17c).
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Figura 17. Peroxidacidn lipidica medida como contenido de MDA en frutos control (a), y tratados con 20
mM de 4cido ascérbico (b) y con 10 mM de H20: (c), de los tres genotipos analizados.

Los frutos fueron lavados con agua destilada y se midié la produccion de H202 durante los siguientes 100

min. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos en la misma etapa de maduracion y

tratamiento, (0) denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y etapa de maduracién para

diferentes tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacién con la etapa de MG para el

mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).

Ademas de la sintesis in vivo de H,0,, analizada con Amplex Red, se ensayd la produccién de

ROS midiendo las actividades de NADPH oxidasa (NOX) y Superdxido dismutasa (SOD), durante
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la maduracion. En frutos silvestres la actividad de NOX mostré un pico en el estadio BR dos veces
mayor que en los tomates mutantes Slggpl (Fig. 18a), mientras que la aplicacidon de acido
ascorbico produjo un aumento en la actividad de la NOX en frutos silvestres en el estadio MG,
pero no se observd ningun cambio en frutos mutantes Slggp1 (Fig. 18b). Los tratamientos con
H,0, provocaron aumentos en la actividad de NOX en ambos mutantes Slggp1 en el estadio BR

que fueron mas altos que en frutos silvestres (Fig. 18c).

Similar a la NADPH oxidasa, la actividad de SOD mostrd un pico en frutos silvestres sélo en el
estadio BR (Fig. 18d). El tratamiento con acido ascérbico estimuld la actividad de esta enzima en
mutantes S/ggp1 alcanzando valores similares a los observados en frutos silvestres en el estadio
BR (Fig. 18e). El tratamiento con H,0, también produjo un aumento en la actividad de SOD en
ambos mutantes Slggp1 en el estadio BR, y en todos los genotipos analizados en el estadio OR

durante la maduracion (Fig. 18f).
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Figura 18. Actividad de NOX y SOD en frutos silvestres y mutantes Slggp1 en el tratamiento control (a, d), tradados con 20 mM acido ascérbico (b, e) y con 10 mM H,0; (c, f).

Letras minusculas denotan diferencias estadisticas entre genotipos para el mismo tratamiento y las letras mayusculas denotan diferencias estadisticas entre el mismo

genotipo para diferentes tratamientos (ANOVA, P < 0.05). Los valores son la media de tres experimentos independientes.
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Para ensayar la capacidad de eliminacidn de H,0; se midié la actividad de CAT, APX y PX. En el
tratamiento control, la actividad de CAT mostré un pico en los estadios BR y OR solo en frutos
silvestres, en contraste con los mutantes Slggp1 que presentaron actividades similares a lo largo
de la maduracidn (Fig. 19a). Los tratamientos con acido ascdrbico y H,0; redujeron la actividad
de CAT en el estadio MG de frutos mutantes S/ggp1, mientras que el tratamiento con H,0;

aumento la actividad de CAT en el estadio MG en frutos silvestres (Fig. 19b y c).

La actividad de APX aumentd en frutos silvestres en los estadios BR y OR, pero no en los frutos
mutantes Slggp1 en el tratamiento control (Fig. 19d). Esta tendencia no se observé en tomates
suplementados con 4cido ascérbico y H,0,, donde la actividad, en general, fue menor en todos
los genotipos analizados (Fig. 19e). En particular, el tratamiento con H,0; disminuyd la actividad

de APX, pero la actividad aumenté en ambos mutantes Slggp1 en los estadios RR (Fig. 19f).

La actividad de PX en tratamientos control no cambid durante la maduracion de frutos silvestres,
pero ambos mutantes Slggp1 mostraron actividades mas altas que los frutos silvestres de los
estadios BR hasta RR y particularmente un pico en la etapa OR (Fig. 19g). La aplicacion de acido
ascorbico redujo la actividad de PX evitando este pico en uno de los mutantes (Fig. 19h),
mientras que el tratamiento con H,0, produjo un aumento en la actividad de PX en ambos

mutantes S/ggp1 en el estadio BR durante la maduracién (Fig. 19i).
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Figura 19. Actividad de CAT, APX y PX en frutos silvestres y mutantes Slggp1 en el tratamiento control (a, d y g), v tratados con 20 mM é&cido ascérbico (b, ey h) y con 10 mM H,0, (c, f e i).
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genotipo para diferentes tratamientos (ANOVA, P < 0.05). Los valores son la media de tres experimentos independientes.
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Discusion

Los cambios en la produccidon o concentracién de ROS y antioxidantes estan asociados con la
maduracién del fruto; sin embargo, apenas se abordan sus funciones especificas. En este trabajo
se utilizaron mutantes de tomate Slggp1, con bajo contenido de acido ascérbico, y tratamientos
quimicos exdgenos para establecer las funciones de este antioxidante y del H,O, durante la

maduracion del fruto del tomate.

Entre las funciones establecidas para el acido ascérbico durante el crecimiento y desarrollo de
las plantas, se destaca su papel como antioxidante central soluble en agua, con funciones
especificas principalmente en la fotosintesis y en la expansién y divisién celular, ademas de
actuar como cofactor de diversas enzimas (Foyer y col., 2020). Durante la maduracidn de frutos
climatéricos como el tomate, en el que la maduracién va acompafiada de un pico en la
respiracién y en la produccion de etileno, es ampliamente conocido el papel de enzimas como
ACC sintasa y ACC oxidasa modulando la sintesis de etileno (Alexander y Grierson, 2002). Entre
estas enzimas, la ACC oxidasa, que cataliza la formacién de etileno, requiere acido ascérbico
(Dongy col., 1992). Sin embargo, a pesar de que se han generado varias plantas de tomate con
regulacién ascendente o descendente de la expresion génica de las enzimas de la via de sintesis
de ascorbato y también las de las vias de reciclaje (Amayay col., 2014; Gilbert y col., 2009; Bulley
y col., 2012, Cronje y col., 2012, Cai y col., 2015; Alhagdow y col., 2007; Zhang y col., 2013), la
mayoria de los estudios que tratan los efectos de la deficiencia de acido ascérbico en plantas se
han centrado en las hojas y algunos en los frutos. Alegre y col. (2020), observaron que los frutos
de ambos mutantes S/ggpl muestran una mayor produccion de etileno, sin embargo, hay una
falta de informacion sobre las consecuencias de la modificacidn del contenido de acido ascérbico
en el momento de la maduracién de frutos. Dos mutantes Slggp1 que producen frutos cuyo
contenido de acido ascérbico es aproximadamente 3 veces menor que los frutos de plantas
silvestres fueron usados para establecer la funcidn del acido ascérbico durante la maduracidn
del fruto. Esta deficiencia en el contenido de acido ascérbico fue asociada con un retraso en el
tiempo de maduracion de los frutos desde el estadio MG hasta RR en comparacion con frutos
silvestres (Tabla 3, cap. 3). En el presente capitulo, el tratamiento con &acido ascérbico
reestablece el tiempo de maduraciéon en ambos mutantes Slggp1, demostrando la participacion

de este metabolito en la maduracién de frutos de tomate.

Ademas de la reconocida funcién como antioxidante del acido ascérbico, su papel junto con el
glutatién formando el ciclo del ascorbato-glutation (via Halliwell-Asada), involucra a ambas
moléculas en la regulacién de los procesos de desarrollo de las plantas a través de la

manipulacién del metabolismo oxidativo (Asada, 1999; Pignocchi y Foyer, 2003). En el presente
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trabajo se observa que los frutos mutantes S/ggp1 tienen mayor contenido de glutation y menor
porcentaje de glutatién oxidado durante la maduracidn. Pavet y col. (2005), observaron que
hojas de mutantes vtc de Arabidopsis, deficientes en el contenido de acido ascérbico, tienen un
mayor contenido de glutation que plantas silvestres, relacionado a la activacion de las
respuestas al estrés innatas de las plantas a través del metabolismo antioxidante ante la
deficiencia de acido ascérbico. La importancia antioxidante del ciclo AA-GSH neutralizando el
H,0, en orgdnulos activos redox como las mitocondrias y los peroxisomas, asi como en el citosol,
estad representada principalmente por las reservas de acido ascorbico y glutatiéon (Bray y col.,
2000). El mayor contenido de glutatidon en frutos mutantes Slggp1 observada en el presente
trabajo responderia a un posible restablecimiento en la capacidad de balance redox ante la

deficiencia de acido ascérbico.

El aumento en el estado estacionario de ROS al comienzo de la maduracion del fruto del tomate
esta bien demostrado por varios estudios. Jiménez y col. (2002) observaron un aumento de H,0;
y dafio oxidativo en la etapa de transicidon de cloroplasto-cromoplasto durante el cambio de
color. Del mismo modo, Kumary col. (2016) observaron un pico de H,0; en el estadio BR durante
la maduracién del tomate y Brennan y Frenkel (1977) demostraron la participacién del H,0, en
el inicio y promocién de la maduracién de peras. En el presente trabajo, la produccién de H,0,
in vivo aumentd durante la transicidn en los estadios MG a OR sélo en frutos silvestres. Barsan
y col. (2012), en un estudio protedmico observaron un aumento de las proteinas sensibles al
estrés asociadas con las vias redox, como los componentes del ciclo ascorbato-glutation o las
proteinas de choque térmico durante la transiciéon de frutos verdes a rojos. Sin embargo, la
produccién de ROS puede ser un evento secundario asociado o, por el contrario, puede ser una
sefial activa que promueve los procesos asociados a la maduracidon (Decros y col., 2019).
Inesperadamente, la suplementacion con 4cido ascérbico provocd un aumento en la produccion
de H,0,. Aunque el acido ascdrbico tiene una funcidn central como antioxidante, también puede
tener una funcién prooxidante. Esta actividad generadora de ROS depende de su concentracion
y de la presencia de metales de transicion como Fe3* y Cu®* (Buettner y Jurkiewicz, 1996).
Asociado con este aumento en la produccién de H,0,, se acortd el tiempo de maduracién en
ambos mutantes Slggpl, mientras que el tratamiento con H,O, provoca disminucién de su
propia produccion en el estadio BR, retrasando la maduracion del fruto en plantas de ambos

mutantes Slggp1.

El aumento de la oxidacién puede ser un componente clave de la sefializacion de ROS, sin
embargo, la ausencia de un vinculo entre el contenido de MDA y los estados redox de los

antioxidantes (es decir, glutation y ascorbato), con cambios en el tiempo de maduracién sugiere
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que el dafio oxidativo no es un determinante clave para la maduracién del fruto y refuerza la
evidencia de que el H,0; en si mismo representa una sefial involucrada en maduracién. La
estabilidad relativamente alta del H,0, en las células es crucial para su acumulacién y funcién
en diferentes compartimentos de células vegetales (Foyer y Noctor, 2016). La alta estabilidad
permite la difusion de H,0, a diferentes organelas para proporcionar sefializacién al impactar

en la expresidon génica (Galvez-Valdivieso y Mullineaux, 2010).

Los cloroplastos, las mitocondrias, los peroxisomas y el apoplasto representan los principales
sitios subcelulares de produccién de ROS (Noctor y col., 2018). Las cadenas de transporte de
electrones fotosintéticas y respiratorias se consideran las principales fuentes de ROS en los
cloroplastos y las mitocondrias, respectivamente. En los peroxisomas, el H,0, es producido por
enzimas asociadas con el metabolismo fotorrespiratorio. Ademas, las actividades de NADPH
oxidasa y SOD asociadas, también pueden contribuir a la acumulacién de H,0; en el apoplasto
de las células vegetales. Para determinar los sitios subcelulares de produccion de H,0,, se realizé
microscopia confocal en el tejido del pericarpio de los frutos. Este analisis demuestra que la
produccién de H,0; en los frutos, en los diferentes tratamiento realizados, coincide con la
localizacién de la clorofila, lo que indica que la produccidn principal de H,0, tiene lugar en los
cloroplastos. El desmantelamiento de las membranas tilacoides observado durante la transicién
de cloroplasto a cromoplasto (Barsan y col. 2012), puede causar un aumento en la generacion
de ROS. Ademas, el aumento en las actividades de NADPH oxidasa y SOD en los frutos silvestres
indican que podrian participar en la producciéon de H,0; en los estadios BR. Ademas, la ausencia
de oxidacion de DCFDA en el apoplasto sugiere que la produccién de H,0, en este
compartimento puede ser muy baja, sin embargo, no significa que esté ausente durante la
maduracién del fruto, puesto que al igual que en la germinacién de semillas, un vinculo
controlado entre el ascorbato y las hormonas es evidente en el crecimiento y maduracién del
fruto, donde el acido ascdrbico en el apoplasto genera ROS que promueven la maduracién
(Greeny Fry, 2005; Gapper y col., 2013), y dan como resultado la degradacién de polisacaridos
gue provoca el ablandamiento del fruto (Dumville y Fry, 2003). Estos resultados se relacionan al
mantenimiento de la firmeza en frutos mutantes Slggp1 observados en el capitulo |, indicando
que los efectos en la calidad de éstos se deben al desajuste en el metabolismo oxidativo

generado por la deficiencia de acido ascdrbico.

La concentracidn de H,0; en los tejidos vegetales depende del equilibrio entre su producciény
su degradacién, controlada a través del metabolismo oxidativo y la actividad antioxidante
(Gupta y col., 2018). Colville y Smirnoff (2008), observaron que plantas de Arabidopsis con bajo

contenido de acido ascdorbico muestran una actividad antioxidante alterada. De manera similar,
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en el presente trabajo las plantas de tomate Slggp1 ademads de presentar mayor contenido de
glutation presentan mayor actividad de catalasa y peroxidasa que pueden evitar el pico de
acumulacion de H,0, observado en frutos silvestres no tratados. Los tratamientos con dacido
ascorbico y H,0; aumentan o disminuye la produccion de H,0,, respectivamente, en el estadio
BR. El sistema ascorbato peroxidasa-glutation reductasa (APX-GR) es mucho mas eficiente en la
remocion del H,O, que la actividad de la catalasa (CAT) y la peroxidasa (PX) (Dolatabadian y
Jouneghani, 2009). En este sentido, la participacién de la via Halliwell-Asada (ascorbato-
glutatidn), en la neutralizaciéon del H,0, es ampliamente reconocida en plantas (Bray y col.,
2000), sin embargo, las modificaciones en la producciéon de H,0, no se pueden explicar por el
cambio en la actividad de un antioxidante en particular, sino que pueden resultar del equilibrio
de estos, como las actividades CAT, APX o PXy el contenido de glutatién medido en este trabajo,
mds aun si se toma en cuenta que en el presente trabajo los tratamientos con H,O, aumentaron
el dafio a lipido y disminuyeron el contenido glutation, demostrando el reconocido papel del
H,0, como molécula relacionada al estrés en ciertas condiciones (Foyer y col., 2013). A pesar de
gue se deben realizar nuevos experimentos con métodos mas precisos para determinar la
participacién de ROS producidos en el apoplasto en la maduracidon de frutos, tomados en
conjunto, estos resultados sugieren la participacién del H,0; en la transicién de cloroplasto a

cromoplasto en frutos del tomate durante la maduracion.
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CAPITULO Ill. EFECTO DEL BAJO CONTENIDO DE AAEN LA
MADURACION MODULADA POR ETILENO DE FRUTOS DE
PLANTAS DE TOMATE MUTANTES DEFICIENTES EN GDP-L-
GALACTOSA FOSFORILASA.
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Antecedentes especificos
El fendmeno de maduracion de frutos es un evento altamente coordinado que ocurre al cambiar

los niveles de expresién de cientos de genes que generan cambios bioquimicos. Para controlar
con precisidon el proceso de la maduracidn es importante comprender el papel del etileno e
integrar la informacidn relativa a su biosintesis y percepcion, ademas de ampliar el conocimiento

de la regulacion de la maduracidn independiente del etileno.

Desde hace tiempo el tomate ha sido usado como sistema modelo en el estudio de las bases
moleculares del desarrollo de frutos carnosos, revelando el rol del etileno en el control de la
maduracién de frutos climatéricos (Pirello y col., 2009). El etileno es una fitohormona gaseosa
que regula el crecimiento, el desarrollo y las respuestas al estrés de las plantas (Chang, 1996),
producida de la S-adenosilmetionina, que se convierte en ACC (l-aminociclopropano-1-
carboxilato), por la ACS (1-aminociclopropano-1-carboxilato sintasa), y el ACC es finalmente
oxidado por la ACO (1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa), en etileno. Para mantener
altos niveles de produccién de etileno, la metionina se recicla en un camino circular (Yang y
Hoffman, 1984). Durante su via de sefalizacion, el etileno es percibido por una familia de
receptores especificos ubicados en el reticulo endoplasmatico rugoso, que regulan
negativamente la sefializacién del etileno. La unién con el etileno le produce al receptor un
cambio conformacional que resulta en la inactivacion de una proteina de tipo MAP quinasa
(Ilamada CTR1), unida al dominio intracelular de éste (Kieber y col., 1993). La inactivacion de
CTR1 resulta en la activacién de un receptor intracelular, llamado EIN2. Este receptor es capaz
de activar dos factores de transcripcion llamados EIN3 y EIL1. Estas proteinas ERF (del inglés
ethylene response factors), al unirse a las secuencias de ADN que actlian como sus blancos,
inducen la transcripcidon de toda una serie de genes que en ultima instancia son los que en
conjunto generan “la respuesta al etileno” (Guzman y Ecker, 1990; Ecker, 1995; Bleecker y

Schaller, 1996; Chang C, 1996; Kieber, 1997; Chen y col., 2005).

Durante la maduracidn de frutos, en un principio las ROS se describieron como generadoras de
dafio celular debido al aumento de sus niveles estacionarios medidos en los primeros estadios
de la maduracién (Cocaliadis y col., 2014). Sin embargo, en los ultimos afios, un numero
creciente de estudios ha revelado que las ROS controlan muchos procesos biolégicos vegetales
diferentes, como la divisidon celular, el crecimiento de las raices, las respuestas al estrés y el
desarrollo y maduracién de frutos (Dietz y col., 2016; Gupta y col., 2016; Waszczak y col., 2018;
Considine y Foyer, 2021), que junto con la existencia de mecanismos de eliminacion de ROS,

como los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Jiménez y col., 2002; Marti y col., 2008;
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Mateos y col, 2013; 2015; Huan y col. 2016), observados también en frutos, soportan la idea de

una funcion dual de las ROS.

Por otro lado, el efecto del etileno en el metabolismo antioxidante fue analizado durante la
maduracién del fruto de mago por Wang B y col. (2009), quienes observaron que la aplicacion
exdgena de etileno estimula y la aplicacién de 1-MCP inhibe la produccién de H,0,, mientras
gue la aplicacién de etileno disminuye vy la aplicacién de 1-MCP mantiene alto el contenido de
acido ascoérbico durante la maduracidn del fruto. Sin embargo, a pesar del reconocido papel de
esta hormona en controlar la maduracién de frutos climatéricos y del aumento de los niveles de
ROS durante la maduracién de frutos de tomate (Jiménez y col., 2002), la relacién entre estos
compuestos y el acido ascérbico no estad clara, sobre todo al demostrarse el retraso en la
maduraciény la reduccion en los niveles de H,0; en frutos con bajo contenido de 4cido ascdrbico
(Capitulo | del presente trabajo). Por lo tanto, establecer conexiones entre los mecanismos por
los cuales el etileno y el dcido ascérbico regulan la acumulacién de ROS, es fundamental para

comprender el papel de las ROS durante la maduracién de frutos.

En este capitulo se abordod el objetivo especifico 4 que consistid en establecer el efecto del bajo
contenido de AA en la maduracién modulada por etileno de frutos de plantas de tomate

mutantes deficientes en GDP-L-galactosa fosforilasa.

En funcidn de éste, se fijaron cuatro actividades a realizar:

1. Exponer los frutos de plantas mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres a un

precursor de la sintesis de etileno (ACC), y a un inhibidor de la sefializacion de etileno (1-MCP).

2. Determinar el tiempo de maduracion de frutos de plantas mutantes para GGP1 (GGP-5261Y

GGP-49C12) y silvestres.

3. Evaluar la respuesta del metabolismo antioxidante de frutos de plantas mutantes para GGP1

(GGP-5261Y GGP-49C12) y silvestres.

4. Determinar la produccién de H,0, y el dafio a lipidos de frutos de plantas mutantes para GGP1

(GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres.
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Resultados

Efectos del ACCy 1-MCP durante la maduracion de frutos deficientes de acido ascoérbico
El etileno ha sido ampliamente usado para acelerar la maduracidn de frutos. En el presente

trabajo se observd que el tratamiento con ACC adelanta la maduracidn de frutos silvestres y
mutantes Slggp1 (Tabla 4), en 4 dias para frutos silvestres y 6 dias para frutos mutantes Siggp1.
Por otro lado, el 1-MCP retrasa la maduracidn de los tres genotipos analizados a los 5 dias para

frutos silvestres y a los 2-3 dias en los mutantes Siggp1 (Tabla 4).

Control 0,5mM ACC Control 8ppm 1-MCP
WT 14,0+0,5aB 10,0 £ 1.0aA 12,0+0,53A 17,0+0,52aB
GGP-5261 16,0 £ 0,5 bB 13,0 £ 0.5bA 15,0 £ 0,5 bA 17,0+ 0,5aB

GGP-49C12 17,0+ 1,0bB 15,0 £ 0.5 bA 14,0+ 1,0 bA 17,0 £0,5aB
Tabla 4. Numero de dias para observar 50% de frutos rojos maduros en silvestres y mutantes Slggp1
(GGP-5261 y GGP-49C12) en tratamientos control, 0,5 MM ACC y control, 8ppm 1MCP.
Letras minusculas denotan diferencias estadisticas entre genotipos para el mismo tratamiento y las letras
mayusculas denotan diferencias estadisticas entre el mismo genotipo para diferentes tratamientos
(ANOVA, P £ 0.05). Los valores son la media de tres experimentos independientes.

Efectos del ACC y 1-MCP en el contenido de antioxidantes durante la maduracion de
frutos deficientes de acido ascérbico
El contenido de 4cido ascérbico total en frutos mutantes Slggp1 es entre 30 % y 60% respecto

del contenido de frutos silvestres (Fig. 20a, c), mientras que la aplicacién de ACC disminuye el
contenido de acido ascérbico total sélo en los estadios OR y RR de frutos silvestres (Fig. 20b);
mientras que, el 1-MCP disminuye significativamente el contenido de acido ascdrbico de frutos
mutantes Slggpl durante la maduracion (Fig. 20d). El estado de oxidacién de acido ascérbico
(DHA), aumenta con el tratamiento de ACC en frutos mutantes S/ggp1 en el estadio BR (Fig. 20b),
mientras que el 1-MCP aumenta el estado de oxidacién del acido ascérbico en los estadios MG

y BR de los tres genotipos analizados (Fig. 20d).
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Figura 20. Contenido de acido ascdrbico total y porcentaje de DHA (%) en frutos de tratamientos control
ACC (a), tratados con 0,5 mM ACC (b) y control 1-MCP (c) y tratados con 8 ppm 1-MCP (d).

Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los datos

se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la

misma etapa de maduracidn y tratamiento, (0) denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y

etapa de maduracion para diferentes tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacién

con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).

El contenido de glutatién de frutos mutantes Slggpl1 es 40% mayor que el contenido de frutos
silvestres (Fig. 21a, c), mientras que el ACC disminuye significativamente el contenido de
glutatién de mutantes Slggpl durante la maduracién (Fig. 21b), disminuciéon que también se

observa con los tratamientos de 1-MCP con excepcidon de frutos en estadios MG (Fig. 21b).
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Figura 21. Contenido de glutatién total y porcentaje de glutatién oxidado (%) en frutos de tratamientos
control ACC (a), y tratados con 0,5 mM ACC (b) vy control 1-MCP (c) v tratados con 8 ppm 1-MCP (d).
Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los datos
se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la
misma etapa de maduracidn y tratamiento, (0) denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y
etapa de maduracion para diferentes tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacién

con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).

Efectos del ACC y 1-MCP en la produccién de ROS (H20;) y dafio a lipidos durante la

maduracion de frutos deficientes de acido ascérbico
La produccion de H,0; tiene un pico en los estadios BR y OR de frutos silvestres, mientras que

no se observaron diferencias en el contenido de H,0, de frutos mutantes Slggp1 durante la
maduracién en los tratamientos control (Fig. 22a, c). El tratamiento con ACC incrementé
significativamente la produccidn de H,0;en los estadios MG y BR en frutos de los dos mutantes
Slggp1 (Fig. 22b), mientras que el tratamiento con 1-MCP disminuyé el contenido de H,0,

durante la maduracidn de los tres genotipos analizados (Fig. 22d).

87
Tesis Doctoral — Lic. Maria Charlotte Steelheart M.



CAPITULO IIl. EFECTO DEL BAJO CONTENIDO DE AA EN LA MADURACION MODULADA POR ETILENO DE FRUTOS DE
PLANTAS DE TOMATE MUTANTES DEFICIENTES EN GDP-L-GALACTOSA FOSFORILASA.

H,O, (umol mg™ PF h™)

H,0, (umol mg™ PF h™)

GM BR OR RM GM BR OR RM

mWT GGP-5261 WGGP-49C12

Figura 22. Contenido de H20> en frutos de tratamientos control ACC (a),0,5 mM ACC (b) y control 1-MCP
(c) vy 8 ppm 1-MCP (d).

Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los datos

se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la

misma etapa de maduracidn y tratamiento, (0) denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y

etapa de maduracion para diferentes tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacion

con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).

El estado de peroxidacion lipidica, medida como contenido de MDA, aumenta con la maduracion
en los frutos silvestres y mutantes Slggp1 (Fig. 23a, c), mientras que el ACC no afecta el
contenido de MDA durante la maduracién en los tres genotipos analizados (Fig. 23b), y el 1-MCP

disminuye el contenido de MDA de frutos silvestres durante la maduracion (Fig. 23d).
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Figura 23. Peroxidacidn lipidica medida como contenido de MDA en frutos de tratamientos control ACC
(a) 0,5 mM ACC (b) y control 1-MCP (c) y 8 ppm 1-MCP (d).

Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Los datos

se expresan en base al peso fresco. (*) denota diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la

misma etapa de maduracion y tratamiento, (0) denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y

etapa de maduracion para diferentes tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacién

con la etapa de MG para el mismo genotipo (ANOVA, P<0.05).

Discusion

El aumento en la tasa respiratoria y la sintesis de etileno son eventos importantes para iniciar el
proceso de maduracién en frutos climatéricos como el tomate (Lelievre y col., 1997). Se han
descrito dos sistemas reguladores que coordinan la biosintesis de etileno. En las plantas, el
Sistema 1 produce bajas cantidades de etileno en todos los tejidos, incluyendo frutos
climatéricos y no climatéricos, y tiene un control autoinhibitorio sobre la sintesis de esta
hormona, mientras que el Sistema 2 tiene un control autocatalitico que produce un pico masivo
de etileno en frutos climatéricos, que esta ausente en frutos no climatéricos (Bouzayen y col.,

2009). A nivel molecular, la diferencia entre estas dos fisiologias de la maduracién en frutos,
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climatéricos o no climatéricos, es debido a la induccion de la transcripcidn de la ACC sintasa, que
estd limitada en el Sistema 1 y estimulada en el Sistema 2. Esa es la razén por la que los frutos
climatéricos inmaduros responden al nivel de recepcién de etileno exdgeno, pero no inician el
proceso de maduracién, mientras que en frutos climatéricos verdes maduros se produce una
induccion de genes asociados al etileno que desencadena la cadena de respuestas (Yang, 1987).
Tratamientos exdgenos de etileno o sus precursores como el ACC para inducir la maduracién de
frutos, y tratamientos exdgenos como los inhibidores de su respuesta, como es el caso del 1-
MCP, son altamente usados como herramientas en la tecnologia de postcosecha. En particular,
Yokotani y col. (2009), confirmaron a través del uso del 1-MCP la hipétesis sobre la inhibicidn de
la sefializacidon del etileno a esta molécula, y por lo tanto la funcién del etileno durante la

maduracién del tomate.

Para probar la vinculaciéon del metabolismo oxidativo con la maduracion modulada por el
etileno, frutos silvestres y mutantes S/ggp1 fueron tratados con ACC o 1-MCP durante el proceso
de maduracién. El tratamiento con ACC adelantd la maduracidon de los tres genotipos analizados,
sin embargo, no reestablece el tiempo de maduracién de los frutos mutantes Slggp1 al tiempo
observado en frutos silvestres, mientras que el tratamiento de 1-MCP retrasd de igual manera
el tiempo de maduracion de los frutos de los tres genotipos analizados. Estos resultados se
encuentran en concordancia con lo ampliamente establecido para sustancias precursoras del
etileno como el ACC e inhibidoras de su accion como el 1-MCP, modulando la maduracién del
tomate (Nasuka y col., 1998; Zhang y col., 2009; Liu y col., 2021). Sin embargo, los resultados
observados estarian indicando que la inhibicién de los receptores de etileno es mas efectiva en
la modulacién del tiempo maduracién en frutos deficientes de dcido ascdrbico, retrasandola,

aspecto que sera abordado en el siguiente capitulo.

Se ha observado que tratamientos con acido ascdrbico estimulan la produccion de etileno a
través de la activacién del gen de la ACC oxidasa en raices de maiz (Kim y col., 2014), ademas de
aumentar su concentracidn y adelantar la maduracién en frutos mutantes Slggp1 (Capitulo Il del
presente trabajo). Por el contrario, en el presente trabajo los resultados indican que el
tratamiento con etileno no afecta significativamente el contenido de acido ascdrbico, pero
reducir la sensibilidad al etileno a través del bloqueo de los receptores, si afecta el contenido de

acido ascérbico, aspecto que serd analizado en el siguiente capitulo.

Por otro lado, a pesar de la accion conjunta del acido ascorbico y el glutation en el metabolismo
antioxidante y el mayor contenido de glutatidon observado en mutantes Slggp1 (Capitulos | y Il
del presente trabajo), a diferencia de lo observado con el contenido de acido ascérbico, los
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tratamientos de ACC y 1-MCP disminuyen el contenido de glutation total en ambos mutantes
Slggp1. Diferentes estudios han sugerido que modificaciones en la sintesis y sensibilidad del
etileno afectan la expresidn de enzimas de la sintesis de glutation y el contenido de glutation
total, afectando su capacidad antioxidante (Yoshida y col.,, 2009; Ghanta y col 2014), sin
embargo, ademas de su importante funcidn como antioxidante, el glutation también es critico
en la regulaciéon de diferentes procesos celulares que incluyen la expresidn génica, la sintesis de
proteinas y ADN, la proliferaciéon celular y la apoptosis, la transduccidn de sefiales, la produccion
de citoquininas, la respuesta inmunitaria y la glutationilaciéon de proteinas (Gong y col, 2018),
por lo que afectar su sintesis podria generar efectos durante la maduracién de frutos mutantes
Slggp1 que no estarian relacionados a la deficiencia de acido ascérbico generada por la mutacidn

en GGP1.

La interaccion entre hormonas y ROS se ha establecido en varios procesos durante el desarrollo
de las plantas (Bartoli y col., 2013), pero esta relacién y su relevancia han sido escasamente
reportadas para la maduracién de frutos. Se ha demostrado que tratamientos que aumentan la
produccién de H,0, van acompafiados de un aumento del etileno y que tratamientos con etileno
estimulan la produccién de H,0, en peras (Brennan y Frenkel 1977), mientras que tratamientos
con etileno o su inhibidor de la accidn, el 1-MCP, aumentan o disminuyen la concentracidn de
H,0,, respectivamente, en frutos de mango (Wang y col, 2009). En el presente trabajo, el
tratamiento con ACC produce un gran aumento de la produccién de H,0; en los estadios de MG
y BR mientras que el 1-MCP los reduce drasticamente. Estos resultados sugieren que el etileno
y el H,0, estan involucrados en los procesos que desencadenan la maduracién del fruto, sin
embargo, no se conoce cdmo el etileno regula la produccidn de H,0,, ni tampoco los procesos a

nivel molecular involucrados, aspectos que seran analizados en el siguiente capitulo.

Se ha observado un aumento del dafio oxidativo durante la maduracién de frutos como el
tomate o el duraznero (Jimenez y col, 2002; Qing y col, 2009), y carbonilacién de proteinas
mitocondriales en los tejidos del fruto durante la senescencia (Tian y col., 2013). Los resultados
presentados en este trabajo muestran que la alteracién de la sintesis de H,0, inducida por
tratamientos con ACC o 1-MCP no produce un cambio significativo en el patrén de dafio
oxidativo en frutos de tomate, por lo que la produccién de H,0O, observada en los primero
estadios de la maduracion del tomate no estarian relacionado a un dafio oxidativo, sino mas
bien a su posible participacion dentro de los procesos metabdlicos relacionados a la maduracion

del fruto.
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Tomados como un todo, el efecto en la concentracion de glutation luego de la aplicacién de ACC
sin cambios en el acido ascdrbico y la disminucidén en la concentracién de ambos antioxidantes
luego de la aplicacién de 1-MCP, indican que el efecto del etileno en el estado estacionario del
H,0,, estd asociado con un aumento de su sintesis y no con una disminucién de la capacidad
depuradora de ROS debido a la deficiencia de acido ascérbico. Estos resultados sugieren ademas
que el H;0; es un actor natural en la maduracién del fruto y que otros componentes del
metabolismo oxidativo (es decir, ascorbato o glutation) pueden no estar directamente

involucrados.
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CAPITULO IV. EFECTO DEL ESTRES INDUCIDO POR ALTAS
IRRADIANCIAS EN LA MADURACION DE FRUTOS DE PLANTAS DE
TOMATE MUTANTES DEFICIENTES EN GDP-L-GALACTOSA
FOSFORILASA CON BAJO CONTENIDO DE AA.
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Antecedentes especificos
En la gran mayoria de las especies vegetales, las hojas son consideradas como los érganos

autotréficos por antonomasia, mientras que los frutos y las raices son basicamente
heterotroficos que dependen del suministro de las hojas para crecer y desarrollarse hasta su
tamafio final y composicion. De manera similar a las hojas, se sabe que la formacion de
cloroplastos en el fruto, la sintesis de clorofila y el montaje del aparato fotosintético requieren
exposicidn a la luz y la activacion de una serie de sefiales de desarrollo. Ademas, las proteinas
del cloroplasto implicadas en los complejos de recoleccién de luz, transferencia de electrones y
fijacién de CO; se expresan también en las células de los frutos y estan reguladas por factores
de transcripcion de manera similar a la de las hojas (Hetherington y col., 1998; Carrara y col.,
2001). Durante la maduracidn de frutos, se ha demostrado que la luz afecta la acumulaciéon de
carotenoides en varias especies, incluido el tomate. Alba y col. (2000) mostraron que la
transduccion de sefiales de luz mediada por fitocromos era necesaria para la pigmentacion
normal del fruto maduro, pero no afectd a otros atributos de la maduracién. Mutantes de
tomate con alto contenido de pigmentos (hpl y hp2), caracterizados por un aumento de la
clorofila en frutos verdes y hojas, ademas con mayor contenido de carotenoides totales en el

fruto maduro, resultaron ser hipersensibles a la luz (Peters y col., 1989).

El dafio al aparato fotosintético de las hojas inducido por la exposicion a alta irradiancia se
conoce desde hace mucho tiempo, siendo la fotoinhibicion de la fotosintesis y la
fotorrespiracion algunos de los mecanismos presente ante condiciones ambientales
desfavorables (Kyle y col. 1987). La fotoinhibicidn de la fotosintesis afecta tanto al fotosistema
Il (PSIl), como al fotosistema | (PSI). En un principio el término fotoinhibicién se utilizé6 como un
sinénimo de fotoinhibicidn del PSIl, dado que el dafio a la proteina D1 del PSII habia sido
considerada el objetivo principal, ademdas de que el PSI es mds estable que el PSIl bajo
condiciones de exceso de irradiancia (Aro y col., 1993, Powels, 1984). A pesar de la respuesta
diferencial de los fotosistemas | y Il a tratamientos con H;0; en condiciones de oscuridad
(Casierra-Posada, 2007), el efecto del oxigeno singlete y del anién superdxido en la
fotoinhibicién por altas irradiancias sugieren que en este proceso las ROS estan involucrados
(Barber y Andersson, 1992; Hideg y Wass, 1995). Por otro lado, se reconoce que el H;0,; se
reduce a agua mediante la accién de la enzima APX, la cual esta unida a los tilacoides del
estroma, cerca del PSI. Por tanto, posiblemente las enzimas reductoras de oxigeno de los

cloroplastos podrian servir para proteger el PSl in vivo (Miyake y Asada, 1992).

Otros mecanismos se han propuesto para la proteccion de los fotosistemas, particularmente

aquellos que dependen del acido ascorbico para la disipacion del exceso de energia luminica o
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la disipacion de la formacién de especies nocivas como las ROS. La disipacion térmica del exceso
de energia medida como “quenching” no fotoquimico (NPQ) se reconoce como de suma
importancia en la proteccion del aparato fotosintético contra los efectos nocivos de exceso de
luz. Gracias a los procesos de NPQ, una fraccidon importante del exceso de energia causado por
un estrés luminico es capturado (del inglés “quenched”) y convertido en calor (Baker, 2008). Los
mecanismos moleculares del NPQ no estdn del todo dilucidados y se sugiere que hay varios
procesos de “quenching”. El acido ascdrbico junto con el glutation participa en la eliminacion de
ROS vy disipacion del exceso de energia causado por altas irradiancias en el denominado ciclo
agua-agua (Asada 1999). Este ciclo incluye a la denominada “Reaccion de Mehler” (Mehler,
1951), que comienza con la fotdlisis del agua en el PSIl, la fotorreduccidén del oxigeno para
producir superdxido en el PSly su dismutacién hasta perdxido de hidrégeno por la actividad de
la enzima SOD, esta ultima unida a tilacoides (Asada, 1999, 2006). El ciclo agua-agua continta
con la reduccién del H,0; hasta agua por la accion de la enzima APX. Esta reaccién puede ocurrir
tanto en el tilacoide como en el estroma, porque el H,0, puede difundir al estroma del
cloroplasto. En esta reaccion, la APX cataliza la reduccion del perdxido de hidrégeno utilizando
al AA como donador de electrones para reducir el H,O, hasta agua generando radicales
monodeshidroascorbato (MDHA). Esta ruta funciona no sélo para disminuir la reduccion del PS,
sino que también genera un gradiente de pH que regula el flujo de electrones del PSII al PSI

(Asada, 1994; 1999).

Por otro lado, la produccidon de ROS inducida por estrés podria promover rapidamente la
produccién de etileno (Alonso, JM y Stepanova AN, 2004; Guo H y Ecker JR, 2004). Mutantes
etol y eto3 que producen mas etileno muestran ser mas sensibles al estrés por ROS y exhiben
una mayor propagacion de muerte celular inducida por ROS (Rao y col., 2002), mientras que los
mutantes etrl y ein3, insensibles al etileno, son altamente tolerantes al estrés por ROS; estos
hechos indican que el etileno es un regulador positivo de la produccién de ROS y la propagacion
de la muerte celular inducida por ROS (Overmyer y col., 2003; Mersmann y col., 2010; Peng y
col., 2014). Por otro lado, se ha identificado que la produccion de ROS inducida por etileno en
las plantas es mediada por las NADPH oxidasas (Desikan y col., 2006; Wi, y col., 2012). Diferentes
estudios han mostrado una regulacion reciproca entre la produccién de etileno y ROS. Se ha
descubierto que varios componentes de la via de sefializacién del etileno estan implicados en
las respuestas a ROS. El receptor de etileno ETR1 es un componente critico en la
intercomunicacion entre el etileno y la sefializacion por ROS en las células del estomas (Desikany
col., 2006), ademas que la mutacion en el receptor de etileno ETR1 y en el factor de transcripcion

EIN3 podria aumentar la tolerancia a ROS (Overmyer y col., 2003; Desikan y col., 2006; Poor y

95
Tesis Doctoral — Lic. Maria Charlotte Steelheart M.



CAPITULO IV. EFECTO DEL ESTRES INDUCIDO POR ALTAS IRRADIANCIAS EN LA MADURACION DE FRUTOS DE PLANTAS
DE TOMATE MUTANTES DEFICIENTES EN GDP-L-GALACTOSA FOSFORILASA CON BAJO CONTENIDO DE AA.

col., 2015). Ademas, estudios recientes también mostraron que los ERF estan relacionados con
la produccién de ROS, por ejemplo, se informd que AtERF15 y AtERF71 (Arabidopsis), CaPF1
(pimienta) y JERF3 (tabaco), estdn relacionados con las respuestas de estrés bidtico y / o abidtico
de las plantas, e involucrados en la regulacion de la produccién o acumulacién de ROS (Park y

col., 2011; Zhang y col., 2015; Tang y col., 2005; Wu y col., 2008).

Se ha postulado que, durante la maduracién de frutos de tomate, la transicidn de cloroplastos a
cromoplastos involucra un dafio celular por aumentos en los niveles estacionarios de ROS
(Cocaliadis y col., 2014). En el presente trabajo se analiza la hipdtesis de que el bajo contenido
de acido ascorbico afecta la generacién de ROS por altas irradiancias y por tanto el cambio de
color durante la maduracién. Con ese objetivo, utilizamos dos lineas de mutantes de tomate
deficientes en GGP con bajo contenido de ascérbico en hojas y frutos (30% del silvestre) (Baldet

y col., 2013, Alegre y col., 2020), expuestas a alta irradiancia durante la maduracién de los frutos.

En este capitulo se abordé el objetivo especifico 4 que consistié en determinar el efecto del
estrés inducido por altas irradiancias en la maduracion de frutos de plantas mutantes deficientes

en GDP-L-galactosa fosforilasa con bajo contenido de AA.

En funcidn de éste, se fijaron seis actividades a realizar:

1. Exponer frutos de plantas mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres crecidos

en irradiancias de invernaculo (Gl) a altas irradiancias (HI), fuera del invernaculo.

2. Evaluar los parametros fotosintéticos de plantas mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-
49C12) y silvestres.

3. Determinar el tiempo de maduracion de frutos de plantas mutantes para GGP1 (GGP-5261Y

GGP-49C12) y silvestres.

4. Evaluar la respuesta del metabolismo antioxidante de frutos de plantas mutantes para GGP1

(GGP-5261Y GGP-49C12) y silvestres.

5. Determinar la generacion de H,0; y el dafio a lipidos de frutos de plantas mutantes para GGP1

(GGP-5261Y GGP-49C12) y silvestres.

6. Evaluar la expresién de genes relacionados con el proceso de maduracion de frutos de plantas

mutantes para GGP1 (GGP-5261 Y GGP-49C12) y silvestres.
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Resultados

Temperatura de frutos con bajo contenido de acido ascérbico expuestos a alta irradiancia
La temperatura fuera del invernaculo aumenté aproximadamente 10 °C. El tratamiento por alta

irradiancia provocé un aumento de la temperatura en los frutos de los tres genotipos analizados.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la temperatura de frutos silvestres y
mutantes Slggp1 (Tabla 5). Por otro lado, se observa que la temperatura de los frutos siempre
es menor a la temperatura atmosférica, tanto dentro como fuera del invernaculo (2 °Cy 4 °C,
respectivamente). No se observaron diferencias significativas en la temperatura de frutos

silvestres y mutantes S/lggp1 durante la maduracion (Fig. 24).

Gl HI
Atmosfera 28,6 £0,9 aA 40,1+1,5bB
WT 27,9+1,4aA 38,5+2,3aB
Frutos GGP-5261 27,6 £1,1aA 37,2+0,7 aB

GGP-49C12  27,3+2,1aA 379+2,8aB

Tabla 5. Temperatura (°C) atmosférica de los frutos (promedio de frutos de los 4 estadios de
maduracion analizados), en tratamientos Gl y HI.
Letras minusculas denotan diferencias estadisticas entre genotipos para el mismo tratamiento y las letras
mayusculas denotan diferencias estadisticas entre el mismo genotipo para diferentes tratamientos
(ANOVA, P <£0.05). Los valores son la media de tres experimentos independientes.
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Figura 24. Temperatura de frutos expuesto a Gl (a) y expuestos HI (b).
Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. (*) denota
diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la misma etapa de maduracién y tratamiento, (0)
denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y etapa de maduracién para diferentes
tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacidn con la etapa de MG para el mismo
genotipo (ANOVA, P<0.05).

Efecto de la alta irradiancia y temperatura en la fotosintesis de frutos con bajo contenido
de acido ascorbico
Dado que anteriormente observamos que durante la maduracion del fruto los cloroplastos eran

una fuente importante de produccion de ROS, se midid la fotosintesis en frutos donde aun se
aprecia fluorescencia de la clorofila: estadios MG y BR (Cap. Il, Fig. 15). Se observé que la tasa
de transporte de electrones (ETR) de frutos crecidos dentro del invernaculo (Gl), fue similar en
el estadio MG en los tres genotipos analizados, pero disminuyé ligeramente en ambos mutantes
Slggp1 en el estadio BR, mientras que en la condicién de alta irradiancia (HI), la ETR de los frutos
aumentd por un factor de 7 a 10 en los dos estadios, en los tres genotipos analizado (Tabla 6).
La eficiencia maxima de PSII (F,/Fn) de frutos crecidos dentro del invernaculo (Gl), disminuyd
ligeramente en ambos mutantes Slggpl en el estadio BR, los cual también fue observado en
frutos BR mutantes Slggpl expuestos a altas irradiancias (HI) (Tabla 6). El “quenching” no
fotoquimico (NPQ) fue bajo en frutos crecidos dentro del invernaculo (Gl), siendo
significativamente menor en frutos del estadio BR de los dos mutantes Slggp1, y alto en frutos
expuestos a altas irradiancias (HI), en los dos estadios de maduracion de los tres genotipos

analizado (Tabla 6).
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ETR (umol electrons m2 s?) Fv/Fm NPQ
Gl HI Gl HI Gl HI
MG BR MG BR MG BR MG BR MG BR MG BR
WT 37,2+2,2aA 37,4+52bA 268,0+10,8bB 224,4+356aB 0,87+0,01aA 0,85 +0,04bA 0,84 +0,03aA 0,83 +0,02bA 0,11 +0,04aA 0,15+ 0,04bA 1,33 +£0,05aB 2,21 +0,40aB

GGP-5261 41,5+2,9aA 28,0%+3,5aA 227,2+18,1aB 309,4 +30,3bB 0,86+0,03aB 0,74 £ 0,00aA 0,80+0,02aA 0,78+0,01aB 0,12 +0,09aA 0,05 +0,04aA 2,01+0,35bB 1,72 +0,30aB

GGP-49C12 39,8+1,5aA 25,6 +4,7aA  245,6+23,8aB 299,3+27,6bB 0,87+0,02aB 0,78 £0,01aA 0,79+0,03aA 0,78+0,02aA 0,14 +0,10aA 0,06 +0,04aA 1,97 +£0,20bB 1,43 +0,23aB

Tabla 6. Tasa de transporte de electrones (ETR), eficiencia maxima del PSII (Fv / Fm) y “quenching” no fotoquimico (NPQ) en frutos de dos estadios de maduracién (MG y BR), crecidos en Gl y HI.
Letras minusculas denotan diferencias estadisticas entre genotipos para el mismo tratamiento y las letras mayusculas denotan diferencias estadisticas entre el mismo genotipo para diferentes
tratamientos (ANOVA, P < 0.05). Los valores son la media de tres experimentos independientes.
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Efecto de la alta irradiancia y temperatura en el tiempo de maduracién de frutos
deficientes de acido ascorbico
Frutos mutantes Slggp1 mostraron un retraso en el tiempo de maduracién, ya que tardaron

aproximadamente 3 dias mas que los frutos silvestres en alcanzar el estadio RR desde el estadio
MG en condiciones de inverndculo (Tabla 7). Cuando fueron expuestos a altas irradiancias (Hl),
los tres genotipos analizados adelantan su tiempo de maduracién, sin embargo, el retraso en el
tiempo de maduracién de mutantes Slggp1 con respecto a frutos silvestres se mantiene o es

mayor (entre 3 y 6 dias).

Gl HI
WT 14,0+£0,5aB 10,0+ 1,0aA
GGP-5261 16,0+ 1,0 bA 13,0+ 1,5bA
GGP-49C12 18,0+ 1,0bB 16,0+£1,0cA

Tabla 7. Numero de dias para observar 50% de frutos rojos maduros silvestres y mutantes Siggp1 en Gl,
y HI.

Letras minusculas denotan diferencias estadisticas entre genotipos para el mismo tratamiento y las letras

mayusculas denotan diferencias estadisticas entre el mismo genotipo para diferentes tratamientos

(ANOVA, P <£0.05). Los valores son la media de tres experimentos independientes.

Respuesta antioxidante de frutos con bajo contenido de acido ascérbico expuestos a alta
irradiancia y temperatura durante la maduracién
El contenido de acido ascérbico permanece constante durante la maduracion de frutos silvestres

y mutantes Slggp1, mientras que los frutos mutantes Slggp1 tienen una reduccion del contenido
de acido ascdrbico total de aproximadamente 50% en comparacién con frutos silvestres. El
estado de oxidacidon del acido ascdorbico disminuye en los estadios BR y OR de frutos silvestres y
mutantes S/ggp1 (Fig. 25a). La alta irradiancia provocd un aumento en el contenido de acido
ascorbico de frutos silvestres y del mutante GGP-49C12, mientras que no afectd la forma

oxidada del acido ascérbico de los tres genotipos analizados (Fig. 25b).

El contenido de glutatién total también permanece constante durante la maduracién de frutos
silvestres y mutantes Slggp1, sin embargo, el contenido de glutation total es mayor en frutos
mutantes Slggpl (aproximadamente 50%) (Fig. 25c). La alta irradiancia disminuyo
significativamente el contenido de glutation total en frutos silvestres y mutantes Slggp1 (Fig.
25d). El estado de oxidacién del glutation disminuyd en los estadios BR y OR de frutos silvestres
y mutantes Slggpl y es menor en frutos mutantes Slggp1 (aproximadamente 40%) en frutos
dentro del invernaculo (Fig. 25c), mientras que las altas irradiancias provocaron un aumento en

el estado de oxidacidn de glutation en frutos mutantes Slgglp en el estadio MG (Fig. 25d).
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Figura 25. Contenido de acido ascdrbico total y porcentaje de oxidado (%) en frutos crecidos en Gl (a) y
HI (b). Contenido de glutatién total y porcentaje de glutatidén oxidado (%) en frutos crecidos en Gl (c) y
HI (d).

Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. (*) denota
diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la misma etapa de maduracion y tratamiento, (0)
denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y etapa de maduracién para diferentes
tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacién con la etapa de MG para el mismo

genotipo (ANOVA, P<0.05).

La actividad de CAT aumenta en los estadios BR y OR durante la maduracién de frutos silvestres
crecidos tanto dentro como fuera del inverndculo (Fig. 26a, b), mientras que no se observan
diferencias significativas en la actividad de esta enzima en frutos mutantes Slggp1 crecidos
adentro y afuera del invernaculo durante la maduracion (Fig. 264, b). La actividad de la enzima
APX de frutos silvestres también aumenta en estadios BR y OR durante la maduracion, mientras
gue no se observaron diferencias significativas durante la maduracion de frutos mutantes Slggp1

(Fig. 26c). La alta irradiancia provoco el aumento en la actividad de CAT y APX de frutos silvestres
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en estadio BR y OR, mientras que no se observaron diferencias significativas durante la

maduracién de frutos mutantes Slggp1 expuestos a alta irradiancia (Fig. 26d).
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Figura 26. Cambios en la actividad de CAT, en frutos crecidos en Gl (a) y HI (b). Cambios en la actividad
de APX en frutos en GI (c) y HI (d).
Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. (*) denota
diferencias estadisticas entre diferentes genotipos para la misma etapa de maduracion y tratamiento, (0)
denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y etapa de maduracién para diferentes
tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacién con la etapa de MG para el mismo
genotipo (ANOVA, P<0.05).

La produccion de H,0, aumentd en estadios BR y OR de frutos silvestres, mientras que no se
observaron diferencias significativas durante la maduracion en frutos mutantes Siggp1 (Fig.
27a). La altairradiancia provocd un aumento en la produccién de H,0, de frutos en estadios MG,
BR y RR en frutos silvestres y en el estadio BR de frutos mutantes Slggp1 (Fig. 27b). En cuanto a

la peroxidacién lipidica, no se observaron diferencias significativas en el contenido de MDA
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durante la maduracién de frutos silvestres y mutantes Slggp1, sin embargo, el contenido de

MDA en mutantes Slggp1 fue menor (aproximadamente 50%) (Fig. 27c). Por otro lado, las altas

irradiancias provocaron un aumento significativo (mayor al 50%) del contenido de MDA en los

tres genotipos analizados (Fig. 27d).
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Figura 27. Produccion de H20; en frutos crecidos en Gl (a) y HI (b). Peroxidacién en frutos crecidos en Gl

(c) y HI (d).

Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. (*) denota
diferencias estadisticas entre diferentes genotipos en la misma etapa de maduracion y tratamiento, (0)
denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y etapa de maduracién para diferentes
tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacion con la etapa de MG para el mismo
genotipo (ANOVA, P<0.05).
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Expresidon de genes asociados con estrés oxidativo y maduracion de frutos deficientes en
acido ascorbico
Para investigar la asociacidn del estrés oxidativo con el inicio de la maduracién del fruto, se

seleccionaron genes especificos relacionados con la seializacidon de H,0; y etileno y se analizé

su expresion durante a maduracion.

Entre los genes relacionados con el H,0,, se analizd la expresion de JUBGBRUNNEN1 (JUB1), un
factor de transcripciéon NAC inducido por H,0; (Alshareef y col., 2019). La expresidon aumenté
gradualmente hasta el estadio OR antes de disminuir en RR (Fig. 28a, b), en los tres genotipos
analizado durante la maduracién. Sin embargo, la expresién es menor en frutos mutantes Slggp1
en los estadios BR y OR en frutos crecidos en condiciones de invernaculo, mientras que mostré
una mayor induccién bajo condiciones de alta irradiancia frutos silvestres y ambos mutantes
Slggp1 (Fig. 28b). También se analizo la expresidon del gen DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT
BINDING PROTEIN 1 (DREB1), otro gen relacionado con el H,0,, que pertenece a las familias de
factores de transcripcidn (FT) de proteinas de unién a elementos sensibles al etileno (EREBP) v,
por lo tanto, puede regular la expresién de muchos genes inducibles por estrés en las plantas
(zhang y col., 2009), cuya expresion se informd que estaba regulada por JUB1. La expresion de
DREB1 aumentd mas tarde para alcanzar un maximo en el estadio RR en frutos silvestres,
mientras que disminuyd drdsticamente en los mutantes Sigpp1 en el estadio RR (Fig. 28c). Este
aumento de la expresidon de DREB1 es aun mayor bajo condiciones de alta irradiancia en frutos

de estadio OR de los tres genotipos analizados (Fig. 28d).
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Figura 28. Expresién relativa (RE) de JBUI en frutos crecidos en Gl (a) y HI (b) y de DREB1 en frutos

crecidos en Gl (c) y HI (d), analizados por RT-PCR cuantitativa.

Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. (*) denota
diferencias estadisticas entre diferentes genotipos en la misma etapa de maduracién y tratamiento, (0)
denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y etapa de maduracién para diferentes
tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacidn con la etapa de MG para el mismo

genotipo (ANOVA, P<0.05).
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Dado que la sobreexpresién de una forma constitutivamente activa de DREB (35S:DREB2A CA),
resultd en la regulacidn positiva de un nimero importante de genes relacionados con respuestas
al estrés abidtico y de choque térmico (Sakuma y col., 2006), que ademads se establecié que
ciertas proteinas pequefias de choque térmico (sHSP), como SIHSP17.6, SIHSP20.0 y SIHSP20.1,
estan reguladas transcripcionalmente por el etileno durante la transicién del estadio MG a RR
en la maduracidn del tomate (Shukla y col., 2017), se analizé la expresién de estas sHSP. De
manera general, durante la maduracion de frutos crecidos en condiciones de invernaculo, la
expresidn de las tres sHSP seleccionadas aumentd gradualmente hasta alcanzar un pico en el
estadio OR para declinar en RR durante la maduracion de frutos silvestres, mientras que en los
mutantes Slggpl su expresidn siempre fue menor en comparacidén con frutos silvestres, con
excepcion de SIHSP20.1, es cual aumenta en el estadio RR para ambos mutantes Slggp1, en
comparaciéon del estadio RR de los frutos silvestres (Fig. 29a, c, e). Por el contrario, la alta
irradiancia indujo un aumento mayor en la expresién de genes de estas enzimas en frutos Slggp1
que en frutos silvestres, lo que es particularmente evidente en estadios de transicion durante la

maduracién (Fig. 29b, d, f).
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Figura 29. Expresion relativa (RE) de HSP17.6 en frutos crecidos en Gl (a) y HI (b), de HSP20.0 en frutos
crecidos en Gl (c) y HI (d), y de HSP20.1 en frutos crecidos en Gl (e) y HI (f), analizados por RT-PCR
cuantitativa.

Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. (*) denota
diferencias estadisticas entre diferentes genotipos en la misma etapa de maduracion y tratamiento, (0)
denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y etapa de maduracién para diferentes
tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacidn con la etapa de MG para el mismo

genotipo (ANOVA, P<0.05).
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Considerando la regulacién de la expresion de genes de sHSP por el etileno observada por Shukla
y col. (2017), durante la maduraciéon del tomate, se analizé la expresidon de tres genes
relacionados con la sintesis y sensibilidad al etileno, a saber, 1-AMINOCYCLOPROPANE-1-
CARBOXYLATE SYNTHASE 6(ACS6), 1-AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLATE OXIDASE 4
(ACO4) y NEVER-RIPE - ETHYLENE RECEPTOR 3 (ETR3).

El gen para la enzima ACC sintasa (ACS6), relacionada con la sintesis de etileno mostrd la
expresion mas alta en el estadio MG y luego disminuyd durante la maduracion de todos los
genotipos analizados, con tendencia a ser menor en el estadio BR de frutos mutantes S/gg1 tanto
adentro como afuera del invernaculo (Fig. 30a, b). Sin embargo, se observa un aumento
significativo de la expresidn de este gen en frutos expuesto a alta irradiancia de los tres

genotipos analizado (Fig. 30b).

La expresion del gen para la enzima ACC oxidasa (ACO4), también relacionada con la sintesis de
etileno, se indujo en la etapa OR de los tres genotipos analizados, siendo mayor en frutos
mutantes S/ggp1 que en frutos silvestres crecidos en el invernaculo (Fig. 30c), mientras que bajo
alta irradiancia su expresion aumenté en estadios MG y BR, pero se redujo fuertemente en

estadios mds avanzados de frutos de los tres genotipos analizados (Fig. 30d).

En condiciones de invernaculo, la expresion del gen del receptor de etileno (ETR3), relacionado
con la sensibilidad al etileno, mostré un pico en el estadio OR de frutos silvestres y los dos
mutantes Slggp1, siendo aun mayor en frutos mutantes S/ggp1 (Fig. 30e), pero en condiciones

de alta irradiancia este pico de expresién desaparecié por completo (Fig. 30f).
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Figura 30. Expresidn relativa (RE) de ACS6 en frutos crecidos en Gl (a) y HI (b), de ACO4 en frutos
crecidos en Gl (c) y HI (d), y de ETR3 en frutos crecidos en Gl (e) y HI (f), analizados por RT-PCR
cuantitativa.

Los valores son la media de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. (*) denota
diferencias estadisticas entre diferentes genotipos en la misma etapa de maduracion y tratamiento, (0)
denota diferencias estadisticas entre el mismo genotipo y etapa de maduracién para diferentes
tratamientos y (m) denota diferencias estadisticas en comparacidn con la etapa de MG para el mismo

genotipo (ANOVA, P<0.05).
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Discusion

Dado que anteriormente se observd que los cloroplastos eran una de las principales fuentes de
ROS en los frutos (Capitulo | del presente trabajo), plantas con frutos en estadio MG fueron
sacadas del invernaculo para ser expuestos a alta irradiancia para estudiar la fotosintesis del
fruto en estadios MG y BR, los cuales aln presentan cloroplastos, y para estimular la sintesis de
H,0, derivada de la fotosintesis. En general, durante la transiciéon del estadio MG al BR los
parametros fotosintéticos (ETR y F./Fm), tienden a disminuir en frutos crecidos en el invernaculo
o expuestos a alta irradiancia en los tres genotipos analizados. Por otro lado, mientras que la
ETR de frutos mutantes Slggpl puede variar respecto a frutos silvestres, segun el estadio de
maduracién analizado y la condiciéon en la que crecieron (frutos estadio BR expuestos a Hl
presenta ETR mayores que los estadios MG), el F,/Fn, es generalmente menor en frutos mutantes
Slggpl. Estos resultados estdn en concordancia con el desmantelamiento del aparto
fotosintético reconocido durante el inicio de la transicion de cloroplasto a cromoplasto (Egea 'y
col, 2011). Sin embargo, el “quenching” no fotoquimico (NPQ), fue diferente durante la
transicién de frutos mutantes Slggpl con respecto al frutos silvestres, puesto que frutos
deficientes de acido ascdrbico, sorpresivamente presentan menor NPQ que el observado en
frutos silvestres durante la transicion de MG a BR y cuando son expuestos a alta irradiancia.
Aungue no esta claro el aporte de asimilados provenientes de la fotosintesis del fruto (Cocaliadis
y col, 2014), por su condicion de érgano destino, la mutacion de GGP1 en frutos de tomate
estaria afectando la capacidad fotosintética en el comienzo de la transicidon de cloroplasto a
cromoplasto y la disipacion térmica del exceso de energia medida como NPQ, lo cual estaria
posiblemente relacionado con el contenido de clorofilas y carotenoides observado en frutos

mutantes S/lggp1 (Capitulo | del presente trabajo).

El aumento en los parametros fotosintéticos y el NPQ observado en el presente trabajo en frutos
MG y BR de los genotipos silvestres y mutantes S/ggp1 muestran el efecto de la alta irradiancia
y temperatura en la fotosintesis del fruto. Ademads, este tratamiento redujo el tiempo de
maduracién y aumentd la produccidon de H;0; en el estadio BR, sin inducir dafio por alta
irradiancia en todos los tres genotipos analizados, lo que demuestra ain mas una asociacién de
los cambios de H,0, con la maduracién del fruto de tomate. Sin embargo, otros procesos
celulares también pueden contribuir a la generacidn de H,0, en condiciones de alta irradiancia
como la fotorrespiracion, la respiracién o la actividad de la NADPH oxidasa. Ademds, aunque la
exposicién a alta irradiancia en el presente trabajo es usada para la induccion del metabolismo

oxidativo, aumentar la fotosintesis puede conducir a cambios en varios metabolitos (por
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ejemplo, azucares), que también pueden tener un impacto en el proceso de la maduracién del

fruto, que no estén relacionados a la deficiencia de acido ascérbico.

Analizar la expresidn de genes inducidos especificamente por el H,0, podria aportar informacién
gue ayude a establecer su participacién durante la maduracién del fruto desencadenada por
condiciones estresantes. El gen JUBI es un regulador negativo de la senescencia en hojas, y su
expresion es inducida por tratamientos con H,0; y por estrés abidtico (Wu y col., 2012). En
frutos, este gen es inducido en el estadio BR sélo en frutos silvestres, pero bajo condiciones de
estrés oxidativo (HI), se observa su expresion en los tres genotipos. Ademas, JUBI activa la
expresion de factores de transcripcion de los genes de la familia DREB que posiblemente estén
implicados en el control de los niveles celulares de ROS al aumentar la actividad antioxidante
(Wuy col., 2012; Thirumalaikumar y col., 2018). En este trabajo, DREB1 también se expresa en

gran medida en el estadio OR en condiciones de estrés en los tres genotipos analizados.

Las sHSP protegen a los cloroplastos y mitocondrias del estrés oxidativo en las células de las
hojas y las raices (Downs y col., 1999; Hamilton y col., 2001). En los frutos de tomate, estas
proteinas se acumulan en la etapa BR y tienen un papel probado en la promocién de la sintesis
de carotenoides (Neta-Sharir y col., 2005). En el presente trabajo se observd una mayor
expresion de sHSP durante la transformacién de cloroplasto a cromoplasto en los tres genotipos
analizados. Estos resultados brindan otra evidencia de un vinculo del metabolismo oxidativo con
un proceso fisiolégico asociado especificamente con la maduracién del fruto. Ademas, estas
sHSP estan reguladas negativamente por etileno (Shukla y col., 20117), lo cual esta asociado con
su menor expresion en mutantes Slggp1, que tienen una mayor produccién de esta hormona en
etapas de transicién de los frutos observadas previamente en condiciones de invernadero

(Alegrey col., 2020).

El etileno constituye un elemento de sefalizacidn clave que controla la maduracién del fruto de
tomate (Albay col., 2005; Giovannoniy col, 2017). La expresion de los genes ACO4, ACS6 y ETR3
observadas en el presente trabajo sugieren que la sintesis y la sefializacién del etileno se ven
alteradas tanto por la mutacidon de GGP1 como por las condiciones de estrés por alta irradiancia
y temperatura. Un pico de produccién de etileno se asocia con una mayor expresién de ACO
(Nakatsuka y col., 1998). En el presente trabajo frutos mutantes S/ggp1 tienen menor expresion
de estos genes que frutos silvestres en condiciones de invernaculo durante la maduracion con
excepcion de estadio OR. La mayor expresion de ACO4 y ACS6 en este estadio explica la mayor
produccién de etileno observada por Alegre y col. (2020) de frutos mutantes Siggpl. Sin

embargo, la mayor expresion de ETR3 explicaria el retraso en la maduracion y el efecto
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observado por los tratamientos de ACCy 1-MCP, donde el tratamiento con ACC produce un gran
aumento de la produccidn de H,0; en los estadios de MG y BR mientras que el 1-MCP la reduce
drasticamente (Capitulo Ill). La familia de genes ETR codifica proteinas receptoras que regulan
negativamente la accién del etileno (Tieman y col., 2000), y la degradacidn de estas proteinas
estimula la maduracién del fruto (Kevany y col., 2007). Sin embargo, la exposicidon a altas
irradiancia y temperatura aumenta la expresion de ACO4 y ACS6, mientras que disminuye la
expresién de ETR3 en los estadios MG y BR de frutos mutantes Slggpl, lo que sugiere un
aumento en la produccion de etileno, anticipada bajo el estrés luminico; y una mayor
sensibilidad al etileno de los frutos en condiciones de alta irradiancia. Estos resultados sugieren
que el etileno y el H,0, comparte la misma via de sefializacidn que desencadena la maduracién
del fruto, sin embargo, serian necesarios realizar mas estudios que permitan dilucidar cémo el
etileno regula la produccidn de H,0,, y para establecer la manera en que estas dos moléculas se

relacionan dentro del proceso del cambio del color del fruto.
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El objetivo general planteado en esta tesis fue determinar el papel del dcido ascoérbico en la
transicion de cloroplasto a cromoplasto durante la maduracidn del fruto de tomate. Para ello
se emplearon dos lineas independientes de plantas de tomate de la variedad Micro-Tom, cada
una de ellas con una mutacién sobre la secuencia del gen que codifica para la enzima GDP-L-
galactosa fosforilasa 1 (GGP1), que provoca la inactividad de esta y por lo tanto reduccién en el

contenido de acido ascérbico.

Como resultado del analisis del contenido de acido ascérbico, del tiempo de maduracién, de los
pardmetros de desarrollo, el analisis del contenido de H,0, y el metabolismo antioxidante y de

expresidn génica de las dos lineas mutantes Slggp1 vy el silvestre se concluyd que:

1. La mutacidn de la primera enzima especifica de la sintesis de acido ascérbico (GGP1),
resulta en la reduccidn del contenido de 4cido ascérbico total en frutos en alrededor de
30% - 40%, la cual se mantiene durante la maduracién y afecta la proporcién de acido
ascérbico oxidado.

2. Las mutaciones en el gen que codifica a GGP1 y la consecuente deficiencia de acido
ascorbico genera un retraso en la maduracidn de frutos; analizado como el tiempo que
tardan en pasar del estadio verde maduro al estadio rojo maduro, posiblemente como
consecuencia del aumento en el contenido de clorofila, carotenoides y del desequilibro
en el estado redox.

3. El vinculo entre la principal via de sintesis del AA y la biosintesis de la pared celular a
través de la GDP-D-manosa, junto con un desequilibro en la produccion de ROS
explicaria el mantenimiento de la firmeza en frutos mutantes Slggpl durante la
maduracién.

4. Frutos deficientes en acido ascoérbico presentan un mayor contenido de glutatidn
durante la maduracidn, estableciendo una posible restitucion de la capacidad
antioxidante.

5. La deficiencia de acido ascdrbico genera una reduccion en la produccion H,0; en los
primeros estadios de la transicidn de cloroplasto a cromoplasto, que se restituye con los
tratamientos de acido ascérbico. Indicando la participacidon de ambas moléculas durante

la maduracion a través del metabolismo redox, posiblemente a nivel de cloroplastos, sin
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descarar otras fuentes de generacion de ROS como la NADPH oxidasa a nivel de
apoplasto.

6. Durante la transicién de cloroplasto a cromoplasto se observa un pico en la produccidn
de H,0; que no estd relacionada con el dafo a lipidos, apoyando la hipdtesis de una
activa participacién de H,0, durante la maduracion.

7. Elpico de produccion de H,0; estd ligado a las modificaciones asociadas a la maduracion
de los frutos inducidas por el etileno. Tratamientos con el precursor de la sintesis de
etileno ACC, aumenta significativamente la produccién de H,0,,y con un inhibidor de su
accién disminuye la produccién de H,0,. Ello demuestra que el aumento de la
produccién de H,0; se integra aguas abajo de los eventos disparados por el etileno.

8. El etileno afecta el contenido de glutatidon y posiblemente la capacidad antioxidante de
los frutos, junto con otros procesos relacionados con el metabolismo del glutatidon
durante la maduracién, que no estarian relacionados a la deficiencia de acido ascérbico.

9. La deficiencia de acido ascorbico retrasa la maduracion del fruto de tomate, desde el
punto de vista del cambio de color, a través de modificaciones en el metabolismo redox.
En frutos slggpl se observa una menor produccién de H,0,. Dicho proceso puede ser
reestablecido con el tratamiento de etileno.

10. La exposicién de los frutos verdes a altas irradiancias genera aumentos del metabolismo
y del estrés oxidativo reflejados como aumento en la fotosintesis, aumento en el QNP,
mayor produccidn de H,0; y el dafio a lipidos en los primeros estadios de maduracion
del fruto. Por otro lado, estos resultados indican una alta capacidad fotosintética del
fruto verde.

11. La deficiencia de dacido ascérbico y el consecuente efecto sobre el metabolismo
antioxidante, expone a frutos mutantes Slggpl al estrés generado por las altas
irradiancias y temperatura durante los primeros estadios de la maduracién.

12. La expresidon de genes que codifican para factores de transcripcién de respuesta
especifica al H,0,, los cuales aumentan su expresion durante la maduracién, es menor
en frutos deficientes de acido ascérbico. Estos resultados junto con el retraso en la
maduracién observada apoyan la idea del H,0, como molécula involucrada durante el
proceso de maduracion.

13. Las mutaciones en genes que codifican GGP1 afectan la expresidn de genes de la sintesis
y sensibilidad al etileno y la expresion de genes para las sHSP involucradas en el cambio
de color de frutos de tomate, que son reguladas negativamente por el etileno. Estos
resultados indican que las mutaciones en GGP1 afectan la maduracidn del fruto a través

de diversos cambios metabdlicos que no necesariamente estan relacionados con el
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efecto sobre la capacidad antioxidante generada como consecuencia de la deficiencia

de acido ascorbico.

El analisis del tiempo de maduracién, el metabolismo antioxidante, la produccidn de H,0,,
junto con diferentes tratamientos exdgenos y el analisis de expresidén de genes de plantas
de tomate deficientes en acido ascérbico como producto de la mutacién de GGP1,
permitieron aportar resultados que establecen el papel del acido ascérbico en el
metabolismo redox generado durante la transicidon de cloroplasto a cromoplasto. Tomado
en su conjunto este trabajo pone en evidencia la participacion del H,0; y su modulaciéon por

el etileno en el cambio de coloro durante la maduracién del fruto de tomate.
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