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RESUMEN

"La mayoria de las ideas fundamentales de la ciencia son
esencialmente sencillas y, por regla general pueden ser
expresadas en un lenguaje comprensible para todos"
Albert Einstein
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Resumen

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo realizados en frutos de
tomate que tienen modificada la ruta de sintesis de flavonoides como
consecuencia del silenciamiento del gen CHALCONA SINTASA (CHS) han
mostrado que los flavonoides son los principales responsables de la rigidez
de la cuticula lo cual provoca una mayor fragilidad de ésta ante la presion
interna que soporta durante el crecimiento del fruto y consecuentemente, se
produce un mayor agrietado y/o microrrayado. De ahi que el principal
objetivo de este trabajo haya sido avanzar en el conocimiento de la ruta de
sintesis de flavonoides en la planta de tomate y, mas concretamente, estudiar
la interaccion de estos compuestos con la cuticula del fruto y su repercusion
en la calidad.

En primer lugar, con el objetivo de conocer el patron de expresion en la
planta de tomate a lo largo del desarrollo, se seleccionaron tres familias de la
ruta de biosintesis de flavonoides. Las familias génicas seleccionadas fueron
CHS, CHI y F3H mientras que los diferentes tejidos elegidos fueron fruto,
hoja y raiz, material que se recolectdé en diferentes estadios de desarrollo
(cuatro estadios para fruto y dos estadios para hoja y raiz). En el caso del
fruto es destacable la expresion en el epicarpo en estadio pinton de los genes
CHS2, CHS1 y CHI4 presentando éstos valores muy superiores en
comparacion con el resto de los genes. En cuanto a la expresion de la familia
F3H en fruto, destaco la expresion de los genes F3HI y F3H2 al inicio del
desarrollo. Al igual que en el fruto, en la hoja vuelven a ser los mismos genes
los que presentaron una alta expresién mientras que en la raiz los genes
CHS2, CHI6, CHI7, F3H2 y F3H4-FLS fueron los que mostraron los valores
de expresion mas altos. Adicionalmente se realizé una comparacion entre el
calculo de las eficiencias de los cebadores obtenidas mediante la recta de
calibrado con las obtenidas mediante las curvas de amplificacién con el
programa LinReg siendo los valores de ambos métodos bastantes similares.

Debido a la importancia que tienen los flavonoides en la dieta animal
muchos trabajos se han centrado en intentar mejorar las propiedades
nutricionales de los frutos modificando tanto la cantidad como el tipo de
flavonoide. Estos estudios han mostrado que dicha modificaciéon afecta a
otros parametros y caracteristicas del fruto como, por ejemplo, la resistencia
a patogenos (Botrytis cinerea), la vida poscosecha debido a cambios en la
permeabilidad de la cuticula, el agrietado y a la cantidad de la cuticula. Para
conocer la relacidn entre las rutas de sintesis de flavonoides y de la cuticula
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se llevo a cabo un estudio de la expresion de genes claves de ambas rutas
junto con una caracterizaciéon anatémico-fisioldgica en plantas que
sobreexpresan el gen CHALCONA ISOMERASA de petunia y en plantas que
sobreexpresan dicho gen junto al gen FLAVONA SINTASA II de gerbera
modificando asi el perfil de flavonoides a nivel de planta completa. Este
estudio permitié comprobar como la variacion en la cantidad y el tipo de
flavonoides acumulados llevd asociados cambios en el peso y la calidad,
tanto externa como interna, del fruto. Los cambios en la calidad externa
fueron debidos a las variaciones en la morfologia y la composiciéon quimica
de la cuticula, las cuales conllevaron variaciones en las propiedades
mecénicas de la misma aumentando su fragilidad ante la presion interna
durante el crecimiento del fruto. Ademas, con la modificacién de la ruta de
sintesis de los flavonoides aumentd la cantidad de cuticula. Dicho aumento
no pudo asociarse con cambios en la expresiéon de ninguno de los genes
conocidos relacionados con la cuticula con la excepcidén del factor de
transcripcion MYB41. Por otro lado, se ha comprobado que la
chalconaringenina fue el dnico flavonoide que se acumulé en la cuticula del
fruto de tomate durante la maduracidn.

Paralelamente, se estudi6 la influencia del nitrégeno en el metabolismo de
los flavonoides y su relacién con la cuticula. Para ello se cultivaron las
plantas con tres soluciones de riego que difieren en el aporte de nitrogeno. Se
ha podido comprobar con este estudio que el cultivo de plantas de tomate con
un menor aporte de nitrogeno estuvo asociado a un aumento de la cantidad de
flavonoides en la cuticula y a una mejora en la calidad externa del fruto al
disminuir la tasa de agrietado sin afectar a la calidad interna o a la
produccion. La disminuciéon del suministro de N tendria dos efectos
inmediatos asociados al cultivo del tomate: contribuiria de manera
significativa a la reduccién de los desechos de aguas nitrogenadas,
reduciendo notablemente la contaminacidon de las aguas y los suelos, y
disminuiria el coste de produccion.
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"Para entender una ciencia es necesario
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Introduccion

El cultivo de tomate
Taxonomia y origen de la especie

El tomate -cultivado (Solanum Iycorpersicum L.) es una planta
dicotiledénea perteneciente a la familia Solanaceae que incluye mas de 3000
especies, algunas de gran importancia econdémica, como la patata, el
pimiento, la berenjena, petunia o el tabaco (Foolad, 2007). El género
Solanum es el mas numeroso de esta familia, con unas 1500 especies (Peralta
et al., 2008).

La clasificacion taxonémica del tomate ha ido cambiando a lo largo de los
afios. Desde la introduccién de la planta de tomate en Europa, los botanicos
reconocieron su relacion con el género Solanum. Anguillara en 1561
identific6 el tomate como la planta descrita por Galeno en el siglo II
denominada Lycopersicon (Peralta y Spooner, 2006). Mas de un siglo
después, fue Tournefort (1694) el primero en considerar que el tomate
cultivado no pertenecia al género Solanum y lo encuadr6 en uno distinto al
que denominé Lycopersicon, siguiendo el nombre previamente asignado por
Anguillara. Sin embargo, Linneo (1753) en su obra Species Plantarum, y en
contra de la tendencia de la época, clasificé al tomate dentro del género
Solanum bajo el nombre de Solanum lycopersicum. Un afio después, Miller
(1754), siguiendo el criterio de Tournefort, defini6 formalmente el género
Lycopersicon, aunque no fue hasta 1768 que clasificé el tomate como
Lycopersicon esculentum al definir la especie tipo. Recientemente se ha
revisado la clasificacién del tomate en base a datos morfoldgicos vy
moleculares y se ha vuelto a colocar dentro del género Solanum, como ya
hizo en su dia Linneo (Spooner ef al., 2005; Peralta et al., 2006).

Las especies silvestres emparentadas con el tomate cultivado se agrupan
en la secciéon Lycopersicon formando un clado (Peralta y Spooner, 2005).
Dentro de esta seccion se incluyen 12 especies silvestres (Peralta et al., 2008)
entre las que se distinguen tres de fruto rojo, Solanum pimpinellifolium L.,
Solanum galapagense S. C. Darwin & Peralta y Solanum cheesmaniae (L.
Riley) Fosberg, estas dos tultimas endémicas de las islas Galapagos, y nueve
de fruto verde. Las especies de fruto verde son Solanum pennellii Correll,
Solanum habrochaites S. Knapp & D. M Spooner, Solanum chilense (Dunal)
Reiche, Solanum huaylasense Peralta, Solanum peruvianum L., Solanum
corneliomulleri J. F. Macbr.,, Solanum arcanum Peralta, Solanum
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chmielewskii (C. M. Rick et al.) D. M. Spooner et al., y Solanum neorickii D.
M. Spooner et al.

Las especies de la seccidn Lycopersicon se localizan principalmente en la
regidon andina que comprende desde el sur de Colombia al norte de Chile y
desde la costa del Pacifico (incluidas las islas Galapagos) a las estribaciones
orientales de los Andes, incluyendo Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia y
Chile (Esquinas-Alcazar y Nuez, 1995). Atin hoy no estd claro donde tuvo
lugar la domesticacion del tomate aunque dos son las hip6tesis mas aceptadas
al respecto. Por un lado, deCandolle (1886) sostenia que fue Pert el lugar de
domesticacion basandose en criterios botanicos, histéricos, filolégicos y
arqueoldgicos. Por otro, Jenkins (1948) entendia que México era el centro de
origen basiandose en que no habia evidencias de domesticacidon precolombina
del tomate en Sudamérica pero si amplias en México. Adicionalmente argiiia
que el vocablo tomatl (nombre nahuatl del tomate) estaba integrado en la
cultura azteca. No obstante, hay que tener en cuenta que este vocablo lo
empleaban los aztecas para referirse de modo genérico a plantas con frutos
globosos o bayas y sobre todo a Physalis philadelphica Lam. o tomate de
cascara (Esquinas-Alcdzar y Nuez, 1995; Peralta y Spooner, 2006; Bauchet y
Causse, 2012). El estudio comparativo de entradas de tomate procedentes de
Meéxico y Sudamérica ha mostrado que comparten isoenzimas (Rick y
Forbes, 1975) y marcadores moleculares similares (Villand et al., 1998), lo
que no apoya la hipdtesis mexicana si bien tampoco se considera una
evidencia concluyente a favor de la hipotesis peruana (Bauchet y Causse,
2012). Actualmente se considera que el lugar de domesticacion del tomate no
estd resuelto y que podria haberse dado una domesticacion independiente en
ambas regiones (Peralta y Spooner, 2006; Bauchet y Causse, 2012).

Tradicionalmente se ha considerado que la forma ancestral del tomate
cultivado es muy probablemente S. lycopersicum var. cerasiforme (Alef.)
Voss, el cual crece espontineamente en las regiones tropicales vy
subtropicales de América (Esquinas-Alcazar y Nuez, 1995). Empero, el
estudio genético de esta variedad mostrd que la mayoria de las entradas son
una mezcla de tomates silvestres y cultivados en vez del ancestro de las
formas cultivadas (Nesbitt y Tanksley, 2002; Peralta ef al., 2008). Mas
recientemente se ha realizado un estudio de variabilidad genética empleando
numerosas entradas de S. lycopersicum, S. lycopersicum var. cerasiforme 'y S.
pimpinellifolium, la especie silvestre mas cercana al tomate cultivado (Blanca
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et al., 2012). Los resultados indican que un gran nimero de entradas de la
variedad cerasiforme son una mezcla entre el tomate cultivado y S.
pimpinellifolium; no obstante, aquellas que no son mezclas podrian ser
similares al ancestro a partir del cual se origin6 el tomate cultivado. Asi, los
autores proponen una hipétesis de domesticacién en dos tiempos, con una
predomesticacién que habria tenido lugar en la regién andina seguida de una
auténtica domesticacién en Mesoamérica (Blanca ef al., 2012).

El primer contacto de los europeos con el tomate fue posiblemente tras la
toma de Tenochtitlan en 1521 por Hernan Cortés. El tomate ya formaba parte
de la dieta y cultura aztecas y pocos afios después, las cronicas indican que
también pasé a formar parte de la dieta de los espafioles que vivian en el
Nuevo Mundo. El tomate se introdujo en Europa poco después de la
conquista de México; en 1544 Pietro Andrea Mattioli menciona el consumo
de tomate en Italia. Este consumo se desplazé lentamente hacia el Norte de
Europa, donde hasta bien entrado el siglo XVII se empleaba tan s6lo como
planta ornamental debido a su proximidad botdnica con plantas venenosas
como la belladona y la mandrigora. El desarrollo de programas de mejora
para la obtencién de variedades con distintos tamafios y formas se inici6 en el
siglo XIX y el cultivo gan6 en importancia econémica (Bauchet y Causse,
2012) ayudado también por el establecimiento de nuevas rutas de
comercializacién y nuevas colonias que permitieron su expansién mundial
(Diez y Nuez, 2008).

Importancia econdmica

El tomate es una hortaliza de gran importancia a nivel mundial en cuanto
a su cultivo, produccion y comercio. Segun los ultimos datos publicados por
FAOSTAT (Divisién de estadistica de la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura) el tomate ocupa el quinto lugar
entre las hortalizas de mayor produccién en el mundo y el segundo de
acuerdo con su valor de mercado (FAOSTAT, 2013; http://faostat3.fao.org).
La produccion mundial de tomate en el afio 2013 alcanz6 los 164 millones de

toneladas. El principal pais productor de tomate fresco fue China, ocupando
Espaifia el noveno puesto con una produccién de 3.683.600 toneladas y un
valor de mercado que super6 los 1.300 millones de délares internacionales
(Tabla I-1). Espaiia fue el tercer pais exportador de tomate con 1.004.009 t,
por detras de México y los Paises Bajos (FAOSTAT, 2013).
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Tabla I-1. Clasificacion de los principales paises productores de tomate en 2013. Se
indica la produccién (toneladas) y su valor (ddlares internacionales*). Datos
tomados de FAOSTAT (http://faostat3.fao.org).

Pais Produccién (t)  Valor produccion ($Int*)
China 50.552.200 18.682.273.240
India 18.227.000 6.736.043.030
Estados Unidos 12.574550 4.647.101.000
Turquia 11.820.000 3.712.971.760
Egipto 8.533.803 3.153.786.370
Iran 6.174.182 2.281.755.400
Italia 4.932.463 1.822.860.760
Brasil 4.187.646 1.547.603.210
Espaiia 3.683.600 1.305.891.350
México 3.282.583 1.231.124.500

*Un dodlar internacional ($Int) es una unidad monetaria hipotética calculada por el
Banco Mundial a partir de la paridad del poder adquisitivo.

Tabla I-2. Clasificacién de los principales cultivos horticolas producidos en Espafia
en 2013. Se indica la produccién (toneladas) y su valor (d6lares internacionales®).
Datos tomados de FAOSTAT (http://faostat3.fao.org).

Cultivos Produccion (t) Valor produccion ($Int*)

Aceituna 9.250.000 6.306.176.690
Trigo 7.602.600 230.771.950

Uva 7.480.000 4.275.695.160

Tomate 3.683.600 1.305.891.350
Naranja 3.394.100 655.936.980
Remolacha 2.468.700 106.188.660
Patata 2.199.600 329.055.440
Mandarina 2.198.900 543.176.680
Melocotén 1.329.800 723.963.070
Cebolla 1.186.600 249.225.160

*Un ddlar internacional ($Int) es una unidad monetaria hipotética calculada por el
Banco Mundial a partir de la paridad del poder adquisitivo.

A nivel nacional, en 2013 el tomate ocupd el cuarto puesto dentro de los
principales cultivos en cuanto a produccidn y el tercero en cuanto al valor de
su produccidn, tan sélo por detrds de productos como la aceituna y la uva
(Tabla I-2). Igualmente, el tomate fue el cuarto producto exportado a nivel
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espafiol con wuna produccion de 1.004.009 t (FAOSTAT, 2013;
http://faostat3.fao.org).

La superficie destinada al cultivo del tomate en Espafa alcanzé en 2015
las 43.097 ha con una produccién media de 84.775 kg/ha (MAGRAMA,
Ministerio de  Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente,
http://www.magrama.gob.es/). Extremadura y Andalucia fueron las

comunidades auténomas que mayor superficie dedicaron con 21.832 y
13.928 ha, respectivamente. En Extremadura la mayor parte de la superficie
de cultivo estuvo destinada al tomate de industria mientras que Andalucia
lider6 el cultivo en campo y en invernadero con 1.590 y 3.561 ha,
respectivamente.

En el ambito de la investigacion la planta de tomate se ha convertido en
un organismo modelo para el estudio de frutos de tipo baya, tanto en estudios
basicos como aplicados. Esto ha ocurrido merced a una serie de
caracteristicas relacionadas con su fisiologia y su genética. El tomate
presenta un ciclo de vida relativamente corto y es insensible al fotoperiodo
durante la floracion, lo que le permite producir semillas independientemente
de las condiciones de luz. Ademds, presenta una elevada tolerancia a un
amplio rango de condiciones ambientales, lo que permite el estudio del efecto
de diferentes estreses abidticos. Al ser una planta autégama tiende facilmente
a la homocigosis, lo cual permite una ficil deteccién de mutaciones
recesivas, ademas de hibridar bien en condiciones controladas. Posee un
genoma relativamente pequefio, 900 megabases, recientemente secuenciado
(The Tomato Genome Consortium, 2012), con escasa duplicacion génica. A
estas caracteristicas hay que sumar su facilidad para propagarse asexualmente
a través de esquejes o de injertos (Bergougnoux, 2014). Adicionalmente, los
esfuerzos que se han dedicado a recoleccién y conservacion de germoplasma
han permitido que actualmente haya mas de 83.000 entradas de tomate
conservadas en bancos de semillas (FAO, 2010). A esto hay que afadir la
existencia de una amplia coleccion disponible de mutantes, espontaneos e
inducidos, que constituye una fuente de recursos importante para la mejora
asi como para el estudio de la funcién de diversos genes (Lozano et al.,
2009).

El avance en el disefio de marcadores acompafiado de la generacién de
diferentes poblaciones procedentes de cruces intra- e interespecificos, ha
permitido también un rapido avance en la identificacion de genes de interés y
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su introduccién en variedades de élite a partir de especies silvestres. Ademas,
el desarrollo de mapas genéticos de alta densidad asegura que se ha
examinado gran parte del genoma uniformemente, lo cual es muy importante
cuando se trata de detectar e introducir caracteres cuantitativos (Foolad,
2007).

El uso del tomate como planta modelo ha permitido avanzar en el
conocimiento de diversos aspectos relacionados con la anatomia (Gillaspy et
al., 1993), el crecimiento y la maduracién del fruto (Seymour ef al., 2013), la
composicidn y cambios estructurales de la pared celular (Lunn et al., 2013)
asi como en el desarrollo y propiedades de la cuticula vegetal (Dominguez et
al., 2011a; Martin y Rose, 2014). Este dltimo aspecto ha jugado un papel
importante en el estudio del agrietado, una fisiopatia que aparece durante el
desarrollo de algunos tipos de frutos y que provoca grandes pérdidas
econdmicas (Dorais et al., 2004).

Agrietado

El agrietado o rajado de los frutos es una fisiopatia que afecta a diversos
cultivos de fruto carnoso manifiestindose como una rotura del pericarpo
durante el crecimiento y desarrollo o bien durante la maduracién. Estas
grietas suelen ir acompanadas de pérdida de agua, crecimiento de patdgenos,
o simplemente de una apariencia externa rechazada por los consumidores, lo
que conduce al descarte de estos frutos y consecuentemente a pérdidas
econémicas considerables. Algunas de las frutas que se ven afectadas por esta
fisiopatia son la manzana (Opara et al., 1997), la cereza (Andersen y
Richardson, 1982), el pimiento (Aloni et al., 1998), el litchi (Huang et al.,
1999), la uva (Considine y Kriedmann, 1972), el melocoton (Williams et al.,
1992), los citricos (Garcia-Luis et al., 1994; Josan et al., 1995), el mango
(Bally, 1999) y el tomate (Frazier y Bowers, 1947; Young, 1947), entre otras.

El agrietado puede clasificarse en macro y microagrietado segin la
longitud y profundidad de las grietas. Asi, el macroagrietado se caracteriza
por la presencia de grietas de varios centimetros de longitud, que en los casos
més severos pueden abarcar toda la longitud o anchura del fruto, y cuya
profundidad puede atravesar todo el pericarpo y llegar al l6culo (Figura I-
1A). Dentro del macroagrietado algunos autores diferencian el agrietado
concéntrico, con grietas circulares alrededor de la cicatriz peduncular, y el
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radial, donde las grietas parten de la cicatriz peduncular hacia la pistilar
(Dorais et al., 2004). En el caso especifico del tomate, el macroagrietado
puede aparecer durante el crecimiento y desarrollo del fruto, en cuyo caso las
grietas suberifican para impedir la pérdida de agua y el crecimiento de
microorganismos, y también durante la maduracién. En este dltimo caso las
grietas rara vez suberifican y los tejidos internos quedan expuestos. El
agrietado durante el crecimiento es frecuente en los tomates de tamafio
mediano o grande mientras que el agrietado en la maduracién es
caracteristico de los tomates de tipo cereza.

Figura I-1. A, tomates en racimo agrietados. B, fruto de tomate
microrrayado. C, imagen de microscopia electrénica de barrido donde se
aprecian las microgrietas en la superficie de un fruto de tomate, barra 100

um. Fotografias Dra E. Dominguez.

Por su parte, el microagrietado (también denominado microrrayado)
afecta a la pared celular externa de la epidermis y, en los casos mas severos, a
las células epidérmicas e incluso alguna capa del colénquima (Emmons y
Scott, 1998a). Las grietas suelen tener una extension de milimetros, aunque la
acumulacion de microgrietas cercanas puede provocar la sensacion visual de
grietas mas largas (Figura I-1B,C). Estas grietas pueden llegar a suberificar
cuando la integridad celular se ve comprometida. En el caso del tomate suele
aparecer durante la maduracidn, aunque en condiciones de alta humedad
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relativa pueden manifestarse desde estadios iniciales del crecimiento del
fruto.

El agrietado se produce como consecuencia del fallo mecénico de los
tejidos del fruto. La presién a la que se ven sometidas las células durante el
periodo de expansion es superior a la resistencia mecénica de las paredes
celulares para asi favorecer el crecimiento (Considine y Brown, 1981). De
igual manera, durante la maduracién hay un ablandamiento de las paredes
celulares que produce el debilitamiento mecanico de las mismas (Seymour et
al., 2002), junto con un aumento de la presion interna procedente del 16culo
(Almeida y Huber, 2001). Como consecuencia, los estreses mecanicos, que
son siempre maximos en la superficie (Niklas, 1992), se transmiten
directamente hacia la epidermis y la cuticula, de tal manera que se ha descrito
una relacién entre la composicion de la cuticula, sus propiedades mecénicas y
el agrietado (Matas et al., 2005; Dominguez et al., 2009; 2011b). De este
modo, no s6lo el ablandamiento de las paredes celulares contribuiria al
agrietado (Thiagu et al., 1993) sino que ademads una falta de sincronia entre la
expansion celular y la deposicién de la cuticula podria contribuir también a la
aparicion de las grietas (Knoche er al., 2004; Knoche y Peschel, 2007a;
Khanal ef al., 2011).

El agrietado del tomate es una fisiopatia compleja con una componente
genética importante (Cuartero et al., 1981) ademés de una componente
ambiental (Ohta et al., 1991). Diversos estudios genéticos parecen indicar
que el agrietado es un caracter cuantitativo controlado, al menos, por dos o
tres genes y que presenta ademds una heredabilidad baja (Young, 1959;
Cuartero et al., 1981; Peet, 1992; Emmons y Scott, 1998b). Mas
recientemente, Hovav et al. (2007) identificaron Cwpl (CUTICULAR
WATER PERMEABILITY 1) un gen de S. habrochaites que al ser
introgresado en el tomate cultivado produce microrrayado y una
deshidratacién répida del fruto, pero que sélo se expresa en las especies
silvestres de tomate de fruto verde.

Con respecto a las condiciones ambientales, la temperatura y la humedad
relativa se consideran los principales factores determinantes de la incidencia
del agrietado (Dorais et al., 2004). Se postula que la elevada temperatura
provocaria un aumento de presion en el interior del fruto favoreciendo su
rotura (Corey y Tan, 1990, Peet, 1992). Por otro lado, otros autores asocian la
elevada temperatura a una mayor radiacion solar (Cockshull ef al., 1992) que
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aumentaria el contenido de fotoasimilados y la tasa de crecimiento del fruto
ocasionando eventualmente el rajado de los mismos (Ehret ef al., 1993;
Emmons y Scott, 1997). En este sentido se ha demostrado una relacion entre
la velocidad de crecimiento del fruto de tomate y la tasa de agrietado
(Dominguez et al., 2012). Por su parte, la elevada humedad relativa
aumentaria el flujo de agua y solutos hacia el fruto favoreciendo el agrietado
(Aloni et al., 1999; Leonardi et al., 2000; Demers et al., 2007). Se ha
demostrado que las condiciones de elevada temperatura y humedad relativa
afectan a la sintesis de cuticula (Dominguez et al., 2012) asi como a sus
propiedades biomecénicas, las cuales se ven comprometidas (Matas et al.,
2005). Concretamente, los flavonoides presentes en la cuticula han
demostrado jugar un papel muy importante en su resistencia mecénica y la
disminucién del agrietado (Dominguez et al., 2009; Espafia, 2012; Espafia et
al., 2014b).

Algunas de las practicas culturales que se han empleado para disminuir la
incidencia del agrietado son el aumento de la conductividad eléctrica del
agua de riego (Lopez-Casado, 2006), la aplicaciéon de calcio (Brown et al.,
1995; Lichter et al., 2002; Alvarez-Herrera ef al., 2010) y la defoliacién de
las plantas para disminuir la humedad relativa y al mismo tiempo la
velocidad de crecimiento de los frutos al reducir la disponibilidad de
fotoasimilados (Ehret et al., 1993; Demers et al., 2007).

La cuticula vegetal
Composicion, estructura y funciones

La cuticula vegetal es una membrana de naturaleza fundamentalmente
lipidica que se encuentra localizada en la parte superior de la pared celular
externa de las células epidérmicas (Figura I-2) (Dominguez et al., 2011a).
Est4 presente en los 6rganos aéreos de las plantas tales como hojas, tallos,
frutos y diversas partes de las flores (pétalos, sépalos, estigma), estando
ausente en las raices. La cuticula aparece en estadios muy iniciales del
desarrollo embrionario, habiéndose descrito la presencia de una capa lipidica
en el zigoto (Bruck y Walker, 1985; Yang er al., 2008). También se ha
descrito la presencia de cuticula rodeando la cubierta de la semilla (Molina et
al., 2008; de Giorgi et al., 2015).
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E.J.H. Corner (1964) describi6 la cuticula como una de las cuatro grandes
«invenciones» de las plantas y suele considerarse que su aparicién jugd un
papel instrumental en la conquista de la tierra y del medio aéreo por parte de
las mismas (Graham, 1993; Niklas, 2013). La presencia de cuticula ha sido
principalmente estudiada en diversas especies de espermatofitas, sobre todo
angiospermas, pero los estudios centrados en la cuticula de otros grupos de
embriofitas son escasos. Hunneman y Eglinton (1972) se centraron en el
estudio de individuos pertenecientes a los distintos grupos de gimnospermas
e identificaron en todos los casos la presencia de una cuticula de naturaleza
lipidica. Igualmente, se ha identificado la presencia de una cuticula de
composicidn lipidica en individuos de los restantes grupos de embriofitas i.e.,
hepéticas, musgos, antoceros, licopodios y helechos (Hunneman y Eglinton,
1972; Caldicott et al., 1975; Caldicott y Eglinton, 1976; Cook y Graham,
1998; Graham et al., 2004). Estos resultados parecen indicar que la presencia

de una cuticula es comun a todas las embriofitas, si bien seria necesario
estudiar un mayor nimero de especies e individuos.

o s ) =
A ¥ Wy —— i
Figura I-2. A, microfotografia de un corte transversal de pericarpo de tomate inmaduro. En
naranja se aprecia la cuticula tefiida con Sudan IV. Barra 20 um. B, imagen de microscopia
electrénica de transmision de la epidermis de un fruto de tomate inmaduro. cut: cuticula, pc:

pared celular, ce: célula epidérmica. Barra Sum. Imigenes tomadas de Dominguez et al.
(2011a).

La cuticula se ha clasificado tradicionalmente en funcién de su
ultraestructura identificindose hasta seis tipos (Holloway, 1982; Jeffree,
2006) dependiendo de la presencia o ausencia, intensidad y persistencia
durante el desarrollo de estructuras laminadas y reticuladas. Asi, en
microscopia electrénica de transmision, se pueden distinguir cuticulas
laminadas donde se alternan capas osmiofilicas con capas transparentes a los
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electrones (ej. Beta vulgaris L.), cuticulas reticuladas donde se observa
material fibrilar osmiofilico con distinta orientacion (ej. Malus pumila Mill.),
cuticulas amorfas donde no se observa ningtn tipo de patrén (ej. Solanum
lycopersicum L.) y combinaciones de las anteriores (ej. Apium graveolens
(Mill.) Pers., Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.). Esta por determinar si esta
gran variedad de tipos estructurales tiene relevancia funcional y, de ser asi,
cudl seria (Jeffree, 2006).

El grosor de la cuticula vegetal es muy variable, pudiéndose encontrar
cuticulas con menos de 0,03 um y otras con mas de 10 um, y su peso puede
oscilar entre los 20 y mas de 3000 ugldm dependiendo de la especie, 6rgano
y estadio del desarrollo (Heredia, 2003). Los mayores grosores y cantidades
de cuticula suelen presentarse en frutos mientras que en hojas la cantidad por
unidad de superficie es, por término general, menor y més delgada (Jeffree,
2006). El grosor no es constante a lo largo de la superficie de un 6rgano, sino
que disminuye en la zona central de las paredes periclinales de las células
epidérmicas y se proyecta al interior en las paredes anticlinales (Figura I-2).
La deposicidon de cuticula puede no limitarse a la pared celular externa y
paredes anticlinales de las células epidérmicas, sino que, en algunos casos
como el fruto de tomate, la cuticula puede llegar a impregnar las paredes
celulares de una o varias capas de colénquima (Esau, 1977; Holloway, 1982).

D — Ao | a b a1
- e <
NP IS | ceras epicuticulares
| o 3 .. -‘ - s . .
S0 YUy o o ceras intracuticulares
cutina
L\ polisacaridos
® fenoles

Figura I-3. Esquema de un corte transversal de la cuticula
vegetal. Imagen tomada de Dominguez et al. (2011a).

La composicion de la cuticula es heterogénea y presenta una disposicion
claramente anisotrdpica (Figura I-3). La cuticula esta formada principalmente
por el biopolimero cutina, polisacaridos procedentes de la pared celular, ceras
y compuestos fendlicos (Figura 1-3) (Dominguez et al., 2011a). La cutina es
el componente mayoritario, pudiendo llegar a constituir un 40-80% del peso
de la misma. Se trata de un poliéster de estructura amorfa formado a partir de
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polihidroxiacidos grasos de cadena larga pertenecientes a las familias Cis y
Cis (Dominguez et al., 2015a). En funcién de la longitud de cadena de los
acidos grasos mayoritarios que la componen se identifican tres tipos de cutina
seglin pertenezcan a la familia Cis, Cis 0 sean una mezcla de ambas. La
Figura I-4 muestra la estructura quimica de los principales 4cidos grasos de la
cutina. El componente mayoritario de la cutina Cis es el 4cido 10,16-
dihidroxihexadecanoico junto con su isdmero posicional 9,16-
dihidroxihexadecanoico; s6lo en algunos casos estin presentes los acidos 16-
hidroxi-10-ox0- Cis y 16-0x0-9 6 10-hidroxi- Cis. Por otro lado, las cutinas
Cis estdn compuestas principalmente por los &cidos 18-hidroxi-9,10-
epoxioctadecanoico 'y 9,10,18-trihidroxioctadecanoico junto con sus
homoélogos monoinsaturados (Heredia, 2003). La planta modelo A. thaliana
es un caso excepcional donde los 4acidos @, dicarboxilicos son los
principales constituyentes de la cutina (Franke et al., 2005). En algunas
especies se ha identificado la presencia de cutdn, otro polimero alifatico
procedente de acidos grasos poliinsaturados unidos por puentes éter (Villena
et al., 1999). El cutan suele estar presente en combinacidn con la cutina (Nip
et al., 1986a), salvo alguna excepcion como B. vulgaris donde es el tnico
polimero lipidico presente en la cuticula (Nip ef al., 1986b).
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Figura I-4. Estructura quimica de los principales componentes de la cutina. Imagen
tomada de Heredia-Guerrero et al. (2011).

Las ceras son una mezcla compleja de diversos tipos de compuestos
alifaticos de cadena larga tales como cetonas, alcoholes, hidrocarburos,
acidos grasos, ésteres asi como terpenos y esteroides (Tabla I-3) (Hamilton,
1995). La cantidad de ceras varia considerablemente entre especies,
oscilando entre el 1% de la cantidad total de cuticula hasta més del 25%
como en el caso de uva (Casado y Heredia, 1999). Se pueden distinguir dos
tipos de ceras en funcion de su localizacion en la matriz de cuticula: las ceras
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epicuticulares, depositadas en la superficie de la cuticula y que pueden
presentar, dependiendo de la especie y 6rgano, estructuras cristalinas a modo
de bastones, discos, escamas, etc. o bien ser amorfas (Jeffree, 2006), y las
ceras intracuticulares, embebidas en la matriz de la cuticula (Jeffree, 2006) y
consideradas las principales responsables de la resistencia al paso del agua, si
bien, dependiendo de la especie y composicion quimica, las ceras
epicuticulares pueden contribuir de modo significativo (Jetter y Riederer,
2016).

Tabla I-3. Principales componentes de las ceras cuticulares. Modificada a partir de Heredia y
Dominguez (2009).

Componente Estructura quimica Rango
Hidrocarbonos CH3(CH»),CH3 Co1 - Css
Cetonas RiCOR» Cos - Cs3
Alcoholes secundarios RiCH(OH)R> Co - Cs3
B-dicetonas RiCOCH2COR:» Cy7-Cs3
Monoésteres RiCOOR, Cso0 - Ceo
Poliésteres M; 800-1500
Alcoholes primarios RCH>OH Ci2-Css
Aldehidos RCHO C 14 - C34
Acidos carboxilicos RCOOH Ci2-Cse
Terpenos y esteroides Acido ursélico, oleandlico

Los polisacaridos de la cuticula son principalmente celulosa y pectina
(Lopez-Casado et al., 2007) que provienen de la pared celular primaria y que
quedan adheridos a la cuticula durante el proceso de formacion de la misma.
Finalmente, los compuestos fendlicos estdn formados principalmente por
acidos m- y p-cumdrico, ferilico, p-hidroxibenzoico y flavonoides, tales
como la naringenina y la chalconaringenina (Hunt y Baker, 1980; Baker et
al., 1982; Ju y Bramlage, 1999; Espafia et al., 2014a). En el caso de la
cuticula del fruto de tomate la proporcién de estos compuestos fendlicos
depende principalmente del estadio de desarrollo, alcanzando su maximo de
acumulacién en el fruto maduro (Espana ef al, 2014a). En algunas
gimnospermas como Araucaria bidwillii Hook. y Picea abies (L.) H. Karst.
se ha detectado un dominio de lignina importante que puede llegar a
representar hasta el 25% del peso total de la cuticula (Kogel-Knabner et al.,
1994; Reina et al., 2001).
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El concepto de cuticula ha evolucionado a lo largo de los afios, desde su
primera descripcién como una membrana extracelular a modo de barniz que
recubre los tejidos vivos de las plantas (von Mohl, 1847) a la mas reciente
interpretaciéon como parte integrante de la pared celular externa epidérmica
que juega un papel importante en el desarrollo de los dérganos y en el
mantenimiento de la identidad epidérmica (Javelle et al., 2010a; Segado et
al., 2016). La naturaleza fundamentalmente hidrofébica de la cuticula hace
que ésta desempeiie un papel fundamental en la proteccion frente a la pérdida
de agua, regulando no sélo el intercambio de agua sino también de CO. y
solutos entre la planta y el medio ambiente (Kerstiens, 1996a; Riederer y
Schreiber, 2001; Schreiber, 2010). Adicionalmente, las caracteristicas de
barrera de la cuticula se manifiestan también en su papel como interfase
impidiendo la fusion de 6rganos durante el desarrollo y contribuyendo al
establecimiento y mantenimiento de la identidad epidérmica (Lolle et al.,
1997; Tsuwamoto et al., 2008; Javelle et al., 2010b; Takada, 2013; San-
Bento et al., 2014; Takada e lida, 2014). Recientemente se han acumulado
evidencias que sugieren que algunos lipidos de la cuticula, principalmente
ceras, podrian actuar como moléculas sefial, interviniendo en varios procesos
asociados con la divisién y expansion celulares, asi como en mecanismos de
defensa (Qin et al, 2007, Nobusawa et al., 2013; Raffaele et al., 2009;
Reina-Pinto y Yephremov, 2009; Roudier ef al., 2010).

Por otro lado, la nanoestructura y naturaleza hidr6foba de las ceras
epicuticulares contribuye al Ilamado efecto loto favoreciendo el
mantenimiento de las superficies de las plantas limpias y secas (Koch y
Barthlott, 2009). Igualmente, la cuticula, y en especial las ceras
epicuticulares, favorecen la reflexiéon de la luz pudiendo contribuir a la
atraccidon de insectos polinizadores o agentes dispersadores de semillas y
asimismo protegiendo las células de la radiacion UV (Pfiindel et al., 2006).
Por otro lado, las ceras epicuticulares contribuyen a la formacién de
superficies con distinto grado de adherencia que pueden alterar la ecologia de
los insectos herbivoros (Eigenbrode y Jetter, 2002) o generar superficies
altamentes deslizantes que funcionan como trampas para los insectos (Gorb
et al.,2004).

Finalmente, la cuticula desempefia un importante papel estructural
contribuyendo al mantenimiento de la integridad de los Organos y
protegiendo del fallo mecanico frente a estreses externos bidticos (hongos,
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herbivoros) y abidticos (viento, lluvia, etc.) asi como frente a estreses
internos (Kerstiens, 1996b; Dominguez et al., 2011b). De igual forma, la
cuticula participa en el control del crecimiento de los 6rganos (Savaldi-
Goldstein et al., 2007) y en la regulacién de la interaccién polen-estigma en
las especies con estigma seco (Tanaka y Machida, 2006; Borisjuk et al.,
2014). Por tltimo, la cuticula favorece las condiciones para el crecimiento y
desarrollo de determinados microorganismos (Leveau, 2006).

Sintesis de cuticula

Dado que la cuticula es un composite de naturaleza heterogénea, son
muchos los genes que se han identificado involucrados en la sintesis de la
misma (Nawrath et al.,, 2013). Por otro lado, se ha observado que su
deposicion estd regulada por el desarrollo y por las condiciones ambientales,
de tal modo que la cantidad de cuticula y de sus componentes asi como su
grosor y grado de invaginaciéon se ven modificados por el estadio de
desarrollo y por las condiciones luminicas, hidricas y térmicas en las que se
da el crecimiento de la planta (Hull et al., 1975; Lépez-Casado, 2006; Kosma
et al., 2009; Dominguez et al, 2008; 2012). Adicionalmente, se ha
demostrado un control hormonal relacionado con la sintesis y deposicion de
cuticula (Knoche y Peschel, 2007b; Curvers et al., 2010; Xia et al., 2010;
L’Haridon et al., 2011; Wang ef al., 2011). En conjunto, todos estos factores
contribuyen a que la cuticula presente una regulacién compleja con un
nuimero elevado de genes implicados en la misma.

Una gran parte de los genes involucrados en la sintesis de los 4cidos
grasos que constituyen los mondémeros de cutina y las ceras se han
caracterizado a partir de los estudios realizados en A. thaliana y gracias a la
coleccién de mutantes disponibles con fenotipos visibles (Pollard et al., 2008;
Nawrath et al., 2013). Esto ha permitido la identificacién de varias de las
enzimas responsables de las modificaciones que sufren los acidos grasos para
dar lugar a los monémeros de cutina y ceras (Li-Beisson et al., 2013). Entre
ellas cabe destacar las familias CYP86 y CYP77 de las monoxigenasas P450
como responsables de la w-hidroxilacién y de la formacién de hidroxilos
secundarios, respectivamente, de los acidos grasos (Xiao et al., 2004; Li-
Beisson et al., 2009), la familia LACS (sintetasa que une un grupo CoA a un
acido graso de cadena larga) responsable de la activacién de los mondémeros
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(Bessire et al., 2007; Weng et al., 2010) y las familias KCS (B-cetoacil CoA
sintasa), KCR (B-cetoacil CoA reductasa), HCD (B-hidroxiacil CoA
deshidratasa) y ECR (enoil CoA reductasa) responsables de la elongacién de
los acidos grasos de cadena muy larga que constituyen las ceras (Millar et al.,
1999; Todd et al., 1999; Yephremov et al., 1999; Fiebig et al., 2000; Zheng
et al., 2005; Bach et al., 2008; Beaudoin et al., 2009).

Hay varios genes que se han postulado como responsables de la
polimerizacion de los mondmeros de cutina para formar el poliéster
(Dominguez et al., 2015a). En este sentido se han descrito varias acil
transferasas citoplasmaticas implicadas en la oligomerizacién de monémeros
de cutina (Croteau y Kolattukudy, 1974; Panikashvili et al., 2009) e incluso
se ha postulado su participacién en la esterificacion entre mondmeros de
cutina y 4cidos fendlicos (Molina y Kosma, 2015). Adicionalmente, el
estudio de genes especificos de epidermis que se expresan en estadios
iniciales del desarrollo ha permitido identificar en distintas especies varios
miembros de la familia de lipasas GDSL que podrian estar involucrados en la
sintesis de la cutina (Reina et al., 2007; Mintz-Oron et al., 2008; Matas et al.,
2010; Yeats et al., 2010). La caracterizacién de uno de estos genes en tomate
ha demostrado su papel en la acumulacién de cutina (Girard et al., 2012;
Yeats et al, 2012) asi como su posible actividad enzimitica de
polimerizacién de mondémeros de cutina (Yeats et al., 2012). Mas
recientemente se ha sugerido que BODYGUARD (BDG), que codifica para
una o/f hidrolasa que se acumula en la epidermis de la hoja de A. thaliana
(Kurdyukov et al., 2006) podria intervenir también en la polimerizacién de la
cutina (Jakobson et al., 2016). Por otro lado, se ha propuesto que la sintesis
de cutina en sus estadios iniciales ocurre mediante autoensamblaje y
autopolimerizacién de los mondmeros de cutina (Heredia-Guerrero et al.,
2008; Dominguez et al., 2010) y que el control enzimatico ocurriria en
estadios mas avanzados del desarrollo (Dominguez et al., 2015a).

Son numerosos los factores de transcripcién que se han descrito como
involucrados en la sintesis de cuticula. Muchos de ellos se han identificado a
partir del estudio de mutantes de A. thaliana y mas recientemente de tomate.
Cabe distinguir varias familias de factores de transcripcién que participan en
la regulaciéon de la cuticula como MYB, HD-Zip-1V, MADS-box y
AP2/EREBP, entre otras (Hen-Avivi et al., 2014; Borisjuk et al., 2014).
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Los factores de transcripcion de tipo MYB estan implicados en una gran
variedad de procesos bioldgicos en plantas, jugando un papel importante en
la regulacion de rutas metabodlicas y del desarrollo (Lippold et al., 2009). En
tomate, MYB12 regula la acumulacién de flavonoides en la cuticula ademas
de la cantidad de cuticula y ceras (Adato et al., 2009; Ballester et al., 2010).
Por otro lado, MYB5b regula la acumulacién de ceras cuticulares en uva
(Mahjoub et al., 2009). En A. thaliana se han identificado varios genes MYB
entre los que cabe sefialar MYB30, cuyo producto regula la sintesis de dcidos
grasos de cadena muy larga (Raffaele et al., 2008) y por otro lado MYB41,
MYB106 y MYBI16 involucrados en la regulacion del desarrollo vy
acumulacion de cuticula (Cominelli et al., 2008; Oshima et al., 2013).

En los tltimos afios se ha observado que la clase IV de los factores de
transcripcion HD-Zip juega un papel importante en el desarrollo de la
epidermis, incluyendo la cuticula. Entre ellos cabe destacar OUTER CELL
LAYER 1 (OCLI) de maiz (Javelle et al., 2010b; Depége-Fargeix et al.,
2011), CUTIN DEFICIENT 2 (CD2/pe) de tomate (Isaacson et al., 2009;
Nadakuduti et al., 2012) y HOMEODOMAIN GLABROUS 1 (HDGI) de A.
thaliana (Wu et al., 2011) los cuales regulan por un lado diversas
caracteristicas del desarrollo de la epidermis y ademis la cantidad y
propiedades de la cuticula.

FRUITFULLI/TDR4  (FULI), FRUITFULL2/MBP7 (FUL2) 'y
ARLEQUIN/TOMATO AGAMOUS LIKE]I (TAGLI) son factores de
trancripcién tipo MADS involucrados en la maduracién del fruto y el
desarrollo floral que también influyen en la formacién de la cuticula
afectando a varios pardmetros como la cantidad de cuticula y sus
componentes, el grosor y las propiedades biomecanicas de la misma (Bemer
et al.,2012; Giménez et al., 2015).

Los factores de transcripcion AP2/EREBP es una de las familias mas
amplias en plantas y se caracteriza por regular diversos procesos entre los que
se incluyen el desarrollo y diferenciacion de la epidermis (Licausi et al.,
2013). Dentro de esta familia destacan varios genes asociados con la sintesis
de ceras como es el caso de GLOSSYI5 de maiz (Evans et al., 1994),
DECREASE WAX BIOSYNTHESIS en A. thaliana (Go et al., 2014) y WAX
PRODUCTIONI en Medicago truncatula Gaertn. (Zhang et al., 2005). Otros
miembros como SHINEI (SHNI/WINI) de A. thaliana y uno de sus ortdlogos
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en tomate SHN3 estan también involucrados en la sintesis de cutina (Aharoni
et al., 2004; Kannangara et al., 2007; Shi et al., 2013).

Los trabajos presentados anteriormente refuerzan la idea de una relacién
intima, que necesitaria un estudio en profundidad, entre el desarrollo de
determinados 6rganos, la diferenciacion y caracteristicas de la epidermis y la
formacién de la cuticula.

Principales propiedades biofisicas

La cuticula posee una serie de propiedades biofisicas emergentes,
consecuencia de su composicién y de la disposicion de sus componentes, que
le confieren una serie de propiedades de gran revelancia fisiolgica que
ademas estan fuertemente interrelacionadas (Dominguez et al., 2011a) entre
las que cabe destacar las propiedades térmicas, hidricas y mecanicas.

Propiedades térmicas

La temperatura puede afectar de manera significativa al comportamiento
de los polimeros induciendo cambios estructurales en la matriz de los mismos
(Nicholson, 1997). A pesar de su importancia para el desarrollo de una planta
en distintos ambientes hay pocos trabajos que se hayan centrado en las
propiedades térmicas de la cuticula.

La cutina tiene una elevada capacidad calorifica -Cp- (Casado y Heredia,
2001) superior a la de la celulosa, principal componente de los polisacaridos
de la cuticula (Boraston, 2005) lo cual sugiere que la cutina tiene una
importante funcién termorreguladora en la planta.

Schreiber y Schonherr (1990) estudiaron el papel de la temperatura en las
cuticulas aisladas de frutos y hojas procedentes de distintas especies y
observaron un incremento volumétrico de las mismas asociado al aumento de
la temperatura. Este aumento fue mayor en el caso de las cutinas aisladas
sugiriendo que los polisacaridos podrian intervenir limitando la capacidad de
expansion de la cutina per se.

Las cuticulas de distintas especies presentan temperaturas de transicion
dentro de un rango de temperaturas fisioldgico (Schonherr et al., 1979; Eckl
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y Gruler, 1980; Schreiber y Schoherr, 1990; Matas et al., 2004b). Un estudio
calorimétrico de la cuticula y cutina a lo largo del desarrollo fue llevado a
cabo usando el fruto de tomate como modelo (Matas er al., 2004b). Este
trabajo permiti6 identificar una temperatura de transicion vitrea en la cutina
alrededor de 23°C, que se reflej6 también en la cuticula y no viéndose
alterada por el crecimiento del fruto, aunque si desapareci6 durante la
maduracion. Esta desaparicion podria estar asociada a cambios estructurales
en la cuticula asociados a la maduracién, entre los que cabria indicar una
posible reestructuraciéon de la cutina asociada a la incorporacion de los
flavonoides (Matas et al., 2004b). La existencia de temperaturas de transicion
vitrea es caracteristica de los polimeros amorfos y marca un cambio entre dos
estados fisicos, uno rigido y otro viscoso. El hecho de que la cuticula
presente una temperatura de transicion vitrea a temperatura ambiente tiene
unas implicaciones fisiologicas claras ya que por encima de esta temperatura
habra una mayor fluidez de las cadenas macromoleculares del polimero, lo
cual podria afectar al transporte de sustancias a través de la misma, asi como
a su resistencia a la deformacion y la rotura (Dominguez et al., 2011a).

Propiedades hidricas

Las propiedades hidricas de la cuticula son de gran importancia para el
estudio de la aplicacién foliar de nutrientes y pesticidas, la entrada de
diversos contaminantes a la planta y la pérdida de agua desde el interior de la
planta (Kerstiens, 2006; Fernandez y Eichert, 2009). En general, la cuticula
presenta una baja permeabilidad al agua, unas mil veces inferior a la de la
pared celular (Kerstiens, 2006; Schreiber y Schonherr, 2009), constituyendo
las ceras, principalmente las intracuticulares, la principal barrera a la pérdida
de agua (Schonherr y Lendzian, 1981). Sin embargo, no existe ninguna
correlacién entre la permeabilidad y la cantidad de ceras (Riederer y
Schreiber, 2001) pero si entre la permeabilidad y la composicién quimica de
las ceras, concretamente con la cantidad de compuestos alifaticos de cadena
muy larga (Vogg et al., 2004). Recientemente, Jetter y Riederer (2016)
estudiaron la permeabilidad de las cuticulas de diversas especies y su relacion
con la composicién de las ceras concluyendo que las ceras epicuticulares
pueden jugar un papel significativo como barrera frente a la pérdida de agua
en aquellas especies en las que las ceras intracuticulares son ricas en
compuestos aliciclicos.
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Hay estudios que parecen indicar que en la cuticula del fruto de tomate
existe una correlacidon negativa entre la acumulacién de flavonoides y de
ceras (Heredia et al., 2015). En este sentido, las cuticulas de plantas que
tenian silenciada la ruta de flavonoides o acumulaban antocianos mostraron
una mayor cantidad de ceras y una menor permeabilidad al agua que sus
controles (Espafia et al, 2014b). Estos resultados sugieren que la
acumulacidén de determinados flavonoides a nivel celular tiene un impacto en
la deposicion de ceras y la permeabilidad de la cuticula.

La cuticula es capaz de sorber agua entre un 1 y un 8% de su peso seco
(Chamel et al., 1991; Luque et al, 1995a; Dominguez y Heredia, 1999;
Reina et al., 2001). Los estudios de sorcion sugieren la formacion de clusters
de agua libre en el interior de la cuticula a humedades relativas superiores al
60% (Luque et al., 1995b). La formacién de dichas agrupaciones de agua
libre afectaria al transporte de moléculas a través de la cuticula haciéndolo
mas tortuoso (Luque er al., 1995b). Adicionalmente, se ha estudiado la
contribucion de cada uno de los componentes de la cuticula a su capacidad de
sorciéon de agua. En este sentido se observd que, si bien la eliminacién de
ceras tiene un efecto dramatico en la permeabilidad de la cuticula, no es el
caso para su capacidad de sorcién, la cual no se ve apenas modificada
(Chamel et al., 1991). Por otro lado, la matriz de cutina mostré una capacidad
muy baja, siendo los polisacaridos los principales responsables de sorber
agua en la cuticula (Chamel et al., 1991; Dominguez y Heredia, 1999; Reina
et al., 2001). Igualmente, el dominio de lignina presente en la cuticula de
algunas gimnospermas también mostré una elevada capacidad de sorcién de
agua (Reina et al., 2001).

Propiedades biomecanicas

La cuticula, al igual que la mayoria de los polimeros vegetales, tiene un
comportamiento biomecanico bifdsico, con una fase puramente elastica a
esfuerzos bajos y una viscoelastica o plastica a esfuerzos superiores (Niklas,
1992; Petracek y Bukovac, 1995; Wiedemann y Neinhuis, 1998; Edelmann et
al., 2005; Bargel et al., 2006; Dominguez et al., 2011b). El diagrama de
fluencia de la Figura I-5A muestra el diferente comportamiento mecanico
asocidado a las fases eléstica y viscoelastica (separadas por una barra roja) en
una cuticula de fruto de tomate. El comportamiento elastico se caracteriza por
una deformacidn instantinea que se recupera completamente al eliminar el
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esfuerzo, mientras que en el viscoeldstico hay una deformacién que es
dependiente del tiempo y ademas irreversible (Niklas, 1992). La Figura I-5B
muestra un ejemplo de diagrama esfuerzo-deformacién donde se pueden
diferenciar también las dos fases con sus diferentes pendientes.
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Figura I-5. A, diagrama de fluencia de la cuticula de fruto de tomate. La linea roja muestra

la transicidn entre la fase eldstica inferior y la viscoeldstica superior. B, diagrama esfuerzo-

deformacion de la cuticula de fruto de tomate. Figuras tomadas de Dominguez et al.

(2015b).

Las propiedades mecanicas de la cuticula se ven modificadas durante el
desarrollo de los 6rganos. Asi, en las cuticulas de fruto de tomate y cereza al
igual que en las de hoja de Sonneratia alba Griff., se observd que la cuticula
es muy deformable en los estadios jovenes del desarrollo, posiblemente para
facilitar la expansién celular, mientras que en hojas completamente
expandidas y en frutos durante la maduracién aumenta la rigidez de la
cuticula (Knoche et al., 2004; Tsubaki et al., 2012; Espaiia et al., 2014a).

El estudio de la contribucién de cada uno de los componentes de la
cuticula al comportamiento biomecénico de la misma ha permitido discernir
que la cutina es la principal responsable del comportamiento viscoeléstico
mientras que el resto de los componentes contribuyen a la rigidez de la
misma (Dominguez et al., 2011b). Por un lado, la cutina se caracteriza por
ser facilmente deformable y presentar un esfuerzo de fractura bajo mientras
que los polisacaridos contribuyen de modo significativo a la fase elastica
aumentando la rigidez y el esfuerzo de fractura y disminuyendo al mismo
tiempo la capacidad de deformacion (Lopez-Casado et al., 2007). Por su
parte, el incremento en la rigidez y, dependiendo de la especie, del esfuerzo
de fractura, debido a ceras se ha asociado principalmente las ceras
intracuticulares (Petracek y Bukovac, 1995; Takahashi et al., 2012; Khanal et
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al., 2013; Tsubaki et al., 2013). Finalmente, el papel de los flavonoides ha
sido estudiado solo en el fruto de tomate empleando distintas estrategias,
desde el estudio de mutantes de maduracién y de acumulacion de compuestos
fendlicos hasta el silenciamiento de alguno de los genes involucrados en la
sintesis de flavonoides (Bargel y Neinhuis, 2004; Dominguez et al., 2009;
Adato et al., 2009; Espaia et al., 2014b). Asi se ha podido demostrar que son
los flavonoides, y no otros procesos asociados a la maduracién o a las
mutaciones estudiadas, los que contribuyen a la longitud de la fase eléstica, el
aumento de la rigidez y del esfuerzo de fractura y la disminucién de la
deformacion de la cuticula (Espaiia ef al., 2014b). Los flavonoides tienen un
efecto mucho mas significativo sobre las propiedades biomecanicas que los
polisacéridos, a pesar de ser éstos mucho mas abundantes, o que las ceras
(Lopez-Casado et al., 2007; Khanal et al., 2013; Espaiia et al., 2014b).

Las condiciones ambientales afectan de modo significativo al
comportamiento mecénico de la cuticula (Dominguez et al., 2011a,b). En
consecuencia, se ha podido observar que la hidratacién y el aumento de la
temperatura tienen un efecto similar sobre las propiedades mecanicas,
disminuyendo la rigidez y el esfuerzo de fractura y aumentando la
deformacion (Petracek y Bukovac, 1995; Edelmann et al., 2005; Matas ef al.,
2005; Loépez-Casado et al., 2007; Dominguez et al., 2009). Este efecto
plastificador que tiene el agua y la temperatura se debe a un aumento de la
movilidad de las cadenas metilénicas, (CH)n, y de otros grupos funcionales
minoritarios, indicando una disminucién en la resistencia potencial del
polimero a la deformacioén (Stark ef al., 2008).

Flavonoides
Clasificacion y estructura

El término flavonoide hace referencia a una amplia coleccion de
compuestos naturales que tienen un esqueleto Ce-C3-Cs 0 mas
especificamente una funcidn fenilbenzopirano (Marais et al., 2006). Segtn la
posicion de la unién del anillo aromaético al grupo benzopirano se diferencian
tres clases: flavonoides en sentido estricto (2-fenil 1,4-benzopiranos),
isoflavonoides (3-fenil 1,4-benzopiranos) y neoflavonoides (4-fenil 1,2-
benzopiranos) (Figura I-6). Los flavonoides e isoflavonoides se subdividen
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en varios tipos segin el grado de oxidacion y saturacién del anillo
heterociclico o la presencia de anillos adicionales. Asi, dentro de los
flavonoides se distinguen flavanos, flavanonas, flavonas, flavonoles,
dihidroflavonoles, flavanoles, entre otros. Los isoflavonoides se subdividen
en isoflavanos, isoflavonas, isoflavanonas, isoflavanoles, pterocarpanos,
rotenoides, etc. Finalmente se puede distinguir un pequefio grupo de
flavonoides minoritarios formado por las auronas y chalconas.

Qo G

flavonoides 1soflavonoides neoflavonoides

Figura I-6. Clasificacion de los flavonoides segtin su esqueleto de acuerdo
con la nomenclatura de la IUPAC (https://iupac.org/).

Los flavonoides son compuestos del metabolismo secundario de las
plantas que proceden de la ruta metabdlica de los fenilpropanoides. Son el
grupo de metabolitos secundarios mds amplio y con mayor distribucién en el
reino vegetal. Se han descrito mas de 10.000 flavonoides (Mouradov y
Spangenberg, 2014) siendo esta gran diversidad atribuible a la combinacion
de la amplia variabilidad de tipos de flavonoides con modificaciones
adicionales de la aglicona, estructura base de los flavonoides, tales como la
glicosilacién, la metilacion y la acilacion. Los flavonoides estan presentes en
musgos, helechos, gimnospermas, angiospermas y en varios grupos de algas
(Wink et al., 2010; Freile-Pelegrin y Robledo, 2014; Goiris et al., 2014).

Localizacion y funciones

Los flavonoides se pueden encontrar en los frutos, hojas, raices y varios
organos de la flor como pétalos, estigma, estilo y polen. La concentracién de
los mismos en cada tejido varia con el desarrollo y las condiciones
ambientales. En el fruto de tomate, los flavonoides se acumulan en la piel y la
placenta (Slimestad y Verheul, 2005a) mientras que, en el mesocarpo, que
comprende mas del 95% del peso total del fruto, sélo se encuentran
cantidades traza (Bovy ef al., 2007). La mayor acumulacién de flavonoides se
da durante la maduracion, localizdndose >98% en la piel (Meléndez-Martinez
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et al., 2010). Aunque se han identificado mas de 70 flavonoides diferentes en
el fruto de tomate, fundamentalmente distintas formas conjugadas (Moco et
al., 2006; Ijima et al., 2008), s6lo tres o cuatro compuestos estan presentes en
cantidades importantes en el fruto maduro (Slimestad y Verheul, 2009). La
Figura I-7 muestra los principales flavonoides presentes en el fruto de tomate

maduro.
OH
HO l OH O
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kaempferol quercetina

Figura I-7. Principales flavonoides presentes en el fruto de
tomate. La naringenina y chalconaringenina se acumulan
principalmente como agliconas mientras que el kaempferol y
la quercetina estdn presentes en sus formas glicosiladas,
concretamente kaempferol 3-rutinosido y quercetina 3-
rutinosido (rutina) (Slimestad y Verheul, 2009).

En cuanto a la localizacién subcelular de los flavonoides, ésta es muy
amplia e incluye el citosol, reticulo endopldsmico, membranas, vacuola,
cloroplasto, nucleo, vesiculas, células especializadas como glandulas,
tricomas Yy laticiferos, canales resiniferos, apoplasto, pared celular y cuticula
(Zhao y Dixon, 2010). Los compuestos mas hidrofilicos se almacenan en la
vacuola, apoplasto, pared celular y laticiferos mientras que los lipofilicos lo
hacen en la cuticula, laticiferos, glandulas, membranas y canales resiniferos
(Wink, 2010). Los flavonoides que se acumulan en la superficie de las
plantas, incluyendo la cuticula y células especializadas como los tricomas
glandulares, son principalmente agliconas y se sugiere que su principal
funcién es la proteccién frente a herbivoros y microorganismos asi como
frente a la radiacion ultravioleta (Onyilagha y Grotewold, 2004). Un caso
especial es el fruto de tomate donde la acumulacion de chalconaringenina, de
color amarillo-anaranjado, en la cuticula (Figura I-8) contribuye al color de

26



Introduccion

los frutos maduros y a su resistencia mecanica (Baker er al., 1982; Espafia et
al., 2014a,b).

Figura I-8. Fragmentos de cuticulas aisladas
procedentes de frutos de tomate maduros de distintos
genotipos. Las diferencias en color se deben a la
distinta acumulacién del flavonoide
chalconaringenina. Fotografia Dra. E. Dominguez.

Los flavonoides se pueden sintetizar en los mismos tejidos en los que se
acumulan o actiian o bien pueden ser traslocados (Zhao y Dixon, 2010). Se
desconoce en gran medida el transporte subcelular de flavonoides si bien se
han identificado algunos mecanismos de transporte (Zhao, 2015). Entre ellos
destaca la participacion de transportadores de membrana tipo ABC y MATE,
el transporte mediado por glutation-s-transferasas o el trafico de vesiculas
(Yazaki, 2006; Conn et al., 2008; Gémez et al., 2011; Ichino et al., 2014). Si
bien se desconoce el mecanismo de transporte de los flavonoides a la
cuticula, se han identificado varios transportadores de membrana que,
posiblemente en combinacién con vesiculas, participan en la secrecién de
flavonoides al apoplasto (Banasiak et al., 2013; Zhao, 2015).

La diversidad en la quimica, el tamafio molecular, la estructura
tridimensional y las propiedades fisicas y bioquimicas de los flavonoides les
permiten interactuar en diferentes localizaciones subcelulares y tener una
considerable actividad biol6gica en plantas, animales y microbios. No
obstante, se desconocen los mecanismos moleculares por los cuales los
flavonoides actiian como sefiales y cuéles son exactamente sus dianas (Buer
et al., 2010). Algunas de las posibles dianas que se han postulado o
demostrado in vivo incluyen factores de transcripcién, Kkinasas,
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aminopeptidasas, proteinas de membrana, histonas, transportadores ABC,
hidrolasas, etc. (Peer y Murphy, 2006).

Los flavonoides ejercen numerosas funciones en las plantas. Por un lado,
funcionan como pigmentos que dan color a hojas, flores y frutos haciéndolos
atractivos a determinados insectos para asegurar la polinizacién al igual que
la dispersién de las semillas mediante zoocoria (Winkel-Shirley, 2001). Los
flavonoides también protegen las plantas absorbiendo la mayor parte de la
radiacidn ultravioleta gracias a su localizacion en las capas mas superficiales
de la planta, incluyendo la cuticula (Tattini et al., 2005; Pfiindel et al., 2006;
Agati et al., 2013). Funcionan como antioxidantes contribuyendo a la
reducciéon de especies reactivas de oxigeno (Agati et al, 2013).
Adicionalmente actian como defensa frente a bacterias, hongos patégenos y
herbivoros (Kliebenstein, 2004; Bidart-Bouzat y Kliebenstein, 2008).
También participan en la sefializacion entre el suelo y la rizosfera (Hassan y
Mathesius, 2012). Igualmente protegen a las plantas frente a estreses
abidticos como el exceso de radiacién luminica, sequia, frio o falta de
nutrientes (Winkel-Shirley, 2002; Tattini et al., 2004; Hannah et al., 2006;
Peng et al., 2008). Los flavonoides intervienen en la viabilidad y germinacién
del polen y en el crecimiento del tubo polinico en el estilo (Mo ef al., 1992;
van der Meer et al., 1992). En fruto de tomate se ha observado que el
silenciamiento del gen CHS conduce a la partenocarpia (Schijlen et al,
2007). Otro papel que parecen jugar es el de reguladores del desarrollo al
involucrarse en el transporte polar de auxinas (Brown et al., 2001; Peer y
Murphy, 2007) afectando la arquitectura de la planta y el tamafio de los
organos (Besseau et al., 2007; Laffont et al., 2010; Maloney et al., 2014).
Recientemente se ha puesto de manifiesto que los flavonoides pueden ademas
modificar el tamafio y forma celular, posiblemente a través de la regulacién
de las auxinas (Ringli et al., 2008; Laffont et al., 2010; Espaia et al., 2014b).

Los flavonoides juegan un papel importante en la dieta de los animales
donde ejercen un amplio rango de actividades bioldgicas principalmente
asociadas a sus propiedades antioxidantes y su habilidad para modular
enzimas y receptores celulares (Jaganath y Crozier, 2010). El papel de los
flavonoides como nutraceuticos es complejo debido a que frecuentemente
muestran efectos pleiotropicos a lo que hay que sumar la biodisponibilidad de
los mismos y los cambios quimicos asociados al metabolismo presistémico
que frecuentemente sufren los flavonoides y que afectan a su bioactividad
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(Jaganath y Crozier, 2010). Se ha descrito que los flavonoides pueden tener
propiedades antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias, analgésicas,
antitrombodticas, antioxidantes, anticancerosas, citostéticas, etc. (Graf et al.,
2005). Sin embargo, algunos flavonoides tienen efectos mutagénicos y
prooxidantes, pueden interferir con rutas bioquimicas esenciales y con la
administracion oral de medicamentos, unirse covalentemente al ADN e
inhibir la absorcién de hierro (Chan et al., 1999; Hodek et al., 2002; Walle et
al., 2003; Petry, 2014).

Genes involucrados en su sintesis y regulacion

La biosintesis de los flavonoides se enmarca dentro de la ruta de los
fenilpropanoides. Al ser una familia de compuestos tan amplia, su ruta
biosintética es compleja estando implicados un gran nimero de compuestos y
genes tanto estructurales como reguladores. La Figura 1-9 muestra un
esquema resumido de la sintesis de flavonoides con las principales enzimas
involucradas.

La FENILALANINA AMONIO LIASA (PAL) es la primera enzima en la
ruta de los fenilpropanoides conectando el metabolismo primario con el
metabolismo secundario. La PAL cataliza la desaminacién de la fenilalanina,
convirtiéndola en 4cido trans-cinimico, precursor de todos los derivados
fendlicos, incluyendo la lignina, los hidroxicinamatos, cumarinas, taninos,
flavonoides y antocianinas (Brodenfeldt y Mohr, 1988) (Figura 1-9). En todas
las plantas estudiadas la PAL esta codificada por una familia multigénica
que, dependiendo de la especie, estd formada por un nimero pequefio de
genes, como es el caso de la frambuesa o la judia (Cramer et al., 1989;
Kumar y Ellis, 2001) o por més de 12, como ocurre en la patata o el tomate
(Joos y Hahlbrock, 1992; Chang et al., 2008).

Los enzimas responsables de la sintesis de la mayoria de los flavonoides
estdn codificados en la mayoria de las especies estudiadas por familias
génicas como en el caso de petunia (Koes et al., 1989a), guisante (Ito et al.,
1997) o Ipomoea purpurea (L.) Roth (Durbin et al., 2000), mientras que en
otras como A. thaliana estan codificados por genes unicos (Winkel-Shirley,
1999). En el caso del tomate, todos los genes responsables de la sintesis de
los flavonoides identificados en fruto (ver Figura I-7) estan representados por
familias génicas (https://solgenomics.net/). Tal es el caso de las
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CHALCONA SINTASAS (CHS), CHALCONA ISOMERASAS (CHI),
FLAVANONA 3-HIDROXILASAS (F3H) y FLAVONOL SINTASAS
(FLS).

La CHS es la primera enzima de la ruta de los flavonoides. Pertenece a la
superfamilia de poliquétidos sintasa tipo III caracterizada por llevar a cabo un
nimero variable de condensaciones iterativas partiendo de diversas
moléculas (Austin y Noel, 2003). Esta enzima cataliza la adicién secuencial
descarboxilativa de tres unidades de acetato procedentes del malonil-CoA a
una molécula de cumaroil-CoA, seguida de una ciclacién intramolecular y
aromatizacion para formar el flavonoide chalconaringenina. CHS es la
enzima clave en la sintesis de flavonoides ya que actda como un cuello de
botella controlando su sintesis y acumulacién (Figura 1-9). La CHI es la
siguiente enzima de la ruta de biosintesis de flavonoides, cataliza la ciclacion
intramolecular de chalcona en su correspondiente flavanona, la naringenina.
Esta reacciéon de isomerizacién también puede darse por cambios en las
condiciones de temperatura y pH, favoreciendo ambos la isomerizacion de la
naringenina entre su forma chalcona (de color amarillo anaranjado) y
flavanona (color crema) (Dominguez et al., 2015b). La hidroxilacién de la
posicion Cs del anillo heterocicilico de la flavanona y su conversién a
dihidroflavonol es catalizada por la enzima F3H. Se trata de una enzima
miembro de la familia dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato/Fe(Il)
(Britsch y Grisebach, 1986). La enzima FLS es también miembro de la
familia dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato/Fe(Il) y cataliza la
formacién de un doble enlace en el anillo heterociclico del dihidroflavonol
que pasa a flavonol (Pelletier ef al., 1997).
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Figura I-9. Esquema de la ruta de biosintesis de flavonoides. En rojo se destacan las principales enzimas involucradas. PAL: fenilalanina amonio liasa;
C4H: cinamato 4-hidroxilasa; C3H cumarato 3-hidroxilasa; COMT cafeato/5 hidroxiferulato O-metil transferasa; FSH: ferulato 5-hidroxilasa; 4CL: 4-
cumarato:coenzima A ligasa; STS estilbeno sintasa; CHS:chalcona sintasa; CHR: chalcona reductasa; CHI: chalcona isomesara; FNS: flavona sintasa;
F3H: flavanona 3-hidroxilasa; FLS: flavonol sintasa; IFS: isoflavona sintasa; DFR: dihidroflavonol reductasa; LAR: leucoantocianidina reductasa; ANS:
antocianidina sintasa. Adaptado de Dominguez et al. (2015b).
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Son pocos los trabajos que en fruto de tomate han estudiado la expresion
durante el desarrollo de algtin miembro de las familias génicas CHS, CHI,
F3H y FLS. En este sentido, se ha descrito un aumento muy significativo de
la expresion de los genes CHSI (Solyc09g091510) y CHS2
(Solyc05g053550) durante la maduracién seguido de una disminucién en
estadio maduro (Ballester et al., 2010; Espafia et al., 2014b). Un
comportamiento similar se detectd en los genes F3H (Solyc02g083860) y
F3H/FLS (Solyc11g013110) (Ballester et al., 2010). Por el contrario, el nivel
de expresion de CHI disminuyé durante la maduracion en un caso
(Solyc05g010320) pero aumentd ligeramente en otro (Solyc05g052240)
(Bovy et al., 2002; Ballester et al., 2010). Basandose en estos resultados,
Ballester ef al. (2010) propusieron que la acumulacién de chalconaringenina
en fruto de tomate se debia a esta baja expresion de CHI durante la
maduracién que actiia como paso limitante en la acumulacion de flavonoides.
La sobreexpresion de un gen CHI de petunia en tomate conllevd la
acumulacion masiva de flavonoles en frutos maduros (Muir et al., 2001),
apoyando la idea de que la CHI es la enzima limitante de la acumulacién de
flavonoides en fruto de tomate.

La acumulaciéon de flavonoides esta regulada por diversas condiciones
ambientales (Mierziak et al., 2014). La luz, sobre todo la luz UV, es uno de
los parametros ambientales mas importantes que afectan el perfil cualitativo y
cuantitativo de los flavonoides acumulados (Zoratti et al., 2014). Se ha
observado un aumento de la expesion PAL, CHS y CHI en respuesta a la luz
(Smith y Attridge, 1970; van Tunen ef al., 1988; Lgvdal et al., 2010) asi
como un incremento en la cantidad de flavonoides en respuesta a una mayor
intensidad luminica (Smith y Harper, 1970; Lavola, 1998; Tattini et al., 2004;
Azuma et al., 2012; Koyama et al., 2012; Martinez-Liischer et al., 2014). El
estudio de la region promotora del gen CHS en diversas especies ha
permitido la identificacidon de elementos inducibles por luz (Schulze-Lefert et
al., 1989a,b; van der Meer et al., 1990; Merkle et al., 1994). Asimismo, en
tomate se ha identificado DE-ETIOLATED 1 (DETI), uno de los genes que
regula diversas rutas de sefializacién controladas por la luz entre las que se
incluye los flavonoides y carotenoides (Davuluri ef al., 2005).

La temperatura y la sequia también afectan a la acumulacién de
flavonoides, habiéndose observado una mayor cantidad de flavonoides en
respuesta a la aclimatacion al frio y a la sequia (Olsen et al., 2009; Tattini et
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al., 2004; Lillo et al., 2008; Azuma et al., 2012). Por otro lado, se ha
demostrado un aumento de las actividades PAL, CHS y CHI en presencia de
patégenos (Dixon et al., 1983; Cramer et al., 1985) asi como cambios en la
expresion de varios genes de la ruta (Mizuno ef al., 2014) y una mayor
acumulacion de flavonoides (Jasinski et al., 2009).

El crecimiento de las plantas en condiciones limitantes de nutrientes
minerales también tiene un efecto significativo en la acumulacion de
flavonoides. Se ha demostrado que la limitacion de nitrégeno y fésforo causa
un aumento en la concentracién de flavonoides (Stewart et al., 2001;
Scheible et al., 2004; Misson et al., 2005; Lea et al., 2007; Morcuende et al.,
2007; Peng et al., 2008; Lillo et al., 2008; Olsen et al., 2009; Lgvdal et al.,
2010). Este aumento estuvo acompafado por una mayor expresion de varios
genes de la ruta de los flavonoides entre los que cabe destacar CHS, CHI,
F3H, FLS y genes mas especificos de la sintesis de antocianos y
proantocianidinas (Bongue-Bartelsman y Phillips, 1995; Lillo et al., 2008;
Peng et al., 2008; Lgvdal et al., 2010; Soubeyrand et al., 2014).
Adicionalmente, se ha observado un aumento de la expresion PAL en
condiciones limitantes de nitrégeno y fésforo asi como de genes relacionados
con la sintesis de lignina (Lillo et al., 2008; Peng et al., 2008; Soubeyrand et
al., 2014). La mayoria de estos trabajos se han realizado a nivel de hoja y
s6lo en el caso de uva y tomate se ha estudiado también el fruto no
encontrandose diferencias en la acumulacién de flavonoides en tomate pero si
en uva (Stewart ef al., 2001; Soubeyrand et al., 2014).

Se han identificado numerosos factores de transcripcidén que actdan en la
ruta de biosintesis de flavonoides. Varios de ellos estdn involucrados en el
proceso de maduracidn del fruto de tomate como es el caso TAGLI, FUL2,
APETALA2, RIPENING INHIBITOR (RIN) y NON-RIPENING (NOR)
(Tigchelaar et al., 1978; Giménez et al., 2010; Karlova et al., 2011; Bemer e¢
al., 2012). Estos dos ultimos se caracterizan porque los frutos con las
mutaciones nor y rin no llegan a madurar completamente, adquiriendo tan
s6lo un color amarillo-anaranjado tras varios meses (Tigchelaar et al., 1978).
Se ha podido observar que este cambio de color de los frutos con las
mutaciones nor y rin no esti asociado a la acumulacién de flavonoides, la
cual se ve reprimida en ambos casos tanto a nivel de fruto como de cuticula,
caracterizada por carecer de color (Bargel y Neinhuis, 2004; Dominguez et
al., 2009; Fujisawa et al., 2012). Otro mutante involucrado en la maduracién
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del fruto de tomate es delayed fruit deterioration (dfd), caracterizado por
presentar una larga vida poscosecha, pero sin efectos obvios en la
maduracién del fruto mis alld de la falta de flavonoides en la cuticula
(Saladié et al., 2007).

Los factores de transcripcidn tipo MYB participan en la regulacién de la
ruta de biosintesis de flavonoides, habiéndose identificado varios genes en
uva y manzana (Deluc et al., 2006; Ban et al., 2007; Azuma et al., 2008;
Czemmel et al., 2009; Vimolmangkang et al., 2013; Koyama et al., 2014;
Duan et al., 2016; Pérez-Diaz et al., 2016). En tomate sélo se ha descrito la
participacion de ANTHOCYANIN-1 (ANTI) y MYBI2 en dicha regulacion
(Mathews et al., 2003; Adato et al., 2009; Ballester et al., 2010). MYBI2 es
el gen responsable de la mutacion y (colorless fruit epidermis) caracterizada
por tener una cuticula carente de flavonoides, lo que confiere al fruto un color
rosa (Adato et al., 2009; Ballester et al., 2010).

En tomate se han empleado diversas estrategias para modificar tanto el
perfil como la cantidad de flavonoides acumulados en el fruto con la
intencion de potenciar sus propiedades beneficiosas sobre la salud. Entre
ellas cabe destacar la expresion heter6loga de genes procedentes de otras
especies como CHI de petunia o los factores de transcripcion LC y C1 de
maiz que condujeron a un aumento en la concentracion de los flavonoles
glicosilados quercetina y kaempferol en los frutos maduros (Muir et al.,
2001; Bovy et al., 2002). La expresion de FLAVONA SINTASA-II de Gerbera
X hybrida hort. favorecié la acumulacion de la flavona luteolina, asi como de
quercetina y kaempferol glicosilados (Schijlen et al., 2006). De igual forma,
la expresion de CHALCONA REDUCTASA de alfalfa permiti6 la sintesis de
deoxichalconas en los tomates maduros (Schijlen et al., 2006) mientras que la
expresion de ESTILBENO SINTASA de uva llevé a la acumulacién de
estilbenos (Giovinazzo et al., 2005; Schijlen et al., 2006; Ingrosso et al.,
2011). Por otro lado, el silenciamiento de los genes F3H o FLS aumentd
significativamente la cantidad de chalconaringenina en los frutos maduros
reduciendo al mismo tiempo la acumulacién de flavonoles (Bovy et al.,
2007). Sin embargo, en ninguno de estos trabajos se estudio el efecto de la
modificacién de la cantidad o el perfil de flavonoides en otras caracteristicas
del fruto o de la planta, a pesar del papel significativo que tienen los
flavonoides en diversos procesos del desarrollo.
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En este sentido, el efecto de la expresion de ROSEAI (ROS1) y DELILA
(DEL), dos factores de transcripcion procedentes de Antirrhinum majus L.,
durante la maduracién del fruto de tomate se ha estudiado a varios niveles
encontrdndose no sélo una acumulacién de antocianos y un aumento de la
cantidad de flavonoles (Butelli et al., 2008) sino ademds una mayor vida
poscosecha y menor susceptibilidad a Botrytis cinerea de los frutos al igual
que una menor permeabilidad de sus cuticulas, posiblemente asociada a la
mayor cantidad de ceras acumuladas (Zhang et al., 2013; Espafia et al.,
2014b).
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"La ciencia mds iitil es aquella cuyo fruto
es el mds comunicable"
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Objetivos

Teniendo en cuenta los antecedentes previamente resefiados y recogidos
en la Introduccion general, los objetivos concretos de la presente tesis
doctoral son:

1. Estudiar la expresion de los distintos miembros de las familias
génicas CHS, CHI y F3H a lo largo del desarrollo en distintos tejidos
de tomate.

2. Estudiar el papel de la modificacion de la ruta de los flavonoides
sobre la calidad del fruto de tomate, haciendo especial énfasis en la
sintesis y propiedades de la cuticula vegetal.

3. Determinar si el nitrégeno, suministrado como nutriente en la
solucién de riego, influye en la expresion de genes del metabolismo
de los flavonoides y analizar la acumulacién de estos compuestos en
la cuticula del fruto.
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MATERIALES Y METODOS

"Son vanas y estdn plagadas de errores las
ciencias que no han nacido del experimento,
madre de toda certidumbre”

Leonardo Da Vinci
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Materiales y métodos

Instalaciones

El trabajo recogido en la presente memoria se realizé en las instalaciones
de la Estacion Experimental «La Mayora» perteneciente al Instituto de
Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea “La Mayora” (IHSM UMA-
CSIC) que esti situada en el término municipal de Algarrobo-Costa
(Mélaga).

Las plantas se cultivaron en un invernadero de tipo multittinel con
cubierta de polietileno (Figura M-1). Este invernadero tiene planta
rectangular con unas dimensiones de 60 x 40 m y una altura méaxima del arco
de 6 m y una minima de 4,5 m. El invernadero est4 autorizado para el grado
primero de confinamiento (NC-1), por lo que es adecuado para el cultivo de
plantas transgénicas de tomate. Cuenta con una entrada provista de doble
puerta con ventilacién hacia el exterior para evitar la entrada de insectos y
con aperturas cenitales cubiertas con mallas anti-insectos.

Figura M-1. Vista del interior del invernadero de tipo multitinel donde se
cultivaron las plantas.

Material vegetal

El material vegetal empleado en los estudios llevados a cabo en este
trabajo fue Solanum lycopersicum ‘Moneymaker’ (en adelante MM). Se trata
de un cultivar de tomate de porte generalmente indeterminado y con frutos
redondos, lisos, sin hombros, de tamafio mediano y con buena formacién en
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ramillete. Ademas, se estudiaron dos lineas transgénicas de MM que tienen
modificada la ruta de biosintesis de flavonoides y que fueron cedidas por el
Dr. Arnaud Bovy (Wageningen Agricultural University, Holanda) y cuyas
caracteristicas principales son:

- Plantas que sobreexpresan el gen CHALCONA ISOMERASA A
(GenBank AF233637; gen PhCHI) de Petunia x hybrida hort. ex
E.Vilm. de forma constitutiva bajo el promotor CaMV 35S duplicado
(Muir et al., 2001). En esta memoria a estas plantas se las denominara
CHIox.

- Plantas que sobreexpresan conjuntamente el gen CHALCONA
ISOMERASA A de P. hybrida y el gen FLAVONA SINTASA 11
(AF156976; gen GhFNS/CYP93B2) de Gerbera x hybrida hort.
(Martens y Forkmann, 1999) de forma constitutiva bajo el promotor
CaMV 35S duplicado (Schijlen et al., 2006). A partir de ahora se las
denominara CHI/FNSox.

Disefio experimental

El estudio de las plantas CHlox y CHI/FNSox y su correspondiente
control MM se llevo a cabo en las campafias de verano e invierno de 2012. Se
cultivaron 18 plantas por genotipo distribuidas en tres bloques de seis plantas
cada uno. Los genotipos dentro de cada bloque se distribuyeron al azar.

Los experimentos de abonado con diferentes concentraciones de nitrégeno
se llevaron a cabo en la primavera-verano de 2013. Se cultivaron 18 plantas
por tratamiento. En este caso las plantas se dispusieron en filas ya que no se
podia modificar el riego dentro de una misma fila.

Los cultivos se rodearon con plantas de vera para evitar el efecto borde.

Semilleros y cultivos

Las semillas se germinaron en placas de Petri con papel de filtro
humedecido en una estufa a 25°C y en oscuridad tras un tratamiento previo
con una solucién de hipoclorito sédico al 4% (p/v) durante media hora y tres
lavados posteriores con agua destilada. Una vez germinadas, las semillas se
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sembraron en bandejas de polietileno de 54 alvéolos que se rellenaron con
una mezcla de sustrato horticola y fibra de coco con un aporte de vermiculita
para mejorar la aireacion del sustrato. Las bandejas se regaron cada dos dias
debido al pequefio volumen del alvéolo y se mantuvieron en un invernadero
de vidrio hasta el momento del trasplante. Previo al trasplante se dieron unos
tratamientos preventivos contra Pythium sp. con Previcur®-N (722 g/L de
propamocarb clorhidrato; Bayer CropScience, Alemania) al 0,15% (v/v).

El trasplante se llevo a cabo cuando las plantas tenian dos o tres hojas
verdaderas pasdndolas a macetas de 16 L rellenas con arena silicea, a razén
de una planta por maceta. Estas se colocaron sobre unas canaletas de obra
que permitieron el drenaje de las mismas y la recogida de los lixiviados. El
marco de plantacion fue de 1 m entre lineas y 0,5 m entre macetas. Las
plantas se entutoraron con una rafia atada a la base del tallo, enrollada a lo
largo del mismo y asida por arriba a las lineas de alambre, las cuales se
encontraban sujetas a la estructura del invernadero a una altura de 2 m. Las
plantas se podaron a 2 tallos para disponer de un mayor nimero de frutos y
las flores se vibraron dos veces por semana para facilitar su polinizacion.

Para prevenir las principales enfermedades que afectan al cultivo de
tomate se administraron regularmente dos tratamientos: uno insecticida
contra mosca blanca y pulgones y otro fungicida contra oidio. El tratamiento
insecticida se aplic6 semanalmente y se alternaron dos soluciones diferentes
(solucion 1: imidacloprid + piriproxifen; solucion 2: metomilo + buprofezin).
El tratamiento fungicida sélo se aplic6 en caso de presencia del hongo y
alternaron diferentes materias activas como bupirimato, azoxystrobin, etc.

Tabla M-1. Composicién de la solucién nutritiva Hoagland %2 modificada para el
cultivo de tomate.

Macronutrientes mM Micronutrientes M
KNO; 3,30 H3BOs 46,10
NHsH>PO4 0,50 MnCl, 18,90
MgSOq4 1,02 ZnSO4 1,42
CaCl, 2,65 CuSOq4 0,50
HNO; 1 ,00 (NH4)6M07024 0,35
FeNaEDTA 25,80

La solucién nutritiva utilizada fue %2 de la solucién propuesta por
Hoagland y Arnon (1950) modificada para el cultivo de tomate. La
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composicién de dicha solucién se muestra en la Tabla M-1. El riego se
realiz6 mediante un sistema programado de goteo antidrenante con un flujo
de 2 L/h, dandose cada media hora un riego de un minuto o minuto y medio
de duracion en funcién de la necesidad de las plantas.

Las soluciones nutritivas empleadas para el cultivo con distintas
concentraciones de nitrégeno fueron formuladas por el Dr. Vicente Martinez
(CEBAS-CSIC, Murcia) para una concentracion final de nitrégeno de 3 mM,
6 mM y 12 mM (Tabla M-2). A todas ellas se les afiadi6 la misma cantidad
de micronutrientes que en el caso de la Hoagland %2 modificada para el
cultivo de tomate (ver Tabla M-1).

Tabla M-2. Composicién de macronutrientes de las soluciones nutritivas
con distintas concentraciones de nitrogeno. La cantidad de micronutrientes
afiadidos fue la misma para las tres soluciones.

Macronutrientes((mM) 3mMN 6mMN 12mMN

Ca(NO:3): - 2,20 2,20
KNO3 1,07 - 6,40
K>SO4 2,70 3,24 -

MgSO, 1,05 1,05 1,05
CaCl; 3,72 1,35 1,35
KH,PO4 1,00 1,00 1,00
HNO3 2,00 2,00 2,00

Todas las soluciones nutritivas empleadas en esta memoria se llevaron a
un pH final de 5,8.

Para el estudio de la expresion génica en raiz, se cultivaron plantas en
medio hidropdnico con el fin de obtener un material limpio y evitar dafios a
la raiz. Para ello, las semillas germinadas se colocaron en tubos tipo Falcon
(50 mL) con solucién nutritiva Hoagland %2 hasta que desarrollaron dos
hojas verdaderas. En este estadio las plantas se pasaron a recipientes de 500
mL con aireacién continua que contenian la misma solucién nutritiva y
donde se cultivaron hasta que desarrollaron cinco hojas verdaderas,
momento en el que se muestrearon las raices. El crecimiento se llevo a cabo
en una cdmara de cultivo en condiciones de dia largo (16 h luz ~25°C — 8 h
oscuridad ~18°C).
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Recoleccion de muestras

Los estudios que se recogen en esta memoria se realizaron en varios
estadios de desarrollo de fruto, hoja y raiz. El material de fruto se recolectd
en 4 estadios de desarrollo que correspondieron a verde inmaduro (VI), verde
maduro (VM), pintén (P) y rojo maduro (RM) (Figura M-2). El estadio VI
corresponde a frutos recogidos 15 dias después de antesis (daa) para lo que se
etiquetaron flores en antesis, se vibraron para favorecer la polinizacién y
transcurridos 15 dias se recolectaron los frutos. Estos frutos se caracterizan
por ser de color verde claro y mate. La recoleccion de frutos en los demas
estadios se hizo en base al brillo, color y grado de maduracién de los mismos
teniendo en cuenta ademds su posicién en el racimo. Asi, los frutos VM
corresponden aproximadamente a unos 35 dda y son brillantes y de color
verde mas intenso. Los frutos P corresponden a unos 45 dda y se caracterizan
por haber empezado a virar a naranja y los RM a 55 dda y presentan un color
rojo intenso y consistencia firme. Adicionalmente, para los estudios de
microscopia y expresion génica se recolecté material de ovario. Para ello, se
cogieron flores en antesis y, con la ayuda de una pinza, se eliminaron los
pétalos, el cono anteridial y los sépalos lo que permiti6 recolectar el ovario.

Figura M-2. Estadios de desarrollo del fruto estudiados en esta memoria:

verde inmaduro (VI), verde maduro (VM), pintén (P) y rojo maduro (RM).

Los estadios del desarrollo de hoja estudiados se muestran en la Figura M-
3A. Estos correspondieron a la tercera hoja contando desde el apice que
corresponde a una hoja en fase de expansién (H4) y, por otro, a la octava hoja
contando desde el 4dpice como hoja expandida fotosintéticamente activa (HS).
Adicionalmente se recolectaron brotes apicales (BA) para los estudios de
expresion génica.
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Para los estudios de expresion génica en raiz se recolectaron raices de

plantulas 96 h después de la germinacién (RO) y de plantas con cinco hojas
verdaderas (R5) (Figura M-3B).

Figura M-3. Estadios del desarrollo de hoja (A) y raiz (B) estudiados en esta memoria. BA:
brote apical, H3: tercera hoja contando desde el apice, H8: octava hoja contando desde el
apice, RO: raiz de plantulas 96 h después de la germinacion, RS: raiz de plantas con cinco
hojas verdaderas.

Medida de la superficie foliar

La superficie foliar se midié en 10 hojas de cada estadio (HJ y HA) y
genotipo o tratamiento procedentes cada una de plantas diferentes. Las
mediciones se hicieron con ayuda de un integrador de area foliar (Delta-T
Devices Ltd., Reino Unido). La recoleccion del material se llevd a cabo de
acuerdo con lo indicado en el apartado anterior.

Determinacion de la biomasa vegetal

La biomasa de hojas, tallos y frutos de las plantas de cada genotipo o
tratamiento se determiné al final de la campafia. Para ello se registr6 por
separado el peso fresco de hojas y tallos de plantas individualizadas a primera
hora de la mafiana para evitar errores asociados a pérdidas de agua por
deshidratacion a lo largo del dia. En el caso de los frutos se recolectaron lotes
de cinco frutos de cada una de las plantas, los cuales se pesaron y previo a su
colocacién en una estufa se cortaron para favorecer el secado. Tras dos
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semanas de secado en una estufa a 70°C se determind el peso seco de cada
una de las partes. Todas las muestras se pesaron en una balanza analitica de
0,01 g de precision. Se determind el peso fresco y seco de un minimo de seis
plantas por genotipo o tratamiento.

Cosecha y peso medio del fruto

La cosecha de las plantas de los distintos genotipos o tratamientos se
determiné recolectando los frutos RM a medida que éstos iban madurando y
anotando el numero de frutos y su peso total. Se analizaron un minimo de
seis plantas por genotipo y tratamiento hasta el final de la campafia. La
cosecha se estimd como el peso total en kilos que produjo cada planta y el
peso medio de los frutos como el promedio entre el peso de los frutos frente
al numero de frutos por planta.

Cantidad y viabilidad del polen

Los muestreos de flores para recolectar polen se realizaron a primera hora
de la mafiana y se recolectaron flores de cinco plantas por genotipo escogidas
al azar entre los tres bloques. Para ello, se recogieron cinco flores abiertas por
planta que se colocaron en una placa de Petri. En los casos en los que alguna
planta no tenia cinco flores abiertas, se cogieron las que tuviera, anotandose
el nimero de flores (como minimo se recolectaron tres flores por planta). A
continuacién, se llevaron las placas al laboratorio y alli se les quitaron las
tapas y se dejaron secar las flores al aire a temperatura ambiente durante 1 h
aproximadamente, lo cual favorece la extraccién del polen. Transcurrido este
tiempo, se procedié a la extraccion del polen para lo que se cogieron las
flores por la base y, apartando los pétalos y con la ayuda de un alambre
estéril con la punta aguzada, se agitaron vigorosamente las anteras sobre un
tubo Eppendorf de 1,5 mL. Una vez obtenida la maxima cantidad posible de
polen de todas las flores muestreadas de una planta, se afiadi6 al tubo 1 mL
de medio de germinacion, se agitd vigorosamente y se incubd la mezcla
durante 20 min. Se emple6 un medio de germinacién puesto a punto para
tomate (15% sacarosa, 1 mM KNOs3, 0,1 mM KH;POy, 1,27 mM Ca(NO3),,
1,62 mM H3;BO:3) el cual se prepard el mismo dia del muestreo para evitar
posibles contaminaciones microbianas debido al alto contenido de sacarosa.
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Transcurridos los 20 min se afiadié 400 YL de acetocarmin al 1% (p/v)
para fijar y teiiir el polen y se guardaron las muestras en oscuridad para evitar
la descomposicién del colorante. A partir de estas muestras de polen ya
hidratado, fijado y tefiido se procedié a estimar su cantidad y viabilidad
mediante la observacién al microscopio.

Para la estimacién de ambos pardmetros se colocd una pequeiia cantidad
de muestra sobre una cdmara cuenta-glébulos de Fuchs Rosenthal, la cual
tiene un volumen sobre la rejilla de 3,2 pul.. Con la ayuda de un contador
manual se contaron todos los granos de polen que habia sobre la cuadricula
de la camara. Los granos de polen con morfologia redondeada y tefiidos se
consideraron viables y los que aparecian arrugados, lisados o sin teiiir, no
viables. La cantidad de polen producido por flor se estim¢ a partir del niimero
total de granos de polen y se relativizd al volumen total de medio de
germinacién (1400 pL incluyendo el acetocarmin) y al ndmero de flores de
las que se extrajo el polen.

Cantidad de semillas por fruto

Se recolectaron 10 frutos RM por genotipo procedentes de plantas
diferentes escogidas al azar. Los frutos se abrieron por la mitad y se
extrajeron las semillas para su conteo. Las semillas vanas no se tuvieron en
cuenta en el conteo.

Crecimiento y maduracion del fruto

Para el estudio del crecimiento del fruto se etiquetaron 20 flores en antesis
para cada genotipo o tratamiento y se midi6 la evolucién del didmetro de los
mismos cada 10 dias a partir de 15 dda y hasta que el fruto alcanzd el estadio
RM. Las medidas se tomaron de la zona ecuatorial de los frutos con un
calibre digital. El diametro del ovario se midi6 en 30 flores en antesis tras
eliminar el cono anteridial, los pétalos y los sépalos. Paralelamente, se
registrd el estadio de desarrollo y maduracion de los frutos, clasificaindolos en
VI, VM, P y RM, tal y como se indica en el apartado «Recoleccién de
muestras».
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Evaluacion del agrietado y microrrayado del fruto

La evaluacidn de estas fisiopatias se llev) a cabo en los frutos del segundo
y tercer racimo de las plantas. Para ello, se recolectaron todos los frutos
maduros de cada bloque y se evalud la presencia/ausencia de agrietado y
microrrayado. Adicionalmente se evalud la severidad del agrietado en base a
una escala arbitraria de 0 a 5, donde O equivale a ausencia de agrietadoy 5 a
la presencia de grietas a lo largo de toda la superficie del fruto. La Figura M-
4 muestra la escala empleada.

Figura M-4. Escala empleada para evaluar la severidad del agrietado. El valor O corresponde
a ausencia de agrietado; 1-5 aumento progresivo de la superficie del tomate cubierta por las
grietas.

Dureza del fruto

Las medidas se realizaron en 20 frutos RM procedentes de plantas y
bloques distintos, a razén de una medida por fruto, con la ayuda de un
durémetro Durofel DFT 100 (Apollinaire Ltd, Francia). Las medidas,
expresadas en grados Durofel y con una escala O - 100, se tomaron en la zona
ecuatorial de frutos sin agrietar.

Transpiracion del fruto durante la poscosecha

Se recolectaron 20 frutos RM para cada genotipo o tratamiento
procedentes de plantas y bloques distintos. Se evitaron los frutos con grietas
o heridas visibles. Tras medir su diAmetro con un calibre digital, los frutos se
dejaron a temperatura y humedad relativa ambiente y se monitorizd su
pérdida de peso cada 10 dias hasta su total deshidrataciéon o hasta que los
frutos agrietaron o mostraron crecimiento ftingico.

Para el calculo de la transpiracién se representd graficamente la pérdida
de peso de cada fruto frente al tiempo y se realizd un ajuste de regresion

51



Materiales y métodos

lineal de los datos. A partir del didmetro de cada fruto se calcul6 el area (A)
en m? asumiendo una forma esférica para el fruto de tomate. La tasa de flujo
de agua (F), expresada en kg-s™', se obtuvo a partir de la pendiente del ajuste
lineal. El flujo de agua (J) se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion
(Riederer, 2006b):

]_Z €]

donde J tiene unidades de kg-s™'-m?.

Determinacion del contenido de sdlidos solubles, acidez valorable y
aceptabilidad del sabor del fruto

Para la determinacién del contenido en sélidos solubles y acidez valorable
se empled el protocolo puesto a punto en el Laboratorio de Mejora Vegetal
del THSM. Para ello se trituré en un molinillo (IKA®A 11 basic, Alemania)
trozos de pericarpo de cinco frutos RM. Se analizaron 10 muestras bioldgicas
por genotipo o tratamiento. El triturado se colocé en un vial de centelleo y se
congeld a -20°C. La congelacion-descongelacion de las muestras facilité atn
més la rotura de la estructura tisular y celular y la liberacion de los jugos. Las
muestras se centrifugaron a 3600 g durante 30 min a temperatura ambiente y
el sobrenadante, equivalente al jugo filtrado, se us6 para las determinaciones.

Para determinar la acidez valorable se afiadié 1 mL de jugo a 100 mL de
agua destilada al que se le fue anadiendo una solucién de NaOH 0,01 N hasta
pH final de 8,1 empleando un valorador semiautomatico (Schott Titroline
easy, Alemania). Los mL de NaOH consumidos corresponden a
meq NaOH/100 mL de jugo, que es como se expresa la acidez valorable.

El contenido en azicares expresado como °Brix (porcentaje de sdlidos
solubles) se midi6 colocando una gota de jugo en un refractometro de mano
digital PR-100 (Atago, Jap6n).

La aceptabilidad del sabor del tomate se calculé empleando la ecuacién
desarrollada por Malundo ef al. (1995) a partir de un estudio de paneles de
cata:

aceptabilidad = 5,43 + 0,51x + 2,64y — 9,00y? 2
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donde x es el porcentaje de azucares calculado a partir de los °Brix de
acuerdo con la ecuacién (3) asumiendo un valor de 5 °Brix en la pasta de
tomate e y el porcentaje de 4cidos calculado a partir de la acidez valorable
siguiendo las ecuaciones (4) y (5).

% azucares = °Brix — 5 3)
% acidos = % acido citrico — 0,5 4)

% acido citrico = AV - 0,064 (5)

donde % dcido citrico es la acidez valorable expresada como porcentaje de
acido citrico y AV la acidez valorable expresada como meq NaOH/100 mL de

jugo.

Color del fruto y de la cuticula

El color de los frutos se estim6 con la ayuda de un colorimetro CHROMA
METER CR-400 (Konica Minolta Sensing, Jap6n). Al comienzo de las
mediciones se calibré el aparato con una placa de calibracion Minolta. Se
tomaron, en diferentes zonas del fruto, tres medidas de cada fruto y se
analizaron un minimo de 30 frutos en estadio RM para cada genotipo o
tratamiento. Los valores se representaron en el espacio de color CIE L*C*H°
donde L* representa la luminosidad en una escala de grises siendo O negro y
100 blanco, C* la croma o saturacidn, es decir, la riqueza o pureza definida
como la distancia de separacidon de un color cromético con el color neutral
(gris) y H° el tono o matiz (expresado en grados), el atributo mediante el cual
un color se percibe como rojo, amarillo, verde, azul, violeta, etc. (CIE, 1978).

El color de las cuticulas procedentes de frutos RM se midié igualmente
con el colorimetro. Dada la naturaleza translicida de algunas cuticulas el
colorimetro se calibré sobre un folio blanco sobre el que se hicieron todas las
medidas de color de las cuticulas. Las medidas se realizaron por la cara
externa y se hicieron un minimo de 50 medidas por genotipo o tratamiento.

La contribucién del mesocarpo al color final del fruto también se estimd
midiendo el color en superficie de frutos RM a los que se les quitd
previamente la piel. Se tomaron dos medidas por fruto y se analizaron un
minimo de 30 frutos por genotipo o tratamiento.
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Aislamiento de la cuticula

Para la extracciéon de las membranas cuticulares de frutos de tomate en
distintos estadios de desarrollo se emple6 el procedimiento descrito por
Orgell (1955) y modificado por Yamada et al. (1964) tal como aparece en el
trabajo de Petracek y Bukovac (1995). Se parti6 de 30 - 50 frutos tomados de
todas las plantas en VM, P y RM, y de 80 - 100 frutos en VI. Los frutos
recolectados se inspeccionaron visualmente para descartar aquellos que
presentaban dafios o irregularidades superficiales y a continuacion se lavaron
con agua destilada. Los frutos se cortaron por la mitad y se incubaron a 37°C
en una solucion acuosa de tamp6n citrato 20 mM pH 3,7 (Panreac, Espafia) a
la que se le afiadi6 celulasa (1% p/v, Fluka-Sigma, USA) y pectinasa (0,2%
p/v, Sigma, USA) ademés de azida sddica 1 mM (Sigma, USA) para prevenir
el crecimiento microbiano. Transcurridos siete dias, las cuticulas se separaron
manualmente del tejido epidérmico, se filtr6 la solucién enzimética y se
continué la incubacion siete dias mas. Tras este periodo se cambid la
soluciéon enzimatica y se incubaron las muestras otros siete dias. A
continuacion, se sonicaron las cuticulas en un bafio de ultrasonidos (Selecta,
Espafia) para facilitar la eliminacion de los restos de pared celular y se
lavaron exhaustivamente con agua destilada durante dos dias para eliminar
los restos de la solucién enzimatica. Tras esto, se pasaron unos segundos por
metanol, se dejaron secar sobre papel de filtro a temperatura ambiente y se
colocaron en desecadores con gel de silice para su total deshidratacién y
posterior conservacion.

Determinacion de la cantidad de cuticula

La cantidad de cuticula por unidad de area se determiné a partir de trozos
de cuticulas aisladas procedentes de distintos frutos a las que se les cortaron
los bordes con el fin de obtener 1dminas planas. Las muestras se extendieron
sobre un portaobjetos y se empled un cubreobjetos que se pegd por los bordes
para mantener los trozos de cuticula planos. La superficie de cada trozo se
midi6 con el programa Visilog v 6.3 (Noiesis, Francia), previa captura de la
imagen con una camara LCC-RCA (SONY DFW-X700). Tras registrar el
area, se dispusieron los portaobjetos con las muestras de cuticula en
desecadores con gel de silice para su completa deshidratacion y posterior
pesada en una balanza analitica de precisién 0,01 mg (Metler, Espaiia). El
peso especifico se expres6 como cantidad de cuticula por unidad de area
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(ug-cm). Se realizaron 10 medidas por genotipo o tratamiento y estadio del
desarrollo.

Analisis cuantitativo de los componentes de la cuticula

La extraccién de ceras se realizé en una mezcla de disolventes organicos a
65°C durante 2 h. Asi, a 100 mg de cuticula aislada se le afiadieron 100 mL
de una mezcla cloroformo/metanol (2:1 v/v). Posteriormente, las muestras se
lavaron tres veces con metanol. A continuacion, se depositaron las muestras
en el desecador durante 48 h y se pesaron para calcular el porcentaje de ceras.

En segundo lugar, se extrajeron los polisacdridos tras reflujo en una
soluciéon acuosa 6 N de HCI durante 12 h a 80°C (Baker et al., 1982).
Posteriormente se realizaron tres lavados con agua y dos con metanol. Tras
48 h en el desecador se pesaron las muestras y se determiné el porcentaje de
polisacéridos y cutina por diferencia de pesada.

El anélisis de los compuestos fendlicos se realizd tras despolimerizacion
de la cutina a 60°C durante 16 h en agitacion. Asi, a 10 mg de cuticula se le
afadi6 10 mL de una solucién de KOH al 1% en metanol (p/v). La
absorbancia de la solucién se midié a 324 nm en un espectrofotometro
(Pharmacia Biotech, USA). La cantidad de fenoles totales se estim6 a partir
una recta patrén con concentraciones conocidas de naringenina.

Analisis cualitativo de ceras y cutina

El anélisis cualitativo de las ceras y la cutina de las cuticulas aisladas de
frutos RM procedentes de las plantas CHIox, CHI/FNSox y MM se llevo a
cabo en el laboratorio del Dr. Lukas Schreiber (Institute of Cellular and
Molecular Botany, Bonn, Alemania). Se realizd una extraccién de ceras de
acuerdo con el protocolo antes mencionado. A la mezcla de disolventes se le
afiadi6 tetracosano como control interno y se evaporaron éstos bajo un flujo
de nitrégeno. La despolimerizacién de la cutina se realizd mediante
transesterificacion de las cuticulas sin ceras en una mezcla 1IN HCI en
metanol (v/v) durante 2 h a 80°C. A continuacién, se afiadié 2 mL de una
solucién saturada de NaCl en agua, se extrajeron los lipidos en hexano, se
afiadi6 dotriacontano como control interno y se evaporo la fase orgénica bajo
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un flujo de nitrégeno. Previo al andlisis por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC/MS) se derivatizaron las muestras de ceras y
mondmeros de cutina mediante la adicion de N,N-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida y su incubacién a 70°C durante 40 min
(Franke et al., 2005). Se analizaron tres réplicas bioldgicas por genotipo.

Estudio de las propiedades mecanicas de la cuticula

El estudio de las propiedades mecénicas de la cuticula se realizé con un
extensiometro disefiado para trabajar con cuticulas de tomate (Matas et al.,
2005) equipado con un reloj comparador (Mitutoyo, Japén). Se cortaron
fragmentos rectangulares de cuticulas aisladas de 3 mm x 9 mm. Los
segmentos de cuticula seleccionados fueron fijados al extremo de cada uno
de los brazos de acero del dispositivo con una pequefia cantidad de
cianocrilato (pegamento de secado rédpido), de tal forma que la cuticula
formara una superficie plana con el eje de desplazamiento del brazo moévil,
intentando minimizar las tensiones inespecificas propias del uso de pinzas y
dispositivos similares. Todo el conjunto fue dispuesto en una cdmara cerrada
(Selecta, Espaiia) que permitié6 mantener la temperatura alrededor de 25°C y
una humedad relativa en torno al 40% (Matas et al., 2005). Cada muestra se
mantuvo en el interior de la cAmara del extensiémetro al menos 5 min antes
del ensayo para permitir que se equilibrara con las condiciones del entorno.

Los ensayos mecénicos consistieron en una serie sucesiva de ensayos de
fluencia. Para determinar los cambios en longitud, cada segmento de cuticula
se mantuvo en tension con carga constante durante 20 min. Durante este
periodo se registr6 la extensién longitudinal de la muestra cada 3 s mediante
la conexion del dispositivo digital del extensiometro a un ordenador por el
puerto RS232 y un software de captura de datos (Telix, deltaComm
Development, USA). Cada muestra se sometid a una secuencia ascendente de
tensiones sostenidas desde 0,196 N hasta que se producia la fractura, con
incrementos en la carga de 0,196 N y sin permitir la recuperacién de la
extension alcanzada.

El diagrama esfuerzo-deformacién se obtuvo representando el esfuerzo
aplicado frente a la maxima deformacion longitudinal obtenida después de
20 min. Para cada muestra se calcul6 el médulo elastico (MPa) que se toma
como medida de la rigidez de la misma, el esfuerzo en el punto de fractura
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(MPa) usado como indicador de la resistencia de la muestra y la deformacion
méxima (% de extensién) en el punto de fractura, asi como las posibles
relaciones que se establecieran entre ellos a través de las condiciones de
ensayo (Niklas, 1992).

Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros infrarrojos se determinaron en modo de reflectancia total
atenuada (ATR) en un espectrometro FTIR-4100 (Jasco, Espaiia), operando a
una resolucion de 4 cm!. Se realizaron 250 acumulaciones para cada espectro
en el rango comprendido entre 4000 y 600 cm™'. Los espectros de infrarrojo
se analizaron mediante el software Spectra Manager v 2 (Jasco, Espafia).

Se analizaron tres réplicas bioldgicas distintas de cutina aislada por
genotipo o tratamiento y estadio y se determiné el indice de esterificacion
(Espaiia et al., 2014) de la cutina a partir de la absorcion (A) de las bandas de
1730 cm™ (correspondiente a la vibracion de estiramiento de los grupos
funcionales éster, C=0) y 2918 cm™! (correspondiente a las vibraciones de
estiramiento asimétricas de los grupos metileno, CH») de acuerdo con la
ecuacion:

fo pe Ai1730
Indice esterificacion = —— (6)
2918

Este indice permite determinar el grado de esterificacion de los
hidroxiacidos de la matriz de cutina.

Fijadores y colorantes para microscopia
FAA

Para la preparacion de este fijador se mezclaron 90 mL de etanol al 50%,
5 mL de 4cido acético glacial y 5 mL de formaldehido al 37%.

Gelatinizacion de portaobjetos

Los portaobjetos se desengrasaron por inmersién en una solucién de
etanol 100% y éter dietilico (1:1 v/v) durante al menos 24 h y posteriormente
se lavaron con etanol. La solucién de gelatina se prepar6 calentando a 60°C
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en una placa calefactora 200 mL de agua destilada y disolviendo 1 g de
gelatina oro (Panreac, Espafia) y 0,1 g de sulfato de potasio y cromo (III)
dodecahidrato (Merck, Alemania). Una vez preparada la solucién de gelatina,
los portaobjetos se colocaron en una canastilla y se sumergieron durante 10 s
en la mezcla. Transcurrido este tiempo se sacaron, se dejaron al aire durante
Smin y se volvieron a sumergir en la mezcla de gelatina otros 10 s.
Finalmente, se dejaron secar en una estufa a 37°C durante dos dias.

Acetocarmin

La solucién de acetocarmin al 1% (p/v) se realiz6 llevando a ebullicion
100 mL de una solucion al 45% de acido acético en agua a la que se le afadio
1 g de indigo carmin (Sigma, USA) y se dejd hervir suavemente hasta que se
disolvié el colorante. A continuacién, una vez enfriada la solucién, se filtré
dos veces. Las muestras de polen tefiidas se observaron en un microscopio de
campo claro.

Suddn 1V

Se prepar6 una solucién de Sudan IV (Sigma, USA) al 0,5% (p/v) en
etanol al 85%. Los cortes se tifieron durante 15 min y seguidamente se
lavaron con etanol al 50% un minimo de tres veces hasta eliminar el exceso
de colorante. Se observaron los cortes en un microscopio con campo claro,
poniéndose de manifiesto la presencia de lipidos que se tifieron de color rojo-
anaranjado.

Azul de toluidina O

Se prepard una solucién de azul de toluidina (Sigma, USA) al 0,5% (p/v)
en agua destilada (Considine y Knox, 1979). Los cortes se tifieron durante
30 s a 60°C en una placa calefactora y se aclararon posteriormente con agua
destilada hasta eliminar el exceso de colorante. El azul de toluidina O es un
colorante policromético que permite estudiar la organizacién celular y tisular.
Los cortes se observaron con un microscopio 6ptico convencional con campo
claro.

Calcoflior

Se prepar6 una solucion de Calcofldor White M2R (Sigma, USA) al 0,1%
(p/v) en agua destilada. Los cortes se tifieron durante 5 min y se lavaron
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posteriormente tres veces con agua destilada. Para la visualizacién de los
cortes se empled un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800
(Japdn) con filtro ultravioleta. El calcofldor se une principalmente a 3 (1 »4)
glucanos como la celulosa emitiendo fluorescencia blanquecina cuando se
excita con luz ultravioleta (Luza et al., 1992).

Auramina O

Se prepard una solucién de Auramina O (Sigma, USA) al 0,01% (p/v) en
tamp6n fosfato 0,05 M pH 7,8 (Considine y Knox, 1979). Los cortes se
tifieron durante 5 min y se lavaron posteriormente tres veces con agua
destilada. La auramina O se utiliz6 para el estudio morfoldgico de la cuticula
ya que se une de forma especifica a compuestos lipidicos. Los cortes se
visualizaron con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800
(Jap6n) con un filtro FITC.

Todos los colorantes preparados fueron filtrados con una membrana
Filtropur (Sarstedt, Alemania) de 0,2 um de didmetro de poro antes de ser
utilizados.

Cortes histologicos

El estudio de la anatomia del pericarpo del fruto y de la hoja, incluyendo
cambios en el grosor y grado de invaginacién de la cuticula del fruto, se
realiz6 a partir de cortes histolégicos de muestras incluidas en resina. Se
estudiaron tres réplicas biolégicas procedentes de plantas y bloques distintos.
Para ello se fijaron en FAA trozos de pericarpo de la zona ecuatorial del fruto
y trozos de hoja en distintos estadios del desarrollo. Los estadios de fruto que
se estudiaron fueron VI, VM, P y RM mientras que los de hoja fueron H3 y
HS5. En el caso de las hojas se selecciond siempre el segundo foliolo
(contando desde el foliolo apical), se eliminaron los bordes y se evit6 la zona
del nervio central.

Tras la fijacion del material durante un minimo de 24 h se procedi6 a su
deshidratacion en diluciones seriadas de etanol al 70% (dos pases de 30 min),
80% (dos pases de 30 min) y 95% (dos pases de 1 h). No fue necesaria la
deshidratacion total ya que la historesina (Leica, Alemania) es hidrofilica. El
protocolo seguido fue el especificado por el fabricante de la resina. La
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preinfiltracién de las muestras se realizd en una mezcla de solucién de
infiltracién (resina méas activador) y etanol 95% (1:1, v/v) durante 1 h. Las
muestras se sometieron a vacio durante unos 15 min para facilitar la
penetracion de la resina. Posteriormente se cambié la mezcla anterior por
solucién de infiltracion y se incubaron las muestras durante 2 h tras unos
15 min de vacio para permitir la total infiltracion de la resina en las muestras.
Finalmente se trasladaron las muestras a capsulas de polimerizacion BEEM®
(Fedelco, Espafa) y se incluyeron en una mezcla de solucién de infiltracion
més endurecedor. Las muestras se dejaron polimerizar durante 2 h a
temperatura ambiente.

Se realizaron cortes de 4 pm con un microtomo de rotacién (RM2125,
Leica, Alemania) los cuales se depositaron sobre gotas de agua en
portaobjetos gelatinizados para favorecer la adhesion del corte a los mismos
y se secaron en una estufa a 37°C durante 24 h.

Determinacion del grosor y grado de invaginacion de la cuticula y del
tamaiio y forma de las células epidérmicas

Las medidas se realizaron con el programa de anélisis de imagen Visilog v
6.3 (Noesis, Francia) sobre imagenes digitales previamente capturadas. No se
realizaron mas de dos medidas por campo microscopico y de cinco por corte
histolégico.

Los cortes histolégicos de pericarpo tefiidos con Sudan IV se emplearon
para medir el grosor y grado de invaginacion de la cuticula. El grosor de la
cuticula se midi6 en la zona intermedia de la célula y el grado de
invaginaciéon a partir de una escala arbitraria de 0-2. El grado de
invaginacién estima la deposiciéon de cuticula en las paredes celulares
epidérmicas anticlinales y periclinales internas, asi como en las primeras
capas de células colenquiméticas. De acuerdo con esta escala O corresponde a
ausencia de cuticula en las paredes anticlinales de la epidermis, 0,5 a cuticula
rodeando las paredes anticlinales, 1 a cuticula rodeando ademas las paredes
periclinales internas de las células epidérmicas, 1,5 cuando la cuticula rodea
adicionalmente las paredes anticlinales de la primera capa de colénquima y 2
cuando la epidermis y la primera capa celular del colénquima estin
completamente rodeadas de cuticula. Se realizaron un minimo de 30 medidas
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para el grosor y el grado de invaginacion para cada genotipo o tratamiento y
estadio del desarrollo.

Las medidas de tamafio y forma de las células epidérmicas se realizaron a
partir de cortes tefiidos con azul de toluidina O. Se midi6 el 4rea y perimetro
de las células epidérmicas, asi como los didmetros radiales y tangenciales de
las mismas. Se realizaron 60 medidas para cada genotipo o tratamiento y
estadio del desarrollo.

Microscopia electronica de barrido

La forma y tamafio del grano de polen, la superficie de la hoja y del fruto
se inspeccionaron con un microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-
840, Japdn) acoplado a un sistema de adquisicidn digital de imigenes. El
material de hoja y fruto ya fijados se deshidraté en una serie de diluciones de
etanol al 50%, 70%, 80%, 90% (dos pases de 30 min en cada una de las
diluciones) y 100% (dos pases de 1 h). No fue necesario deshidratar el polen.
A continuacidén, las muestras se sometieron a secado por punto critico y
finalmente se recubrieron con una capa de oro coloidal para darle
propiedades conductoras al tejido. Este paso se llevé a cabo en el Servicio de
Microscopia Electronica de la Universidad de Malaga.

Densidad de células epidérmicas

A partir de imdgenes obtenidas con el microscopio electronico de barrido
se hicieron conteos del nimero de células epidérmicas del fruto por unidad de
superficie, asi como del nimero de estomas, tricomas y células del pavimento
de la hoja. Se tomaron imigenes de 18 campos microscopicos de tres
muestras bioldgicas distintas procedentes de plantas diferentes. Se calcul6 la
superficie en mm? de cada imagen con el programa Visilog v 6.3 (Noiesis,
Francia). Las muestras correspondieron a la zona ecuatorial de los frutos y al
segundo foliolo de la hoja evitando el nervio central y los bordes del foliolo.
En el caso de la hoja se analizaron tanto el haz como el envés.
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Bioinformatica

Las secuencias de nucle6tidos y aminoacidos de los genes y proteinas
estudiados en la presente memoria fueron obtenidas de la base de datos Sol
Genomics Network (SGN, http://solgenomics.net/) mediante busqueda

directa, en el caso de genes anotados, o a través de busqueda de ortdlogos
mediante el uso de BLAST, en el caso de genes no anotados. El disefio de
cebadores se realizé con el programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/). Las secuencias y caracteristicas de los cebadores se incluyen en los
Anexos II y III de esta memoria. El alineamiento de las secuencias de
aminoadcidos de las familias génicas CHALCONA SINTASA (CHS),
CHALCONA ISOMERASA (CHI), FLAVANONA 3 HIDROXILASA
(F3H) y FLAVONOL SINTASA (FLS) se realiz6 con el programa ClustalX
(Larkin et al., 2007). El analisis filogenético se llevo a cabo con el programa
PAUP* (Swofford, 2002) y se empled el método de parsimonia acompafiado
de un anélisis de bootstrap con 1000 repeticiones. Para la representacion de
los arboles filogenéticos se emplearon los programas TreeView X (Page,
1996) y Mesquite v 3.2 (Maddison y Madisson, 2017).

Cuando se estimd oportuno se compar6 los datos de expresion obtenidos
en esta memoria con los depositados en la base de datos Tomato Functional
Genomics  (http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/TEGD/digital/home.cgi), los
cuales se obtuvieron por diferentes metodologias para distintos tejidos y
genotipos de tomate.

Extraccion y purificacion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se realizd con DNAzol® (Invitrogen,
USA) para la determinacién del nimero de copias del transgen y con DNeasy
Plant Mini Kit (QIAGEN, Alemania) para el célculo de las eficiencias de los
cebadores. En ambos casos se siguieron las indicaciones dadas por los
fabricantes. La cantidad de ADN se estimd con un espectrofotometro
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Espafia) a partir de la absorbancia
a 260 nm y la calidad del mismo a partir de las ratios de absorbancia
Aseo/Adso, Azeo/A270 Y Azen/A230 como indicadores de contaminacién con
proteinas, fenol y carbohidratos, respectivamente. La ratio Aae/A2s0 estuvo
entre 1,7 - 1,9, la ratio Axo/A270 entre 1,0 - 1,2 y la ratio Aseo/A230 entre 1,9 -
2,3.
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En todos los casos se usaron hojas jovenes procedentes de brotes, las
cuales fueron congeladas en N, liquido inmediatamente tras su separacién de
la planta, trituradas hasta tener un polvo fino y guardadas a -80°C o
procesadas inmediatamente.

Extraccion y purificacion de ARN y sintesis de ADNc

Se extrajo ARN de ovario en antesis y de epicarpo, mesocarpo, hoja y raiz
en diferentes estadios de desarrollo. Las muestras recolectadas en el
invernadero se transportaron al laboratorio en frio donde se lavaron con una
solucién acuosa de detergente y se aclararon con abundante agua bidestilada.
En los frutos, el aislamiento del epicarpo y mesocarpo se realiz6 con ayuda
de cuchillas de doble filo. Las muestras se congelaron en nitrégeno liquido,
se trituraron en morteros previamente tratados para inactivar las RNasas
asegurandose de mantener el tejido congelado durante todo el proceso y se
almacenaron a -80°C. La extraccion de ARN se realizé con TRIzol®
(Invitrogen, USA) en los tejidos de mesocarpo y epicarpo VM, P y RM ya
que permite partir de cantidades mayores de material. Posteriormente, el
ARN se sometid a un tratamiento con 4 U de DNasa I recombinante (RNase-
free DNase set, QTAGEN, Alemania) durante 30 min para eliminar cualquier
resto de ADN genémico. A continuacién se emple6 el kit NucleoSpin® RNA
Clean-up (Macherey-Nagel, Alemania) para limpiar el ARN de cualquier
impureza. La extracciéon de ARN en el resto de los tejidos se hizo con el kit
RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo el protocolo
indicado por el fabricante. Se realizaron tres extracciones de ARN por tejido
y genotipo o tratamiento procedentes de muestras bioldgicas diferentes.

La cantidad y calidad inicial del ARN se estim6 con un Nanodrop 1000.
Las ratios de absorbancia Ax/Azso, Azeo/A270 Y Aze0/A2z estuvieron
comprendidas entre 1,9-2,1, 1,0-1,2 y 1,9-23 respectivamente.
Adicionalmente, la calidad del ARN se comprob6 mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% (p/v) en tamp6n TAE 1x.

La sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN total se
llevé a cabo con el kit Super Script III First-Strand Synthesis Super Mix for
gRT-PCR (Invitrogen, USA) siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante. Finalizado este proceso, las muestras de ADNc se diluyeron a la

63



Materiales y métodos

mitad. Se realizaron tres sintesis de ADNc por tejido y genotipo o tratamiento
a partir del ARN extraido de cada una de las tres réplicas bioldgicas.

PCR cuantitativa a tiempo real

La identificacion de las plantas CHIox y CHI/FNSox homocigotas y
hemicigotas y el estudio de los niveles de expresidn de los genes de interés en
distintos estadios del desarrollo para diferentes genotipos o tratamientos se
llevé a cabo mediante qPCR en un termociclador Bio-Rad C1000 con sistema
de deteccion CFX96™ Real-Time PCR Detection System acoplado (Bio-
Rad, USA).

Determinacion del niimero de copias del transgén

Como controles para la identificacion de las plantas CHIox y CHI/FNSox
homocigotas y hemicigotas se emplearon plantas transgénicas cedidas por el
Dr. Juan Capel (Universidad de Almeria) que contienen el gen NEOMICINA
FOSFOTRANSFERASA Il (NPTI) en homocigosis (dos copias) o en
hemicigosis (una copia) confirmado por hibridacién southern blot. Este gen,
cuya expresion en plantas confiere resistencia al antibiético kanamicina, se
encuentra también incluido en el T-DNA de las plantas CHlox y CHI/FNSox.

La gPCR se realiz6 por triplicado para cada muestra usando el kit
comercial SsoAdvanced™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante para un volumen final de 20 uL con
una concentracion 0,25 UM de cebadores y 150 ng ADN por reaccién. Las
condiciones utilizadas fueron las especificas para ADN gendmico, usando
como temperatura de anillamiento 58°C durante 10 s. Se empleé como gen de
referencia SHN (Solyc06g053230). Las secuencias (5°-3") de los cebadores
empleados fueron las siguientes:

NPTIL_Fw: ATACTTTCTCGGCAGGAGCA
NPTII_R: CTGTGCTCGACGTTGTCACT
SHN_Fw: CAAGAGCGTATGATGAAGCA
SHN_R: TCCTTGCAACATTTCCTCAG

Para la determinacion del nimero de copia se empled el método
comparativo Cq (2724¢9) descrito por Livak y Schmittgen (2001) y que ha
sido utilizado con éxito para la determinaciéon del nimero de copia de

64



Materiales y métodos

transgenes (Ingham er al, 2001). Esta cuantificacion se basa en la
comparacion entre la cantidad de ADN del transgen con respecto a la del gen
de referencia.

Niveles de expresion

El estudio de expresion génica se realizd a partir de ADNc procedente de
distintos tejidos y genotipos o tratamientos mediante RT-qPCR empleando el
kit SsoAdvanced™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA) y siguiendo las
instrucciones del fabricante para un volumen final de reaccién de 20 puL con
una concentracioén 0,125 pM de cebadores y 25 ng ADNc por reaccion. Para
cada gen, estadio del desarrollo y genotipo o tratamiento se analizaron tres
réplicas bioldgicas con tres réplicas técnicas cada una. Las condiciones de
PCR se detallan en la Tabla M-3. Se registr6 la fluorescencia al final de cada
ciclo de amplificacion y durante la curva de fusidn.

Tabla M-3. Condiciones de amplificacién empleadas para el estudio de los
niveles de expresion génica.

Condiciones Tiempo Temperatura
1x
Desnaturalizacién/Activacion 3 min 95°C
40x
Desnaturalizacién 15s 95°C
Anillamiento 15s 58°C
Extension 20's 72°C
1x
10s 95°C
Curva de fusién 5s 65°C
65-95°C*

“Incremento de temperatura de 0,5°C

Se seleccionaron tres genes de referencia para cada tejido en base a lo
publicado en la bibliografia de tomate y se comprobé su estabilidad en los
estadios del desarrollo, genotipos y tratamientos estudiados en esta memoria.
Estos genes fueron CAC (Solyc08g006960), SAND (Solyc03g115810) y
Expressed (Solyc07g025390) para epicarpo y mesocarpo de fruto y para raiz
(Exposito-Rodriguez et al., 2008) y EFal (Solyc06g005060), CAC vy
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Expressed para hoja (Rotenberg et al., 2006). Las secuencias de los
cebadores empleados se muestran en los Anexos I 'y II.

La eficiencia de los cebadores se determind a partir de la pendiente (m) de
una recta de calibrado en la que se representaron los valores de Cq (eje de
ordenadas) frente al logaritmo de distintas concentraciones de ADN
gen6émico (eje de abscisas). Se analizaron siete diluciones de ADN que
comprendieron un rango de tres Ordenes de magnitud siguiendo las
directrices indicadas por Bustin er al. (2009). Estas diluciones fueron: 0,5,
0,2, 0,05, 0,02, 0,005, 0,002 y 0,0005 pg/reaccion. Se realizé un ajuste de
regresion lineal de los datos para cada pareja de cebadores y se calculd la
eficiencia (Ef) de dichos cebadores y el factor de amplificacion (E) de
acuerdo con las siguientes formulas (Rasmussen, 2001):

Ef=10@m -1 @

E=10m) (8

El error estandar (SE) del factor de amplificacion se calculd siguiendo la
ecuacion descrita por Hellemans et al. (2007):

E - In10 -SE (m)
m2

SE (E) = )
donde SE (m) es el error estandar de la pendiente, el cual se obtuvo del
andlisis de regresion.

Los niveles de expresidon génica se expresaron como cantidades relativas
(RQ) siguiendo el modelo matematico comparativo ACq descrito por Pfaffl
(2001) que tiene en cuenta la eficiencia de cada gen y modificado por
Vandesompele et al. (2002) para incluir varios genes de referencia:

3 Hend3 E Cq end
endl “end
RQ =

Cq goi
Egoi

(10)

donde end es el gen de referencia, goi el gen de interés y Cq el ciclo en el que
se alcanza una fluorescencia determinada (threshold) igual para todas las
muestras de una misma placa.
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El coeficiente de variacion (CV) de cada gen enddgeno y el coeficiente de

variaciéon medio (W) de los tres genes de referencia se calculé de acuerdo
con Hellemans et al. (2007):

SD (R
cV = ( Qend) (11)
RQena
end3
— cv
CV = Zendln end (12)

donde SD (RQ.nq) es la desviacidn estdndar de la cantidad relativa de un gen

de referencia para todas las muestras, RQ,,4 la media de la cantidad relativa
de un gen de referencia para todas las muestras, n el nimero de genes de
referencia. Para el célculo de la cantidad relativa de cada gen de referencia
(RQena) se empled la ecuacion antes indicada relativizando cada gen de
referencia al conjunto de los tres genes de referencia.

La eficiencia de los cebadores también se calcul6 con ayuda del programa
de anélisis de datos de PCR cuantitativa a tiempo real LinRegPCR v 2014.4
(Ramakers et al., 2003; http://LinRegPCR.nt). Este programa calcula la
eficiencia de la amplificacion a partir del ajuste de regresion lineal de un

subconjunto de datos de la fase exponencial logaritmica de la curva de
amplificacion (Ruijter et al., 2009). Para ello es necesario corregir la linea
base y determinar la ventana de linealidad y el umbral de fluorescencia. La
linea base se define como la fluorescencia detectada antes de la amplificacion
especifica y es debida a la fluorescencia del propio ADNc, de los cebadores o
del fluoréforo no unido al ADNc. La ventana de linealidad corresponde a un
subconjunto de puntos de la fase exponencial usados para la estimacion de la
eficiencia de la amplificacién. El umbral de fluorescencia es una cantidad fija
de fluorescencia que determina el valor Ct.

Los datos obtenidos con el programa CFX Manager™ v 3.1 se exportaron
al programa LinReg, el cual llevé a cabo una correccién de la linea base de
cada muestra por separado, determind la ventana de linealidad para cada
amplicon y realizd un andlisis de regresiéon lineal para determinar la
eficiencia de la amplificacién a partir de la pendiente de la fase exponencial
de la curva de amplificacién. Se determind, para cada pareja de cebadores, la
eficiencia promedio de los distintos estadios del desarrollo y genotipos o
tratamientos estudiados. Dicha eficiencia promedio del ensayo fue la que se
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emple6 para el célculo de las cantidades relativas de acuerdo con Remans et
al. (2014).

Analisis estadisticos

El anilisis estadistico de todos datos se realizd con ayuda del programa
informatico SPSS Statistics v 23 (IBM Corp., NY, USA). Previamente al
andlisis de los datos, se comprob6 que los datos presentaran una distribucion
normal y que las varianzas fueran homogéneas. Las pruebas empleadas para
ello fueron la de Kolmogorov-Smirnov y la de Levene, respectivamente.
Cuando la variable a analizar fue un porcentaje, los datos se transformaron
mediante la transformacién angular para mejorar la normalidad de la
distribucion:

arcseni/porcentaje/lOO (13)

Los valores y medias de las distintas variables de porcentaje empleadas en
esta memoria se presentan en escala real, aunque los analisis estadisticos se
realizaron con los datos transformados.

Para la comparaciéon de medias entre dos muestras independientes se
utilizé la prueba T de Student. El anélisis del posible efecto de la variable
tratamiento o genotipo sobre un caracter dado se llevd a cabo mediante
andlisis de varianza de una via (ANOVA). Para la ordenacién de los niveles
de una variable en cuanto a la magnitud del caricter dado se utilizé una
prueba de comparacion multiple de medias a posteriori. Concretamente se
empled la prueba Tukey b en aquellos casos en los que las varianzas fueron
homogéneas y la de Games-Howell cuando las varianzas no lo fueron.

Se realizaron andlisis de regresion lineal de los valores de las rectas de
calibrado para la cuantificacion de fenoles totales en la cuticula y en el fruto,
para el célculo de la eficiencia de los cebadores, y para el andlisis de la
transpiracién del fruto durante la poscosecha. Estos analisis se realizaron con
un minimo de siete medidas y con R?> 0,99.

Para el analisis de correlacién entre los datos de Ct y la concentracidn de
ADN para el célculo de la eficiencia de los cebadores se empled el
coeficiente de correlacion lineal de Pearson.

68



CAPITULO 1

METABOLISMO DE LOS
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"La verdadera ciencia ensefia, sobre
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Analisis de expresion génica

INTRODUCCION

Los flavonoides son una clase de compuestos del metabolismo secundario
que juegan un amplio nimero de funciones en plantas, desde la proteccion
frente a la luz UV o la coloracién de flores y frutos hasta el transporte polar
de auxinas y el control del crecimiento de 6rganos, por citar sélo algunas (Li
et al., 1993; Mol et al., 1998; Peer y Murphy, 2007; Buer y Djordjevic,
2009). La acumulacion de flavonoides en tomate se ha estudiado
especialmente en fruto donde se ha detectado un aumento de los mismos
durante la maduracion (Meléndez-Martinez et al., 2010). Concretamente los
principales flavonoides que se acumulan en fruto son la chalconaringenina
seguida de quercetina y kaempferol (Slimestad y Verheul, 2009). De estos
compuestos sélo la chalconaringenina se detecta en la cuticula de los frutos
maduros (Hunt y Baker, 1980; Baker et al., 1982). En tomate son pocos los
trabajos que han estudiado la composicion cualitativa de los flavonoides de
hoja, si bien se ha identificado la acumulacién de quercetina y kaempferol
junto con la de antocianos (Mathews et al., 2003; Pandey et al., 2015). Por su
parte en raiz la concentracioén de flavonoides es bastante inferior al resto de
los tejidos (Groenenboom et al., 2013; Silva-Beltran et al., 2015) aunque se
ha destacado la presencia de flavononas y flavonoles (Zornoza et al., 1984).
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Figura 1-1. Esquema del inicio de la ruta de biosintesis de los
flavonoides indicando las enzimas involucradas en la biosintesis de los
flavonoides presentes en tomate.
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Los flavonoides que se acumulan en la planta de tomate son producto de
la actividad de las enzimas CHALCONA SINTASA (CHS), CHALCONA
ISOMERASA (CHI), FLAVANONA 3(B-HIDROXILASA (F3H) vy
FLAVONOL SINTASA (FLS) (Figura 1-1). CHS es el primer enzima de la
ruta de los flavonoides. Cataliza la condensacion secuencial de tres unidades
de acetato procedentes de la condensacién descarboxilativa de malonil-CoA
con una molécula de cumaroil-CoA, y posteriormente lleva a cabo una
ciclacién intramolecular del tetraquétido linear (Ferrer et al., 2008). CHS
pertenece a la superfamilia de poliquétido sintasa tipo III (PKS III) de plantas
y bacterias (Austin y Noel, 2003). La familia PKS III de plantas comparten
una similitud de secuencia aminoacidica entre 30-95% (Abe y Morita, 2010).
Las tres superfamilias de PKS muy probablemente evolucionaron de las
enzimas elongadoras de 4cidos grasos del metabolismo primario, con las que
comparten varias caracteristicas de plegamiento y un modo de accién comiin
(Ferrer et al., 1999; Austin y Noel, 2003). La duplicacién y divergencia del
gen CHS en plantas ha dado lugar a una familia de enzimas relacionadas que
difieren en la molécula sustrato, el nimero de unidades de acetato que
condensan o el patrén de ciclacién intramolecular (Austin y Noel, 2003). La
CHS es un homodimero que contiene dos sitios activos funcionalmente
independientes formados cada uno por residuos del mismo monémero (Tropf
et al., 1995; Ferrer et al., 1999). El estudio cristalografico de la CHS ha
permitido la identificacién de los residuos que definen el sitio catalitico, asi
como los responsables del bolsillo donde ocurre la reaccién de ciclacion
(Ferrer et al., 1999). Los estudios estructurales sugieren que las enzimas PKS
IIT emergieron a partir de las cetoacil sintasas tipo III (KAS III), responsables
de la condensacion del acetil CoA con una molécula de malonil CoA (Ferrer
et al., 2008; Abe y Morita, 2010).

CHI cataliza la ciclacion de la chalconaringenina y la 6’-deoxichalcona
(isoliquiritigenina) en  (2S)-naringenina y  (25)-5-deoxiflavanona
(liquiritigenina), respectivamente. En condiciones naturales ambos sustratos,
chalconaringenina 'y  6’-deoxichalcona, son capaces de ciclar
espontaneamente para producir naringenina y 5-deoxiflavanona. Sin
embargo, sélo los isdmeros (S) son biolégicamente activos, por lo que la CHI
garantiza la formacién del isémero con actividad bioldgica al tener una
preferencia aparente 10000:1 por el isémero (S) frente al (R) (Jez et al.,
2000). En un principio se postuld que esta enzima era especifica de plantas ya
que no se conocian secuencias o estructuras similares fuera del reino vegetal
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(Jez et al., 2000); sin embargo, estudios posteriores han permitido identificar
genes homologos en hongos y en algunas bacterias (Gensheimer y
Mushegian, 2004). En plantas se ha identificado la presencia de dos tipos de
CHI (Kimura et al., 2001; Shimada et al., 2003). El tipo I es comtn a todas
las plantas vasculares y es responsable de la conversion de la
chalconaringenina a naringenina. Por su parte el tipo II parece ser especifico
de las Fabaceae y son capaces de convertir ademas la isoliquiritigenina en
liquiritigenina. Adicionalmente se han identificado otros dos tipos de CHI.
Las CHI tipo III estdn presentes en plantas vasculares y algas vy,
recientemente, se han identificado como proteinas que se unen a &cidos
grasos (FAPs) (Ralston et al., 2005; Ngaki et al., 2012). El silenciamiento de
estas CHI tipo III en A. thaliana alter6 los niveles de 4cidos grasos y al
mismo tiempo afect6 a la reproduccién (Ngaki et al., 2012). Por su parte, las
CHI tipo IV no tienen funcién conocida y son especificas de plantas
vasculares (Ralston et al., 2005; Ngaki et al, 2012). Recientemente, el
estudio de dos CHI tipo IV de I. nil y A. thaliana mostré que estas enzimas
participan en la sintesis de flavonoides, postulindose un mecanismo
cooperativo con la CHI tipo I (Morita et al., 2014; Jiang et al., 2015). El
estudio cristalografico de la CHI tipo II de Medicago sativa L. ha permitido
la identificacién de los aminodcidos que participan en el sitio activo, asi
como de aquellos que influyen en la preferencia de sustrato (Jez et al., 2000).
El anilisis de secuencia de las proteinas CHI tipo III y IV mostrd
sustituciones en algunos de los aminoacidos claves para la unién de la enzima
al sustrato (Ngaki et al., 2012; Dastmalchi y Dhaubhadel, 2015).

F3H cataliza la 33 hidroxilacién de las 2S-flavanonas para dar lugar a
2R,3R-dihidroflavonoles. Pertenece a la familia de dioxigenasas dependiente
de 2-oxoglutarato/Fe(Il), la cual se caracteriza por emplear un intermediario
Fe(IV)-oxo para dar lugar a diversas reacciones oxidativas (Martinez y
Hauseinger, 2015). Se trata de una familia de enzimas que participa en
numerosos procesos biologicos como el metabolismo de acidos grasos o la
biosintesis de metabolitos secundarios (Martinez y Hausinger, 2015).
Ademas, tiene una distribucidn ubicua, estando presente en bacterias, plantas,
hongos y vertebrados (Martens et al., 2010). FLS cataliza la desaturacion de
los 2R,3R-dihidroflavonoles a flavonoles. Se trata de una enzima que
pertenece a la misma familia de dioxigenasas que la F3H (Wellmann ef al.,
2002). Esta familia de dioxigenasas requieren 2-oxoglutarato y Fe(II) como
cofactores para la unién del oxigeno molecular. Adicionalmente, el
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ascorbato, aunque no es esencial, favorece la reaccidn enzimadtica y se cree
que participa manteniendo el estado del Fe(Il) (Clifton et al., 2006; Prescott y
John, 1996). El estudio cristalogrifico de diferentes enzimas de esta familia
permitié la identificacién de diversos residuos importantes para su funcidn
(Hegg y Que, 1997). Asi, se ha destacado una triada, 2-His-1-carboxilato,
responsable de la unién al Fe(Il) y un motivo RxS responsable de la unién al
2-oxoglutarato (Hegg y Que, 1997; Clifton ef al., 2006), los cuales se han
descrito en diversas dioxigenasas responsables de la sintesis de flavonoides
(Britsch et al., 1993; Lukacin et al., 1997, 2000; Wilmouth et al., 2002; Tu et
al., 2016).

Como ya se ha mencionado en la Introduccion general, en un gran
nimero de especies vegetales, incluyendo el tomate, los genes responsables
de la biosintesis de flavonoides estan representados por varios miembros,
formando familias multigénicas de hasta 12 6 15 miembros (Koes et al.,
1989a; O’Neill et al., 1990; Sparvoli et al., 1994; Ito et al., 1997; Durbin et
al., 2000; Shimada et al., 2003). En varias especies los distintos miembros de
una misma familia génica han presentado diferentes patrones de expresion e
incluso se han identificado varias sefiales ambientales y del desarrollo que
controlan su activacién (Ryder et al., 1987; Koes et al., 1989a; van Tunen et
al., 1988; Durbinn et al., 2000; Hoang et al., 2015; Han et al., 2016). En
tomate se han identificado dos genes CHS, CHS1 y CHS2, que se expresan en
fruto de tomate (O’Neill et al., 1990; Espana et al, 2014b) y cuyo
silenciamiento indujo cambios significativos a nivel de cuticula y de calidad
de fruto (Schijlen et al., 2007; Espana, 2012; Espana et al., 2014b). Sin
embargo, se desconoce si el resto de los genes CHS tienen expresion en fruto,
si son especificos de tejidos o estadios del desarrollo o si se expresan en
respuesta a diferentes estreses bidticos o abidticos. Igualmente, sélo dos
genes CHI y uno F3H de tomate estan descritos en la bibliografia, en ambos
casos relacionados con mutaciones que afectan a la acumulacién de
antocianos en el tejido vegetativo (Mathews et al., 2003; Kang et al., 2014;
Maloney et al., 2014).

Dado el papel relevante de los flavonoides en la calidad nutricional, en
distintos caracteres relacionados con la calidad externa de los frutos, su
participacién en el control del crecimiento y la arquitectura de diversos
organos y en la defensa frente a diversos estreses, asi como la conexion entre
el metabolismo de 4cidos grasos y de flavonoides, se plante6 el estudio de
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expresion de los diversos miembros de las familias génicas CHS, CHI, F3H y
FLS, responsables de los principales flavonoides que se acumulan en la
planta de tomate.
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RESULTADOS
I. Analisis de las secuencias de proteinas

En el genoma de tomate hay anotados ocho genes como CHS o CHS-like
(https://solgenomics.net/). Los identificadores de los loci junto con el nombre
asignado a cada una de ellas se encuentran en el Anexo 1. De todos los genes
s6lo CHS1 y CHS?2 se han estudiado en la bibliografia (O’Neill et al., 1990) y
estan anotados con estos simbolos. La notaciéon de CHS3 y CHSA procede de
la base de datos de tomate y se debe a su similitud con otras CHS conocidas.
Al resto de las CHS se les ha asignado en este trabajo un nombre similar para

facilitar su identificacion.

Las secuencias de las proteinas se tomaron de la base de datos de
Solanaceas (https://solgenomics.net/) y los marcos de lectura abiertos y las
traducciones se comprobaron a partir de las secuencias de gendmico

depositadas en esta misma base de datos. En el caso de CHS3 se detectaron
discrepancias en el marco de lectura. Por un lado, la traduccién del ADNc
identificé 45 amino4cidos al inicio de la proteina que no estaban incluidos.
Por otro, el segundo intrén anotado en este gen no fue confirmado como tal
por ninguno de los programas empleados. Este supuesto intrén no alteraba el
marco de lectura, pero eliminaba una region conservada que incluia uno de
los aminodacidos cataliticos. En base a estos resultados se decidi6 no emplear
para los andlisis la secuencia de CHS3 de la base de datos sino la modificada.

La Figura 1-2 muestra el alineamiento de proteinas de las distintas CHS.
Se observéd una considerable similitud de secuencia entre las distintas
proteinas anotadas como CHS estando el mayor grado de divergencia en el
extremo N-terminal. Las proteinas CHS1 y CHS2 muestran una gran
similitud entre si, del 92%. Por su parte, CHS7 y CHSA tienen un 74 y 70%,
respectivamente de identidad con CHS1. CHS3 y CHS4 estan mas alejadas
del resto con una similitud con CHS1 del 43 y 45%, respectivamente. CHS5
y CHS6 no son proteinas enteras, sino que se corresponden con fragmentos
C-terminal y N-terminal, respectivamente. Se trata de dos genes que se
encuentran contiguos en el genoma de tomate, separados por 10,6 kb
aproximadamente. Estas relaciones entre las distintas CHS se confirman en el
arbol filogenético de la Figura 1-3A. En él se observa que CHS3 y CHS4
formaron un grupo separado, mientras que CHS7, CHSA, CHSS5 y CHS6
mostraron una posicion intermedia entre el grupo anterior y el formado por
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CHS1 y CHS2. La eliminacién de las dos CHS incompletas del anélisis no
modificé las relaciones entre el resto, pero si mejor6 la confianza de algunas
ramas del 4rbol (Figura 1-3B).

CHS1
CHS2
CHS5
CHS7
CHSA
CHS6
CHS3
CHS4

CHS1
CHS2
CHSS
CHS7
CHSA
CHS6
CHS3
CHS4

CHS1
CHS2
CHS5
CHS7
CHSA
CHS6
CHS3
CHS4

CHS1
CHS2
CHSS
CHS7
CHSA
CHS6
CHS3
CHS4

CHS1
CHS2
CHS5
CHE7
CHSA
CHS6
CHS3
CHS4

CHS1
CHS2
CHS5
CHS7
CHSA
CHS6
CHS3
CHS4

--—-PATILAIGTSTPSNCVDQSTYPDYYFRITNSEHKTELKEKFKRMCDKSMIKKRYMHLTE
————PATIMAIGTATPSNCVDQSTYPDYYFRITNSEHMTELKEKFKRMCDKSMINKRYMHLTE
—-——-LANVLAIGTANPSNCIDQSTYPDYFFRITNSEHKSELKRKFKOMCAKTMIKKRY LHLTE
————PAKILAIGTATPFHWVDOTSYPDYYFKVTNNEHLVDLKEKFRRICSRTMIRKRHMLLTE
————————————————————————————————————————————— MLLLARDQKSKRDEFYLTE
PTPGKATILAIGKALPPQLVPQDCLVEGYMRDTNCKDL-RIKEKLERLCKTTTVKTRYTVMSK
——=—GNATILALGKAFPHQLVMQEFLVDGYFKNTNCDDP-ELKQRLTRLCKTTTVKTRYVVMSE

EILKENPNMCAYMAPSLDARQDIVVVEVPKLGKEAAQKAIKEWGQPKSKITHLVFCT%SGVDQ
EILKENPNICEYMAPSLDARQDIVVVEVPKLGKEAAQKATIKEWGQPKSKITHVVECTTSGVDM
EILKKNPNICDYNTPSFDAKQKITIIEVPKLGQEAAQKATIKEWGQPISKITHLVECTTSGVDM
EILKKNPNLCSYNGPSLDIRQDILVSEIPKLGKEAALRAIDEWAQPKSNITHLVFCTRSGVDM
EILKRNENICEYNAPSLNIRQEIMTVEVPKLGKEAAEKAINEWGOSKSKITHLVFCTTSGVDI
EILEKYPELATEGTPTINQRLEIANEAVVEMAKEASLACIKEWGRSVDEISHIVYVSSSEIRL
EILKKYPELAVEGLPTVKQRLDICNAAVTEMAIEASQSCIKKWGRPISDITHVVYVSSSEARL

;GCDYQLAKLLGLRPSVKRLMMYQQE%FAEGTVLRLAKDLAENNKGARVLVVCSEIT—AVTFR
PGADYQLTKLLGLRPSVKRLMMYQQGCFAGGTVIRLAKDLAENNKGARVLVVCSEIT-AVTFR
PGADSQLTKLLGLDPSVKREFMLYQQGCSGGAAVLRLAKDLAENNKKARVLVVCSELINLMSFEFQ
PGADYQLINLLGLSPSVQRFMMYQQGCFAGGTMLRLAKDLAENNKGARVLVVCAESS-AIGFR
PRADYQLTKLLGLESSVKRFMMYQQGCFGGGTALQLDKDIAENNKSARVLVVC——————————
PGGDLHLSTELGLRSDVGRVMLYFLGCYGGVTGLRVAKDIAENNPGSRVLLTTSETT-ILGFR
PGGDLYLAKGLGLNPETKRVMLYFAGCSGGVAGLRVAKDIAENNPGSRVLLATSETT-IIGFK

K A A
GPSESHLDSLVGQAZFG;GAAAIIIGSDPIIGVERPLFELVSAAQTLVPDSEGAIDGHLREVE
GPSDTHLDSMVGQALFGDGAAAMIIGSDPLPEVERPLFELVSAAQTLLPDSEGAIDGHLREVG
—————————————————————————————— MNVEKPLFKLVFATQTLLLNSKNTITGELSEAG
GPRDTDLDVLVGQAFSSDGASAVIIGSDPITIPIERPLFELVFTTQTLLPNSESAIYSNLSEAG
GPSEAYPDNLIAQALFGDGAVAVIIGSDPKMGLERPVFEIVSAGQTFVPNGDCHLALHLREMG
PPNNARPYDLVGAALFGDGAAAVIIGTEPIIGTESPFIELNFAMOQFLPGTKNVIDGRLTDEG
PPSVDRPYDLVGVALFGDGAGAMIIGSNPIRDIERPLFELHTAIQHFLPDTEKIIDGRLTEEG

A st -
LTFHLLKDVPGLISKNIE---KSLLEAFQPLGISDWNSLEWIAHPGGPAILDQVELKLGLKPE
LTFHLLKDVPGLISKNIE-—-KSLIEAFQPLGISDWNSIFWIAHPGGPAI LDQVELKLSLKPE
LIVHIHKDNSLLISKNIE-—--KILVEAFQTLNISDWNSIFWVSHPGGPAILDQIELKLGLKLE
LITHIHKEVPMLISTNIE---KILLEGFQPLGISDWNSIFWVAHPGGRAISDQIELKLGLKPE
LTFHCTRDVPPAIAKNVE---SCLIKAFEPLGISDWNSVEWILHPGGNAIVDQVENILGLEPD

INFKLGRDLPEKIQENIEEFCKKLIAKRDELQGSNYNDLEFWAVHPGGPAILDRLEKTMKLONE
ISFKLERELPOITEDNIEDFCDKLINISG-IKDREYNKLFWAVHPGGPAILNRLEKKLDLSPD

77



Analisis de expresion génica

N

CHS1 KLRATREVLSNYGNMESACYLF TLDEMRKAS TKEGLGTTGEGLEWGYLFGF GPGLTVETVVLE
CHS2 KLRATRQVLSDYGNMSSACVLFILDEMRKASSKEGLSTTGEGLDWGVLEGFGPGLTVETVVLH
CHS5 KLKASRNLLSDYGNMASACVFFVLDEMRKTS IREGLGTTGEGLEWGVLFGFGSALTIEATVLR
CHS7 KLKATRNVLSGYGNMGCAT ILFVLDEMRKASTSEGL ISTGEGLEWGVLCCFGPGLTMEAVVLR
CHSA RLRATRNILREYGNLSSACVLFILDEIRKKSARDGLKTTGDGLDLGVLLSFGPGLTIETVVLR
CHS6E ELDVLVGVICSFDDLSNLGTL == == = = m =t ot o oottt e
CHS3 KLNCSRKALMDFGNVSSNTIFYVIENMRE----EMKNKKDAGEEWGLALAFGPGITFEGILLR
CHS4 KLSASRRALADYGNASSNTIVYVLEYMLE----EKKDIT----DWGLILAFGPGITFEGILTK
cHs1 SVAR === = m e
CHSZ SV ST i o S i
CHS5 SVCI====m=mmmmmmmmmmmmm e
CHS7 SCNLIMSEFVDIAPMKYGKCQTLGTTRRGVRNRNKENR
CHSA SMPT——mmmmmmmmm oo
CHS6  ——mmmmmmmmmm e
CHS3 SLLI——mmmmmm o m oo
CHS4 NLTT = mmmmmmmmm m e e

Figura 1-2. Alineamiento de proteinas de los distintos miembros de la familia CHS de tomate.
Se sefialan con distintos colores aquellos aminoacidos importantes para el funcionamiento de
la proteina CHS de acuerdo con Ferrer et al. (1999). En negrita (*) aminodcidos que definen el
sitio activo, en rojo (+) aminoécidos conservados que conforman la geometria del sitio activo,
en verde (") aminodcidos conservados del bolsillo de ciclacién y en azul (-) aminodcidos
importantes conservados. Alineamiento realizado con el programa Clustal X.

Los residuos responsables de la actividad catalitica de la enzima CHS
fueron estudiados por Ferrer et al. (1999) empleando la CHS3 de Medicago
sativa L. Asi en la Figura 1-2 se identifican en negro los cuatro aminoacidos
que definen el sitio activo. Todos ellos, Cys, His, Phe y Asn estuvieron
presentes en las CHS de tomate con excepcion de CHSS y CHS6 que, al ser
fragmentos, ninguna contuvo todos los aminoicidos que definen el sitio
activo. Asi, la Cys se localizé en CHS6 y la His y Asn en CHSS5, no estando
presente la Phe en ninguna de ellas. Los aminoécidos responsables de la
geometria del sitio activo también estuvieron altamente conservados, en rojo
en la Figura 1-2. CHS7 fue la tnica que mostré divergencia en una de las
regiones que contiene los aminoécidos cataliticos, concretamente en la de la
Phe catalitica. Un menor grado de conservacién se observd para los
aminoécidos del bolsillo de ciclacién (Figura 1-2, en verde). S6lo en CHS1 y
CHS?2 se identificaron todos ellos, las otras cuatro CHS mostraron distinto
grado de divergencia. En CHS7 y CHS3 las sustituciones fueron conservadas,
se mantuvieron las propiedades fisico-quimicas de los aminoécidos, pero en
CHSA los cambios fueron no conservativos (ej. Thr por Arg 6 Gly por Leu).
Finalmente, los aminodcidos importantes que contribuyen a la estabilizacién
de la molécula en el sitio activo también mostraron un grado de conservacion
variable, estando todos ellos conservados en CHS1 y CHS2 (Figura 1-2, en
azul).
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A B
CHS1
CHSI1
CHS2
CHS2
59 — CHS5
L CHS7 CHS7
95 —— CHSA 8
68 ————— CHSA
100 —— CHS3 84
— CHS3
L CHS4 100
L CHS4
CHS6

Figura 1-3. Arboles filogenéticos consenso de la familia CHS de tomate. A, incluyendo las
secuencias CHSS y CHS6. B, excluyendo CHS5 y CHS6. Analisis realizado con el método de
parsimonia. Los nimeros indican los valores del anélisis de bootstrap.

Adicionalmente, se realizd una busqueda en la base de datos del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de secuencias CHS conocidas de diversas

especies vegetales con el fin de analizar las relaciones de los distintos
miembros de la familia CHS de tomate con ellas. En este estudio no se
incluyé CHSS5, CHS6 ni fragmentos CHS de otras especies. La Tabla del
Anexo III muestra las especies seleccionadas y el nimero de secuencias CHS
incorporadas en el andlisis de cada una de ellas. Para el analisis filogenético
se emple6 FABH de E. coli como outgroup. Se trata de una enzima
condensadora de 4cidos grasos que pertenece a la misma superfamilia de
poliquétidos sintasa tipo III de la que forma parte la CHS. Tras un primer
andlisis filogenético se observd que en algunos casos todas las CHS de una
misma especie formaron grupos separados del resto. Tal fue el caso de las
cinco CHS de M. sativa, las seis de G.max o las tres de P. pinaster, por ello,
y para facilitar la visualizacién del arbol, se decidi6 reducir en estos casos el
nimero de CHS a una por especie.

La Figura 1-4 muestra el arbol filogenético consenso de CHS de diversas
especies. En general, las especies con mayor nimero de CHS incluidas en el
estudio, C. annuum, P. hybrida, Z. mays y tomate, presentaron una gran
distribucion de las mismas a lo largo del arbol. En el caso de arroz, a pesar de
que sélo habia tres secuencias CHS, éstas mostraron una gran divergencia.
En tomate, CHS4 se agrup6 con ASCL de maiz, una CHS-like especifica de
antera y con PKSB de A. thaliana y un poco mis separada con CHS3 de
tomate y PKSA de A. thaliana formando un grupo bastante robusto. El resto
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de las CHS de tomate se localizaron en grupos diferentes. Por su parte,
CHSA de tomate agrupd con las CHSB de pimiento y petunia y con la CHSA
de I. purpurea, formando también un grupo robusto. Lo mismo ocurrié con
CHS7 que se agrup6 con CHSJ-like de pimiento, CHSG de petunia y mas
alejadamente con otras de pimiento y petunia. CHS1 y CHS2 se agruparon
por separado con sus ortdlogas de patata y pimiento.

Como ya se menciond en la Introduccion, en tomate CHI también
constituye una familia de varios miembros, concretamente siete
(https://solgenomics.net/). Los identificadores de los loci de cada una de las

CHI junto con el nombre que se les ha asignado se encuentran en el Anexo L.
En la Figura 1-5 se muestra el alineamiento de proteinas CHI de tomate. Al
contrario de lo observado para CHS, la similitud entre ellas es baja. Sélo
CHI2 y CHI3 muestran un porcentaje de identidad alto, del 75%. El resto de
ellas tienen una similitud del 20-30% en el mejor de los casos. La proteina
chi es la méas disimil del resto mientras que CHI7 posee un extremo N-
terminal méas largo y distinto de las deméas. En la Figura 1-6 se presenta el
arbol filogenético consenso de las CHI de tomate. CHIS y CHI7 se agruparon
y fueron junto con chi las més alejadas de CHI2 y CHI3, mientras que el
resto presentd una posicién intermedia.

Jez et al. (2000) estudiaron los aminoacidos involucrados en la unién de la
naringenina a la CHI e identificaron 13 residuos que conformaron el sitio
activo. S6lo CHI2, CHI3 y CHI4 mostraron diferente grado de conservacion
de estos residuos (Figura 1-5, en verde). Concretamente en CHI3 se
identificaron todos ellos y en CHI2 once. Por su parte, en CHI4 sélo cuatro
de estos residuos estuvieron conservados. Dos de estos residuos del sitio
activo, Thr190 y Met191 (numeracién basada en la secuencia de M. sativa
segun Jez et al., 2000), se postula que influyen en la preferencia de sustrato
de la CHI y se ha observado que en especies de plantas no leguminosas estan
reemplazados por Ser e Ile 6 Ser y Met (Jez et al., 2000; Kim et al., 2003;
Shimada et al., 2003). Esto fue lo que se observé en CHI2 (Ser-Met) y CHI3
(Ser-Ile). Los aminoécidos del entramado de puentes de hidrégeno que
contribuyen a la reaccion estuvieron poco conservados y s6lo en CHI3 se
identificaron todos (Figura 1-5, asteriscos). Finalmente, los aminoacidos
conservados entre CHI de diferentes especies mostraron también un mayor
grado de conservacion en las CHI2 y CHI3 y en menor medida en CHI4
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(Figura 1-5, en azul). S6lo unos pocos de éstos estuvieron conservados en el
resto de las CHI de tomate.

E.coli FABH 1EBL_B
M.sativa CHS1 P30073
G.max CHS1 X53958
P.pinaster CHS3 AAP85249
V.vinifera CHS3 AEP17003
Z.mays C2 P24825
Z.mays WHP1 P24824
S— O.sativa CHS1 A2ZEX7
A.thaliana CHS At5g13930
V.vinifera CHS1 NP_001267879
S.lycopersicum CHS1
S.pennellii XP 015088482
S.tuberosum CHS1A Q41436
‘o= S.tuberosum CHS1B Q43163
S.pinnatisectum AAX63402
C.annuum CHS1B XP 016566084
S.melongena ANN02870
P.hybrida CHSA P08894
S.lycopersicum CHS2
'@= S.tuberosum CHS2 Q43188
= l.calycinum AIV99854
C.annuum CHS2 AFL47798
= L.ruthenicum AHH55329
P.hybrida CHSJ P22928
I.purpurea CHSD AAK39111
P.hybrida CHSD P22925
S.lycopersicum CHS7
‘o= S.tuberosum XP 006349976
C.annuum CHSJ like XP_016551357
P.hybrida CHSG P22927
P.hybrida CHSF P22926
'S= C.annuum CHSF like XP_016552038
S.lycopersicum CHSA
g™ S.pennellii XP 015076892
ko “C— S.tuberosum XP 006355706
- C.annuum CHSB XP 016573601
P.hybrida CHSB P22924
|.purpurea CHSA AAB02620
A.arborescens ACR19998
P.patens CHS ABB84527
H.perforatum OKS EU635882
- A thaliana PKSA At1g02050
= T.cacao EOX96383
S.lycopersicum CHS3
s S.pennellii XP 015087347
S— S.tuberosum XP 006347928
C.annuum XP 016557625
H.perforatum PKS1 AFN26935
S.lycopersicum CHS4
_E'!a': S.pennellii XP 015068200
— S.tuberosum XP 006359643
> C.annuum XP 016582441
= N.tabacum XP 016482301
Athaliana PKSB At4g34850
3 Z.mays ASCL NP 001149508
Figura 1-4. Arbol filogenético de CHS de varias especies de plantas. Se empled la

proteina FABH de E. coli como outgroup. Analisis realizado con el método de parsimonia.
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Los ndmeros indican los valores del andlisis de bootstrap. En rojo, las proteinas CHS de
tomate.
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CHI2
CHI3
CHIA4
CHI®6
CHI7
CHIS
chi

CHIZ
CHI3
CHI4
CHIG6
CHI7
CHIS
chi

CHI2
CHI3
CHI4
CHI®
CHI7
CHIS
chi

CHTZ
CHI3
CHIA4
CHI®
CHI7
CHIS
chi

CHI2
CHI3
CHI4
CHI6
CHI7
CHIS
chi

CHI2
CHI3
CHI4
CHI®
CHI7
CHIS
chi

CHIZ2
CHI3
CHI4
CHI®6
CHI7
CHIB
chi

e - MARA
MRNNFMDGDWGSSEMFPTDPLMPYGFGANFLSHLSLIVDGSRNLYVPGSQALOEAFKCFSKYA
———————————————— MASLRFPFLFPQPHKTPSSATSDAPSRSFSTVAVAVASG-GSALAAA
--------------------------------- MPTTMEDVTAKT DAVETDSKSVVALKEKAT

ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff MACVT
—————————————————————————————————————————————————————————— MAVVT
GATSVWISTSTPTKI TAFNS————————m e mmmmo IPRICYP
GALLVWFATVTNSRGNNQT SGGYRSSRNTRSGMS TQTQETTSSRHYFMELFWQSRCKGKIT TP
GAIIAITQSPKNPFLENAMN FLLSNFSPNKNHSSPLWG
EGEVKTTETTQEKTNEAKSN———————mmmmmmmmm e PEKESNGATFK
KLOVENNVEPSKVVKP————————— === ——————mmmmeo -
KLQVENHVE PP TMVN P m— ——mm mm o o o oo o
——MVNNKPLP - -

LKLSRNGIYPLSTFERNGQYEQNLTIKAAASSSVGSAE———————————————m——————— e
VIFRRISKFTVNOMYKEAKHLQSTIPVLSLAAALVPPFENFAME SHSGEDHRPCEVDHRGCDNS
SVSLADNSAPVTESRTG——- = =
EREY BVEVEPKTGV B P ——— e e e e i e Iy

A ANA HH A A A HRA
———————————————————————————————— PSSNNTFFLGGAGH-RGLEVEGKFVKFSVIG
———————————————————————————————— LGSNNMFFLAGAGN-RGLEIEGKFVKFTAIG
———————————————————————————————————————— LMGHGI-TDIEIHFLOIKFTAIG
——————————————— YTEEPATKVKFQRSLSLPGCSTSLSLLGTGY-REKIFAIIGVKVYAAG
FFONLNWSRHAVEPRTGIEFPTILDNLIAGEQNSSFTSEVLVGTGSRIMKIIRIKSLKVYAFG
e ) MAFPSTILKDTQRLLGIGLRKKAVFGLEKNIDVYAYG
VKLEDGKQLKAVGLRKKSMLGMG-IKIYGFEG

ANAA A A AN AN AN AN A AAN * + A + +H A
VYLEEN-VVPFLAVKWKGRSSEELTYSLEFFRDIVTGPFEKFMRVTLLLP-LTGKQFSEKVAG
VYLEES-AIPFLADKWKGKSSEELEHSVEFFRDIVIGPFEKFTRVIMILP-LTGKQYSEKVAE
VYLDPE-IVTHLO-QWKGKTGAELTENDEFFEAIVNAPVDKFLRVVVIKE-IKGSQYGVQLES
LYVNDS-VFSSLD-AWRGRSAADIQQODPSLFNKIFEADLEKSLLIVLVRD-VDGKTFWDALDE
FYVHPFDVCOKLGWKYASVPFCELNKQQODFYQDLLREDISMTVRLVVSCNGIKINTVRDVFEK
VYADDVDVKRYLAEKHGRRSVSELQQKEELRNHLMENNTRMTIRLOIVYGRLSTINSVRSAFEE
IYADNEKLKDLMQSKIAKAP---AKPTKEMYQMVIDSDLGMMMRLVIVFSNLTMNMVRKNF DE
FANA A A A A A ®OAANANA A
NCVAIMKAMGNYSDAERQATEKFLNVFQSETFSPGASILFTQS-VVGSLTISFSDDDSVPGTG
NCVAYWKAIGTYSDAEMOAIEKFLDVFQSETFPPGASILFTOS-PLGSLTISFSEDDSVPCVG
ATRDRLAEVDKYEEEEEEALEKIVEFFQSKYFKKDSVITYYFPGASGSAKISFAIEGKE-~DL
AISPRIKSP---TADDKSALSTFRGVFQGKPLKKETSIFLTWI-DPNKMLVSLSFDGMP-88V
SLRARLFKAN--PDTDYHCLETFGSMFSQDIPIHAGTTINFRRTTDGHLITEIGGNHIG---~
SVGSRLHKFG--GCDNKELLQRFTSQFKDEIKLPRGSI IELSRDHDY ILHTTIDGKEVG-~~-~
GLGAAIKKLT--GGKNEELTKKIMGEASDDIKLNSGSVIEISRLPGYVLQTKVKGEIVS——~--
AAAA AAAAH A AAA A A

NVVIENKPLSEAVLESMIG-KNGVSPAAKRSLAKRVSEML--EKSNAEEST--
NAVIENKQLSEAVLDSIIG-EHGVSPARKCSIAKRVSELLVCEKPGSELSSVQ
EIEVENANVVEMMKKWYLGGTRGVSPTTISSLANNICVELSK-————————-~
DATIESPNVASALFDVFLG-GDPVSPTLKASVAKGLEATLK-—--— ==
——AVQSRELCRAIFDMYIG-DVPICEDTKEEIGKNVASIIRGC——- S
——SIQSKLLCRSILDLYIG-DESFDHKANEDVESNLASLLHK--—- =
—-—-KVESELLCRAFIYMYLG-DDPFDKEAKEKFGTSMLSLF——————=——————

Figura 1-5. Alineamiento de proteinas de los distintos miembros de la familia CHI de
tomate. Se seflalan con distintos colores aquellos aminodcidos importantes para el
funcionamiento de la proteina de acuerdo con Jez et al. (2000). En negrita (*) aminoacidos
que definen el entramado de puentes de hidrégeno del sitio catalitico, en verde (+)
aminodcidos del sitio de unién de la (2S5)-naringenina y en azul (") otros aminoacidos
importantes conservados. Alineamiento realizado con el programa Clustal X.
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CHI2

CHI3

CHI4

100 CHI6

93 I
66 CHI7

100 —— CHI5

chi

Figura 1-6. Arbol filogenético consenso de la
familia CHI de tomate. Andlisis realizado con el
método de parsimonia. Los nimeros indican los
valores del analisis de bootstrap.

Al igual que ya se hiciese para la familia CHS, se realiz6 una bisqueda en
la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de secuencias
CHI conocidas de diversas especies vegetales para establecer las relaciones
de los distintos miembros de la familia CHI de tomate con ellas. La Tabla del
Anexo III muestra las especies seleccionadas y el niimero de secuencias CHI
incorporadas en el andlisis de cada una de ellas. Para el anélisis filogenético
se empled una proteina del hongo F. graminearum homologa de la secuencia
de aminodcidos CHIIA de G. max como outgroup (Dastmalchi y
Dhaubhadel, 2015). De nuevo, para facilitar la visualizacién del arbol, se
decidi6 reducir el niimero de CHI llevando el mismo criterio que en el caso
de la familia CHS.

La Figura 1-7 muestra el arbol filogenético consenso de CHI de diversas
especies. En este caso, CHI2 y CHI3 agruparon con varias secuencias de
proteina con funcién CHI conocida y con varias secuencias CHI putativas de
G. max, mientras que CHS4 de tomate agrup6 con la proteina CHIL de
A. thaliana. Por su parte, el resto de las CHI de tomate agruparon con las
diferentes secuencias FAP de A. thaliana. Asi, chi y CHIS de tomate
aparecieron formando un grupo robusto junto con FAPI, las secuencias
CHI3B1 y CHI3B2 de G. max y otras secuencias de pimiento y patata. CHI7
apareci6 en el mismo clado que FAP2 de A. thaliana junto con las CHI3C de
G. max mientras que CHI6 aparecié agrupada con FAP3 y las secuencias
CHI3A de G. max.
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S.lycopersicum CHI3

o ‘&= S.pennellii XP 015076557

W S tuberosum XP 006348611

S.melongena ANN02871

l.edule AMQ48678

= A.arborescens AMQ48683
S.lycopersicum CHI2

o= S.pennellii XP 015075260

'S— S.tuberosum XP 006348610
[ [ A thaliana CHI AAA32766
' G.max CHI2 Glyma20g241700

G.max CHI1B1 Glyma20g241600
_E’é_- G.max CHI1B2 Glyma20g292200
'8— G.max CHITA Glyma20g241500

1R F G.max CHI4A Glyma06g143000
= G.max CHI4B Glyma04g222400

f=3
(=]

(=]
<,

S.pennellii XP 015074627
S.tuberosum XP 006365329
S.lycopersicum CHI4
C.annuum XP 016573439
P.hybrida BAJ10400
A.thaliana CHIL At5g05270
l—‘_ A.thaliana FAP3 At1g53520
= N.caerulescens JAU22602
S.lycopersicum CHI6
1R o= S.pennellii XP 015080283
S.tuberosum XP 006348346
(=) C.annuum XP 016581062
S T.cacao EOY13610
!—‘_' G.max CHI3A1 Glyma13g262500
S G.max CHI3A2 Glyma15g242900
G.max CHI3C1 Glyma14g098100
= G.max CHI3C2 Glyma17g226600
T.cacao EOY30062
‘o= G.arboreum KHG27551
S.lycopersicum CHI7
‘o= S.pennellii XP 015083490
@Gl— S.tuberosum XP 006353847
C.annuum XP 016537789
é— C.annuum XP 016537791
A.thaliana FAP2 At2g26310

F G.max CHI3B1 Glyma03g154600
cy G.max CHI3B2 Glyma19g156900

. C.olitorius OMP05062
o _Egrcacao EOX94748
~—— M.esculenta OAY49711

S.lycopersicum CHI5
S S.pennellii XP 015077046
== S.tuberosum XP 006352775
C.annuum XP 016577384
A.thaliana FAP1 At3g63170

S.pennellii XP 015065487
_E’; S.lycopersicum chi
|, = C.annuum XP 016561934

S C.sinensis AHB32112
F.graminearum XP 382272

“E

89

[

Y
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Figura 1-7. Arbol filogenético de CHI de varias especies de plantas. Se emple6 una proteina
del hongo F. graminearum homdloga de la secuencia de aminodcidos CHI1A de G. max como
outgroup. Analisis realizado con el método de parsimonia. Los nimeros indican los valores del
analisis de bootstrap. En rojo, las proteinas CHI de tomate.
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La hidroxilacion de la flavanona para dar lugar a dihidroflavonoles y
posteriormente flavonoles es realizada por las enzimas flavanona 3-
hidroxilasa (F3H) y flavonol sintasa (FLS), respectivamente. En el genoma
de tomate hay ocho genes identificados como F3H, de los cuales cuatro estan
anotados como potenciales F3H-FLS. Adicionalmente, hay un udnico gen
anotado como FLS. Se realiz6 un andlisis previo comparativo entre las
proteinas anotadas como F3H por un lado y F3H-FLS por otro y se observo
que no habia diferencias a nivel de secuencia que sustentaran la necesidad de
estudiarlas por separado. Es por ello que, dada la similitud funcional y de
secuencia proteica, se decidié estudiar todas estas proteinas como una tnica
familia. Como en los casos anteriores, los identificadores de los loci de cada
una de las F3H-FLS junto con el nombre que se les ha asignado en este
trabajo se encuentran en el Anexo 1.

La Figura 1-8 muestra el alineamiento de proteinas de la familia F3H-FLS
de tomate. Como ya ocurri6 en la CHS, varias de las F3H se correspondieron
con fragmentos. Asi, a F3H6-FLS le falta el extremo C-terminal de la
proteina, mientras que F3H7-FLS es un fragmento C-terminal y F3H8 un
fragmento anterior del extremo C-terminal. Como ya se observo con CHSS y
CHS6, las F3H7-FLS y F3HS8 corresponden a genes contiguos en el genoma
de tomate separados por 16 kb aproximadamente.

Mientras que las estructuras de las enzimas CHS y CHI han sido
estudiadas por cristalografia de rayos X y se conocen los aminoacidos de los
sitios cataliticos, no hay realizado ningtn trabajo similar con la F3H 6 FLS.
Sin embargo, se han identificado algunos aminoacidos que participan en el
sitio activo favoreciendo la unién al hierro y al 2-oxoglutarato (Lukadin ef
al., 1997, 2000; Tu et al., 2016). Como se puede observar en la Figura 1-6
ambos motivos estan conservados en todos los miembros de la familia con
excepcion de F3H6, F3H7-FLS y F3HS.
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F3H1
F3H8
F3H5
F3H2
F3H3
F3H6
FLS1
F3H4
F3H7

F3H1
F3H8
F3H5
F3H2
F3H3
F3H6
FLS1
F3H4
F3H7

F3H1
F3H8
F3H5
F3H2
F3H3
F3H6
FLS1
F3H4
F3H7

F3H1
F3H8
F3H5
F3H2
F3H3
F3H6
FLS1
F3H4
F3R7

F3H1
F3H8
F3H5
F3H2
F3H3
F3H6
FLS1
F3H4
F3H7

F3H1
F3H8
F3H5
F3HZ2
F3H3
F3H6
FLS1
F3H4
F3RH7

MAPSTLTALANEKTLETSFIRDEEERPKVAYNKFSDEIPVISLOGIDDVNGRRSEICERIVNA
————— METLRVQLLAEKSEISVPSQYVQPPETRPQIEKTNVKSAVPVIDLNSRTNLLDELKKA
—---METKVISSGINHSTLPQSYIRPESDRPRLSEVVDCEN-VPIIDLSCGDQAQIIRQIGEA
—-MMTTTSVLSSGFNHSTLPQSYVRPESQRPCMSEVVDSDDLVPVIDMSCTDRNVIVHQIGEA
——————— MENIISSKVETLPPTYVIPMHERP-LASVPIVKE-IPVIDLGEEQ-TVVAQQLVKA
———MENNLVSNWCKNVQTLPESYIFPEDERPGEPIVPLSGS-SPIIDLTTHQ-HDQAQQIIKA
***** MEKHNTKWENVECVPQCFTFSHEERPGDAHIPICTK-IPVIDVGKSQKNETIKQLLOA

CKEWGVFQVINHKVPISLLDDIMRVGRTFFGGCEMEEKLKYSCDSASPASEGYGSRMLVASNE
COTYGFFQVINHGVPKEVVEKMLGVAGEFFNLPVEEKLKLYSDDP--—-SKTMRLSTSFNVKKE

CRLYGFFQVINHGVSKKAMDEMLG-—————-———-————————————————— TMRLSTSFNVKKE
LEQYGFFQVTNHGVPENLMDKAMEVYEEFFNLPMEEKENYANV-—-—— AKILYTSNRENYNSK
SQDFGYFQVINHGISETLLEETVDVLKEFFEMPAKEKAKYYSVDPN--SKCKLYTSTMNYSNE
GODFGFFQVINHGISENVATQALSTFEEFFNNITDEDKVNVAS————— RKGWMFTGSEEEVEN

TVLDWRDYFDHHTLPLSRRNTSHWPDSPADYRKVVAEY SDHMKALAQELLGLVSESLDLTCQC
TVHNWRDYLRLHCYPLEKYAP-EWPSNPSSFREIVSRYCREIRQLGFRLEEAIAESLGLDKEC
TVHNWRDYLRLHCYPLDKYAP-EWPSNPPSFREIVSKYCMEVRELGYRLEEATISESLGLEKDC
EHKYLKEILEHNSNIDGQDKR-IWPSNPPIYRDVIGSYSSEVRKLSMIIFDLVSKGLGLEEGY
DKHYWRDALAHHCHPIQHFLP-FWPEKPTRYREVISAYSIETRKLITKISDVISEGLGLEKGY
GVHLWRDNIKHPCHPLHKCMQ-SWPDKPASYRKVVGRYVAEIRKLSLTILELIGQGLGIESGY
A A
LTKACVDMDQOKVVVNEYPKCPEPDLTLGLKRHTDPGTITLLLODQVGGLOATKDNGKTWITVQ
—————— MGTMAINVKYYPTCPNPSITIWSRRHYDMSCITLLFODKTGGLYVRGTKGNNWIHIT
IENVVGEFYQNITISYYPPCPQPELTLGLOSHSDFGVITLLIQDDVGGLEVENN--GEWVSVN
IKDVLGEQGOHMAINYYPPCPQPELTYGLPAHTDPNSLTILLODLOVAGLOVLKD-GKWLAVK
IKNVLGEQGQHMAINFYPQCPQPELTYGLPAHTDPNAITILLODLOVAGLQVLKD-GEKWLSIK
FG---KDHEQKMIVHHFPVCPGSSSTLGMDGHCDPNLITIYQQ-—————==——————=——————
FGG-ELSKVQMLLVNCYPPCPDPNLALGMHSHCDENLFTILLODNVCG-LQIFKD-GKWIAVE
FD--EQSQVQLLSANNYPPCPDPSLTLGILKHLDPSLITIIYQGNVSG-LOVLVD-GKWMCVE
A * %
PVEGAFVVNLGDHGHYLSNGRFKNADHQAVVNSNSSRLSIATFONPAPDAKVYPLKIREGEKS
PIKGALVVNIGDSMHIMSNDRYK-IIEQCASDLSTTRIYCTAILNSSLDSVIGPFP-—————-
PMSNAICVILADQTEIITNGEYKSAQHRAVINAGRSRLSIATFHDPAKTRQISPVEHPPRHRP
POPDAFVINLGDQLOAVSNGKYRSVWHRAIVNSDOQARMSVASFLCPCDSAKIS-APKLLTEDG
POPNAFVINLGDQLEALSNGKYKSIWHRAIVNSDKARMSVASFLCPNDCSIIS-APKTLTEDG
PIPNAFVVIIGCQLQITSNNKLKSVIHRAVTINSKETRICVGNEVIPSSDCHIEPASDLVNGTT
AVEPNAFVVNIGNQLEMISNGMLRSVMHRAVTNSKEARTSTALFVNFTPNSIVEPAKVLLN-ES
ffffffffffffffff MSNDRYKSVEHCVAVDSSRARISVPLFVNECFDSVIGPFSQMLK~DG

IMDEPITFAEMYRRKMSKDLELARLKKLAKEEKIQTEEAKLESKPIEEILA
VIYGDHVSSWYTKGPEGKRNLDALLL - -

SPVIYQDFTYAEYYNKFWSRNLDQQHCLELFKN-—-—-——————————————
SSAIYRDFTYAEYYEKFWSRNLDQEYCLELFKNDGT =====—=========
NIPAYKPYQYKEFLHTYATNHGDFEAVLOSYKL-—=———=——==——e———m
NPPLYKSILYKDFINASKAFGAHTDAIQNDV-—--—————————————————
EKPVYKHVLESDYWNYFFRKRPSGKASLDFAKI ——=———————=———=———

Figura 1-8. Alineamiento de proteinas de los distintos miembros de la familia F3H-FLS
de tomate. En rojo (") se sefialan los aminoacidos responsables de la unién a Fe(I) y en
verde (*) los involucrados en la unién al 2-oxoglutarato. Alineamiento realizado con el
programa Clustal X.
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La Figura 1-9 presenta los arboles filogenéticos consenso de la familia
F3H-FLS incluyendo y sin incluir las secuencias proteicas incompletas. Asi
F3H2 agrup6é con F3H3-FLS mostrando ambas la similitud de secuencia
encontrada dentro de esta familia, 75%. Los fragmentos C-terminal F3H7-LS
y F3H8 formaron un grupo igualmente y presentaron una identidad del 54%.
Por su parte, F3H4-FLS y FLS1 formaron también un grupo junto con la
F3H6-FLS. La eliminacién de las secuencias incompletas no modificé las
relaciones entre las secuencias, pero si mejor6 la confianza de las ramas del
arbol (Figura 1-7B). Finalmente, F3H1 y F3HS5 agruparon entre si.

A B
F3HI1

71 I: F3HS8 F3H4-FLS
F3H7-FLS FLS1

68 100 F3H2 100 —— F3H2
— F3H3-FLS 100 L F3H3-FLS
g [ F3HEFLS g7 —— F3HI
— FLSI L F3H5
L F3H4-FLS
F3H5

Figura 1-9. Arbol filogenético consenso de la familia F3H-FLS de tomate. A, incluyendo las
secuencias F3H6-FLS, F3H7-FLS y F3HS8. B, excluyendo las anteriores secuencias. Andlisis
realizado con el método de parsimonia. Los nimeros indican los valores del andlisis de
bootstrap.

La Figura 1-10 muestra el arbol consenso de las secuencias F3H y FLS
de diversas especies encontradas en la base de datos NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (ver Tabla anexo III). Para el anélisis
filogenético de esta familia se emple6 la secuencia 1s68 28V 6.3 de P. patens
como outgroup. Esta proteina pertenece a la clase DOXC2 de la superfamilia
de las dioxigenesas dependientes de Fe(Il) y 2-oxoglutarato (Kawai et al.,
2014). F3H1 de tomate agrup6 con las proteinas con funcién F3H conocida
de diversas especies como P. hybrida y A. thaliana. F3H2 y F3H3-FLS de
tomate agruparon en un mismo clado que incluye la proteina DMRG6
(DOWNY MILDEW RESISTANCE) de A. thaliana y su homdloga en maiz,
N. tomentosiformis y C. annuum. Por su parte F3H5 de tomate agrup6 con las
proteinas de funcién FLS y ANS (ANTOCIANINA SINTASA) conocida.
Finalmente, FLS1 y F3H4-FLS de tomate se localizaron en otro clado donde
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la unica proteina con funcién conocida fue H6H (HIOSCIAMINA 6-
HIDROXILASA) de D. stramonium 'y A. belladonna.

S.lycopersicum F3HS
'@==S.pennellii XP 015055584.1
S.tuberosum XP 006352619.1
C.annuum XP 016545570.1
N.tabacum XP 016481965.1
L.nil XP 0191524771
C.clementina XP 006429806.1

P.crispum FLSI AAP57395
F I_I:_zé": P.hybrida FLS1 CAA80264
S A.thaliana FLS1 At5g08640

L A.thaliana ANS tds4 At4g22880

S.pinnatisectum F3H AAX63401
‘o= S.tuberosum F3H AEN83504.
S.lycopersicum F3H1
P.hybrida F3H AAC49929
= N.sylvestris XP 009765543
E C.canephora CDP01900
— E.exaltatum F3H BAD34459

= V.vinifera CAN61951
-}

A.thaliana F3H AT3G51240
_i B.napus F3H ABFG0660
D.caryophyllus F3H CAA49839
P.crispum FNSI AY817680.1
—% D.carota FNS| AAX21542
S C.maculatum FNS | ABG78795

S.lycopersicum F3H2
S.pennellii XP 015068196.1
S.tuberosum XP 006347521.1
C.annuum DMR6 XP 016564214.1
N.tomentosiformis DMR6 XP 009608170.1
Cal N.tabacum NP 001312875.1
S.lycopersicum F3H3FLS
S.pennellii XP 015078769.1
S.tuberosum XP 006347314.1
C.annuum XP 016578096.1
E.guttata XP 012843608.1
E D.carota KZN01818.1
S.oleracea KNA09133.1
A.thaliana DMR6 At5g24530
C.sativa XP 0104212781
> E.salsugineum XP 006394708.1
e — T.hassleriana XP 010541508.1
Z. mays FNSI GRMZM2G09967
— A-thaliana DLO2 At4g10490
- g— A.thaliana DLO1 At4g10500
S.lycopersicum F3H4FLS
S.pennellii XP 015087173.1
S.pennellii XP 015087174.1
S.tuberosum XP 006351649.2
N.sylvestris XP 009783513.1
C.annuum XP 016565515.1
E.guttata EYU46466.1
D.carota KZN04856.1
M.notabilis XP 010111901.1
F.vesca XP 004292202.1
E.grandis KCW84720.1
O S.indicum XP 011083312.1
|_E D.stramonium H6H ALD59776
A.belladonna H6H BAA78340
L = S.lycopersicum FLS1
P.patens 1s68 28V6.3
Figura 1-10. Arbol filogenético de F3H y FLS de varias especies de plantas. Se empled la

Of

proteina 1s68V6.3 de P. patens como outgroup. Andlisis realizado con el método de
parsimonia. Los nimeros indican los valores del andlisis de bootstrap. En rojo, las proteinas
F3H y FLS de tomate.
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I1. Analisis de expresion génica

La seleccion de los genes enddgenos para los andlisis de expresién se
realiz6 a partir de la informacion proporcionada por Expdsito-Rodriguez et
al. (2008) para distintos tejidos de planta de tomate. En fruto de tomate se
seleccionaron los estadios de ovario en antesis y fruto en verde inmaduro,
verde maduro, pintén y rojo maduro. En los estadios de fruto se estudiaron
por separado el epicarpo y mesocarpo. Esta separacion de tejidos no se llevo
a cabo en el ovario dado el tamafio del mismo. Los genes seleccionados para
los diferentes estadios del desarrollo y tejidos de fruto fueron CAC, EXP y
SAND. Dichos genes presentaron un coeficiente de variacion entre estadios y
tejidos de fruto de 0,21 por debajo del 0,25 considerado como méaximo
aceptable para un panel homogéneo de tejidos o estadios (Hellemans et al.,
2007). En el caso de la hoja se escogieron tres estadios que correspondieron a
brote apical, tercera y octava hoja contando desde el 4pice. Los genes
endogenos empleados fueron CAC, EFal y EXP, y presentaron un
coeficiente de variacion entre estadios de 0,17. Finalmente se estudiaron dos
estadios del desarrollo de raiz, uno 96 horas después de la germinacién de la
semilla y otro correspondiente a la raiz de una planta con cinco hojas
verdaderas. Los genes enddgenos que se seleccionaron mostraron un
coeficiente de variacién de 0,12 y fueron CAC, SAND y EXP.

La Figura 1-11 muestra la expresién en fruto de los distintos miembros de
la familia CHS. CHS2 y CHSI presentaron expresion elevada en fruto
mientras que el resto mostraron una expresién baja. CHS3 por su parte no se
expreso en ninguno de los tejidos o estadios de fruto. En general, todos los
genes CHS fueron especificos de epicarpo mostrando nada de expresion o
muy poca en el mesocarpo. La excepcion fue CHS4 que mostrd expresion
similar en epicarpo y mesocarpo. CHS2 se expresd en todos los tejidos de
epicarpo y en ovario y mostrd dos maximos, uno pequefio en verde inmaduro
y otro considerablemente mayor en pintdn. El patrén de expresidon de la
CHSI fue similar, hubo expresion en ovario y en todos los tejidos del
epicarpo y el maximo estuvo en el estadio pintén. A diferencia de CHS2, la
expresion en ovario fue superior y similar a la observada en epicarpo verde
inmaduro. CHS6, CHS5, CHSA y CHS7 mostraron un aumento en la
expresion durante la maduracion alcanzando el maximo en rojo maduro. Con
respecto a CHS4 la expresion fue similar en epicarpo y mesocarpo durante el
desarrollo y se alcanz6 el maximo en el mesocarpo de rojo maduro.
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Figura 1-11. Cantidad relativa (CR) de
ARNm presente en distintos estadios y
tejidos de fruto de tomate para cada uno de
los genes de la familia CHS. O: ovario,
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro,
P: pintén, RM: rojo maduro. Los datos se
presentan como medias * SE.
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En la Figura 1-12 se presentan la expresién en fruto de los diferentes
miembros de la familia génica CHI. Al contrario de lo que se pudo observar
con la familia CHS, los diferentes genes CHI mostraron expresion especifica
de estadio del desarrollo, pero no de tejido. La excepcidon fue CHI4 que se
expresé principalmente en el epicarpo y tuvo muy poca expresion en el
mesocarpo. CHI4 mostré una expresion similar en el ovario y en los estadios
de verde inmaduro y verde maduro para luego alcanzar el maximo en pintén
y posteriormente caer en rojo maduro. CHI6, CHI5 y CHI3 presentaron
patrones de expresion similares con un maximo en verde inmaduro tanto en
epicarpo como en mesocarpo y disminucién en estadios posteriores del
desarrollo. En el caso de CHI3 la expresion en ovario fue similar a la de
verde inmaduro El gen chi presentd un maximo en ovario seguido de valores
menores y similares a lo largo del desarrollo y maduracién tanto a nivel de
epicarpo como mesocarpo. CHI7 también presentd un patrén de mayor
expresion en epicarpo de estadios iniciales del desarrollo. Por dltimo, CHI2
mostrd valores bastante bajos pero especificos de maduracion con un miximo
en pintény rojo maduro.

En el caso de las familias F3H y FLS se identificaron varios
comportamientos (Figura 1-13). F3H4-FLS, F3H5, F3H6-FLS y F3HS
fueron especificos de epicarpo y de maduracion mostrando los mayores
niveles de expresion en rojo maduro y con valores muy bajos a lo largo del
desarrollo. Por su parte F3H3-FLS se expresd principalmente en verde
inmaduro tanto en epicarpo como mesocarpo mientras que F3H2 se expresé
ademas en verde maduro. En ambos casos la expresion durante la maduracién
fue muy baja. F3HI mostr6 una expresion elevada en verde inmaduro tanto
en el epicarpo como en el mesocarpo, pero en estadios mas avanzados del
desarrollo e inicio de la maduracién esta expresion estuvo restringida al
epicarpo. La expresion de FLSI fue muy baja y estuvo limitada al ovario y el
epicarpo pintén. Finalmente, no se detectd amplificacién en ninguno de los
tejidos o estadios de fruto para F3H7-FLS.
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Figura 1-13. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios y tejidos de
fruto de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H y FLS. O: ovario,
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintén, RM: rojo maduro. Los datos se
presentan como medias + SE.
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De modo general, los genes CHS, CHI y F3H que mostraron mayor
expresion en fruto fueron los mismos que lo hicieron en hoja. La Figura 1-14
muestra la expresion de los miembros de la familia génica CHS en diferentes
estadios del desarrollo de hoja. Como ya se ha mencionado con anterioridad,
CHS1 y CHS?2 presentaron valores considerablemente superiores al resto de
los genes. Se identificaron varios patrones de expresion. Por un lado, CHS/,
CHS2 y CHS4 mostraron mayor expresion en el brote apical y ésta disminuy6
con la expansién y desarrollo de la hoja. Por otro, CHS5, CHS6 y CHS7
mostraron mayor expresion en los estadios de desarrollo y expansion foliar,
hoja tercera y octava. Finalmente, la expresion de CHSA fue similar en los
diferentes estadios. No se detectd expresion de CHS3.
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La expresion en hoja de los diferentes genes que forman la familia CHI se
muestra en la Figura 1-15. CHI4, CHI3 y CHI7 mostraron una expresion
superior en los estadios iniciales del desarrollo foliar disminuyendo en la hoja
octava. Por otro lado, CHI6, CHI5 y CHI2 mostraron un comportamiento
contrario aumentando su expresion a lo largo del desarrollo. Por su parte chi
presentd un maximo transitorio en la hoja tercera que disminuy6 con la
expansion foliar.

La expresion en hoja de los genes de las familias F3H y FLS se muestra
en la Figura 1-16. De nuevo se identificaron diferentes patrones de expresion.
F3HI y F3H3-FLS disminuyeron su expresion con el desarrollo hasta
alcanzar un minimo en la octava hoja. F3H2, F3H4-FLS y F3H5 mostraron
un nivel de expresiéon similar en los estadios iniciales del desarrollo y
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posteriormente aumento en la hoja octava. Por su parte, F3H6-FLS, F3HS y
FLS1 aumentaron su expresion en la tercera hoja y la mantuvieron a lo largo
del periodo de expansion foliar. No hubo expresién en hoja de F3H7-FLS.
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Figura 1-16. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios del desarrollo
de hoja de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H y FLS. BA: brote apical,
H3: tercera hoja contando desde el apice, H8: octava hoja contando desde el dpice. Los datos
se presentan como medias + SE.

La Figura 1-17 muestra la expresion en raiz de los miembros de la familia
CHS. Al contrario que en fruto y hoja donde la CHS1 y CHS2 se expresaron
considerablemente mas que el resto de las CHS, en raiz sus niveles de

96



Analisis de expresion génica

expresion fueron similares a los de CHSA y CHS5. En la mayoria de los
genes la expresion disminuy6 al avanzar el desarrollo de la raiz, no
detectandose en CHSI y CHS2 expresion en la raiz de plantas con cinco
hojas. La excepcion fue CHSA cuya expresion aument6 con el desarrollo de
la raiz. Los genes CHS3 y CHS4 no se expresaron en los tejidos de raiz
estudiados.
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Figura 1-17. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios
del desarrollo de raiz de tomate para cada uno de los genes de la familia
CHS. RO: raiz 96 h después de la germinacidn, RS: raiz de plantas con cinco
hojas verdaderas. Los datos se presentan como medias + SE.

En la Figura 1-18 se presentan los datos de expresion en raiz de los genes
de la familia CHI. Al contrario de lo observado con CHS, donde la mayoria
de los genes disminuyd su expresiéon con del desarrollo de la raiz, en la
familifa CHI se observd aumento de expresion con el desarrollo en varios
genes. Asi, CHI6, CHI5 y CHI3 aumentaron su expresion en el estadio de
raiz de plantas con cinco hojas. Por su parte, chi, CHI4 y CHI2 mostraron el
comportamiento contrario, una disminucién con el desarrollo, mientras que
CHI7 present6 valores de expresion similares en ambos estadios.
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Finalmente, la expresion en raiz de los distintos genes F3H y FLS se
muestra en la Figura 1-19. En este caso ocurri6 como en la familia CHI
algunos genes aumentaron su expresion con el desarrollo mientras otros
disminuyeron. Asi F3H2, FLSI, F3H3-FLS y F3HI aumentaron su expresion
con el desarrollo mientras que F3H4-FLS, F3H5 y F3H8 mostraron el
comportamiento opuesto a saber, una disminucién con el desarrollo. Por otro
lado, en F3H6-FLS y F3H7-FLS sdlo se detect6 expresion en el estadio de
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1-18. Cantidad relativa (CR) de
ARNm presente en distintos estadios del
desarrollo de raiz de tomate para cada uno de
los genes de la familia CHI. RO: raiz 96 h
después de la germinacidn, RS: raiz de plantas
con cinco hojas verdaderas. Los datos se

presentan como medias + SE.

raiz de plantula 96 horas tras la germinacion.
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Figura 1-19. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos
estadios del desarrollo de raiz de tomate para cada uno de los genes de las
familias F3H y FLS. RO: raiz 96 h después de la germinacidn, RS: raiz de
plantas con cinco hojas verdaderas. Los datos se presentan como
medias + SE.

Adicionalmente, se aprovechd el conjunto de datos de qPCR para
comparar el calculo de las eficiencias de los cebadores empleando el
programa LinReg con lo obtenido a partir de las rectas de calibrado. Los
valores promedio obtenidos con el programa LinReg, a partir de la pendiente
de la fase exponencial de la curva de amplificacion, fueron bastante similares
entre los distintos cebadores, oscilando entre 1,72 y 1,79. Asi, los valores de
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las eficiencias de los cebadores empleados en este trabajo fueron mas
homogéneos cuando se calcularon a partir de las curvas de amplificacion que
los que se obtuvieron a partir de las curvas de calibrado (valores
comprendidos entre 1,88 y 2,01; Anexo I). Sin embargo, los valores de
eficiencia que se obtuvieron a partir de las curvas de amplificacién fueron
inferiores a 1,8 que se considera el valor minimo estandar (Remans et al.,
2014). Se considera que estos valores mas bajos se pueden deber a una menor
precision del método (Hellemans et al., 2007). No obstante, el célculo de las
eficiencias a partir de las curvas de amplificaciéon permite estudiar la
variablidad que pueda existir entre muestras (Hellemans et al., 2007). De este
modo, se estudié también la variabilidad de la eficiencia entre tejidos y
estadios dentro de un mismo tejido para cada gen obteniéndose un coeficiente
de variaciéon < 0,017 en todos los casos. Estas diferencias entre estadios
dentro de un mismo tejido no modificaron los patrones de expresion
observados. En el Anexo IV se muestran los datos de expresion, calculados a
partir de la eficiencia obtenida con el programa LinReg, para cada uno de los
genes y tejidos estudiados. Como se puede observar, la principal diferencia
con los datos de expresion con la recta de calibrado (Figuras 1-9 a 1-16) fue
la cantidad relativa obtenida para cada gen. Teniendo en cuenta lo antes
expuesto y que ademas las rectas de calibrado con cDNA, de acuerdo con lo
sugerido por Remans et al. (2014), s6lo se pueden hacer con aquellos genes y
tejidos que tengan una expresion muy elevada, se decidi6 emplear en el resto
de capitulos de la presente memoria el programa LinReg para el cilculo de
las eficiencias de los cebadores.
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DISCUSION

Los resultados de expresion presentados en esta memoria concordaron a
grandes rasgos con la informacion presente en las bases de datos (ver Anexo
V). Es necesario mencionar que en este trabajo el andlisis de expresion se
llevé a cabo con MM mientras que los referidos en las bases de datos se
realizaron con ‘Ailsa Craig’, ‘M82’ y ‘Heinz 1706-BG’ y en cada caso se
emple6 un método distinto. Por otro lado, cada ensayo se realiz6 en un tejido
o estadio diferente por lo que las comparaciones s6lo pueden ser
aproximadas. S6lo en dos casos se observaron discrepancias notables entre
los resultados de las bases de datos y los obtenidos en esta memoria. El
primero de ellos fue CHS7 que apenas se expresd en ninguno de los tejidos
estudiados y, sin embargo, de acuerdo con los datos en ‘Ailsa Craig’ se
expresa en el epicarpo a 10dda. Por otro lado, F3H7-FLS s6lo amplific6 en
tejidos de raiz y con una expresion muy baja. Sin embargo, de acuerdo con la
informacion disponible en la base de datos se expresé diferencialmente en el
mesocarpo de 10dda y en el pericarpo de fruto pintdn de ‘Ailsa Craig’ si bien
esto no se corrobord en ‘Heinz 1706-BG’ donde no se detect6 en ninguno de
los tejidos y estadios analizados (Anexo V).

El analisis de la familia CHS de tomate ha permitido identificar dos
pseudogenes dispuestos en tindem en el genoma (CHSS5 y CHS6) que
corresponden a los fragmentos C y N-terminal de una proteina CHS. Dada la
funcién clave de la Cys del sitio catalitico de las PKS III (Lanz ef al., 1991;
Jez et al., 2000b) es improbable que ninguna de estas proteinas tenga
funcion, ya que CHSS no tiene la Cys catalitica y CHS6 so6lo tiene la Cys
pero no el resto de la proteina necesaria para la actividad catalitica. Esto
coincidié con una expresion casi nula de ambos genes en todos los tejidos
estudiados. Por su parte, CHS3 y CHS4 fueron las enzimas més alejadas de
aquellas con funcién CHS conocida (CHS1 y CHS2) (Schijlen et al., 2007;
Espafia ef al., 2014b). Ambas enzimas mostraron proximidad filogenética con
la proteina de maiz ASCL (Anther-specific CHS-like) (Han et al., 2016). Las
ASCL son un grupo de PKS III que se han identificado en varias especies
vegetales y muestran similitud con algunas PKS III de microorganismos
(Saxena et al., 2003; Sankaranarayanan et al., 2004; Mizuuchi et al., 2008).
Catalizan la condensacion secuencial de varias moléculas de malonil-CoA
con 4cidos grasos de cadena larga para producir alkil a-pironas (Mizuuchi et
al., 2008; Koduri et al., 2010). En A. thaliana e Hypericum perforatum L. se
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ha observado que los genes ASCL estan involucrados en la sintesis de la
esporopolenina (Dobritsa et al., 2010; Jepson et al., 2014). Sin embargo, la
cantidad de flavonoides en las anteras de less adhesive pollen 5 (lap5) y lap6,
mutaciones en los dos genes ASCL presentes en A. thaliana, estuvo
significativamente reducida, lo que sugiere que estos genes participarian
ademas en la sintesis o regulacién de los flavonoides (Dobritsa et al., 2010).
Esto estaria de acuerdo con la falta de expresién de CHS3 en fruto, hoja o
raiz obtenida en el presente trabajo, asi como con la expresion de CHS3 en
botones florales registrada en la base de datos (http://ted.bti.cornell.edu/;
Tomato Genome Consortium, 2012; Chakrabarti et al., 2013). No obstante,
este no fue el caso para CHS4 ya que si se detectd expresion, aunque baja, en

algunos tejidos de fruto y hoja. En A. thaliana e H. perforatum también se ha
observado expresion de alguno de los genes ASCL en tejidos distintos de la
antera (Karppinen y Hohtola, 2008; Kim et al., 2010) lo que indica que
algunos de estos genes podrian tener funciones adicionales a la sintesis de
esporopolenina en otros tejidos. La modificacién de la expresion de uno de
estos genes ASCL en hojas de H. perforatum en respuesta a herida, acido
abscisico y 4cido jasmodnico apunta en este sentido (Jepson et al., 2014).

Igualmente, la proximidad de CHSA con CHSB de P. hybrida y otros
genes CHS de I. purpurea sugiere que esta enzima tampoco tiene funcion
CHS (Clegg y Durbin, 2000). El estudio filogenético de las PKS III llevado a
cabo por Abe y Morita (2010) incluyé a las enzimas PACHSB, IpCHSA e
IpCHSB en el grupo de las PKS III sin actividad CHS. Por el contrario,
mostraron mayor similitud con un grupo de poliquétido sintasas de Aloe
arborescens Mill. (Abe y Morita, 2010). Estas enzimas, entre las que se
incluye la pentaquétido cromona sintasa y la octaquétido sintasa, son
responsables de la condensacion de varias moléculas de malonil-CoA entre
si, aunque también son capaces de sintetizar, en menor medida, estilbenos y
chalconas hexaquétidos (Abe et al., 2005a,b; Shi et al., 2009). La expresion
de CHSA estuvo principalmente restringida a la raiz de plantas en desarrollo,
coincidiendo con lo registrado en la base de datos para ‘Heinz 1706-BG’
(Tomato Genome Consortium, 2012). Por su parte, en petunia s6lo se ha
detectado expresion de CHSB en semillas en respuesta a luz UV (Koes et al.,
1989b; Koes et al., 1990) mientras que en I. purpurea hubo expresion de
CHSA, CHSB y CHSC en tejidos de la flor pero no en hojas o raices (Durbin
et al., 2000). Por lo tanto, al contrario que las ASCL, no parece que haya una

102



Analisis de expresion génica

acumulacién preferente en un tipo de tejido de los poliquétidos aromaticos
posiblemente sintetizados por estas enzimas.

CHS7 es la unica proteina, al margen de CHS1 y CHS2, que
aparentemente se agrupa con las PKS III con funcién CHS (Abe y Morita,
2010). Su expresién fue muy baja en todos los tejidos y estadios estudiados
por lo que es posible que se exprese en otros tejidos o s6lo se exprese en
respuesta a algun tipo de estrés bidtico o abidtico, como ocurre en algunas
especies (Koes et al., 1989b; Fiorani et al., 2005; Dao et al., 2011). En
tomate se ha detectado expresion de CHS7 en el estilo de flores sin polinizar
(Lopez-Casado et al., 2012). Tampoco se puede descartar la posibilidad de
que el mecanismo de ciclacién empleado por CHS7 difiera de la CHS. La
ESTILBENO SINTASA (STS) es la enzima responsable de la sintesis de
estilbenos. STS y CHS emplean los mismos precursores y el mismo
mecanismo de condensacién pero difieren en la reacciéon de ciclacion
empleada (Ferrer et al, 1999). Ambas enzimas comparten una elevada
identidad aminoacidica, sin embargo, se ha detectado variabilidad en los
aminoacidos de dos laminas 3 que recubren el bolsillo de ciclacién y que
podrian estar involucrados en los diferentes mecanismos de ciclacién
empleados por cada una de ellas (Ferrer ef al., 1999). Precisamente, en esta
misma regién se ha observado varias sustituciones en los aminoacidos
responsables del bolsillo de ciclacién de la CHS7 (ver Figura 1-2).

El mutante de tomate anthocyanin free (af) se caracteriza por carecer de
antocianos en los tejidos vegetativos (Burdick, 1958). La reciente
identificacion del gen responsable de esta mutacion ha permitido determinar
que se trata de un gen CHI, cuya actividad ha sido demostrada indirectamente
al revertir la mutacidn tras la aplicacidén exdgena de naringenina (Kang ef al.,
2014). Concretamente, el gen responsable de Af se corresponde con CHI3 en
esta memoria. De los siete genes CHI presentes en tomate, dos de ellos CHI2
y CHI3 fueron los més parecidos a las CHIs candnicas (Jez et al., 2000b) y
presentaron ademas los aminoicidos que se postulan responsables de la
preferencia por la chalconaringenina como sustrato. Se trata por tanto de
CHIs pertenecientes al tipo 1. CHI3 se expres6 en estadios iniciales del
desarrollo de frutos y hojas, mostrando una expresion baja en raiz de planta
en desarrollo. Por su parte, CHI2 apenas se expresd en los tejidos estudiados
aunque si mostré expresion en los botones florales de ‘Heinz 1706-BG’
(Tomato Genome Consortium, 2012). Esto esta de acuerdo con lo descrito en

103



Analisis de expresion génica

la bibliografia referente a la expresion de CHI2 y CHI3 en hoja (Kang et al.,
2014).

Por su parte, CHIS5, CHI6, CHI7 y chi mostraron mayor similitud con las
proteinas CHI pertenecientes al tipo III, que se corresponde con FAPs (Ngaki
et al., 2012; Dastmalchi y Dhaubhadel, 2015). Las FAPs se dividen en tres
grupos, perteneciendo CHI5 y chi al grupo FAP1, CHI7 al FAP2 y CHI6 al
FAP3 (Ngaki et al., 2012; Dastmalchi y Dhaubhadel, 2015). Se desconoce la
actividad precisa de estos enzimas, aunque se ha mostrado que en A. thaliana
FAP1 interaccion6 preferentemente con acidos grasos saturados mientras que
FAP3 posiblemente se une a acidos grasos Cis 6 Cig insaturados (Ngaki et
al., 2012). La expresion de FAPI y FAP3 estuvo restringida a tejidos
reproductivos y a tejidos en estadios iniciales del desarrollo tanto en
A. thaliana como en soja mientras que, en A. thaliana, FAP2 se expres6 a lo
largo del desarrollo de la planta (Ngaki er al, 2012; Dastmalchi y
Dhaubhadel, 2015). En tomate, CHI5, CHI6, CHI7 y chi se expresaron
principalmente en tejidos jévenes, aunque hubo expresion a lo largo de todo
el desarrollo. chi esti descrito como uno de los varios genes del metabolismo
de los flavonoides regulado por ANTI, un factor de transcripcion tipo MYB
que favorece la acumulacién de antocianos (Mathews et al., 2003). Sin
embargo, su caracterizacidn como posible proteina involucrada en el
metabolismo de los 4cidos grasos hace necesario replantearse su funcion.

CHI4 pertenece al tipo IV de proteinas CHI también denominado CHI-
like (Ngaki et al., 2012; Dastmalchi y Dhaubhadel, 2015). Se ha demostrado
que algunas de estas enzimas estan involucradas en la sintesis de flavonoides,
si bien su actividad enzimatica no ha sido descrita (Morita et al., 2014; Jiang
et al., 2015). Varias de estas CHI tipo VI co-expresan con otros genes del
metabolismo de los flavonoides como CHI y CHS y se inducen por luz UV
(Wolf et al., 2010; Morita et al., 2014; Jiang et al., 2015). En A. thaliana se
ha observado que CHI-like interacciona fisicamente con CHI postulandose la
posibilidad de que formen un heterodimero (Jiang et al., 2015). Asi, CHI-like
actuaria como un potenciador de la actividad CHI, careciendo ella misma de
actividad catalitica (Morita et al., 2014; Jiang et al., 2015). Las diferencias de
peso molecular observadas entre proteinas CHI purificadas de distintas
especies, plantea la posibilidad de que éstas puedan formar dimeros (Bednar
y Hadcock, 1988; Jiang et al., 2015). Adicionalmente, se ha identificado una
region de la proteina CHI que podria estar involucrada en la dimerizacion
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(Gensheimer yMushegian, 2004). Los resultados de expresion presentados en
esta memoria mostraron una expresion coordinada de CHI4 con CHI2 en raiz
y con CHI3 en hoja, las dos unicas CHIs de tomate que, aparentemente,
tienen funcién chalcona isomerasa. Sin embargo, la elevada expresiéon de
CHI4 observada en epicarpo pintdn no estuvo acompafiada de una expresion
significativa de CHI3 6 CHI2. Esto plantea la posibilidad de que esta CHI4
pueda funcionar también como potenciador de otros enzimas de la ruta de los
flavonoides como CHS, de acuerdo con lo sugerido por Morita et al. (2010),
0 que sea capaz de interaccionar con las CHI tipo III.

La caracterizacion de la familia F3H-FLS de tomate permitié la
identificacién de tres miembros, F3H6-FLS, F3H7-FLS y F3HS, que
codifican para fragmentos N- y C-terminales, respectivamente y que apenas
se expresaron en los tejidos estudiados. Los otros seis miembros si
codificaron proteinas completas con los motivos de unién a Fe(ll) y 2-
oxoglutarato caracteristicos de esta familia (Hegg y Que, 1997; Clifton et al.,
2006). La mutacioén anthocyanin reduced (are) de tomate se caracteriza por
una reducciéon de antocianos (Yoder er al., 1994). Recientemente se ha
demostrado que el gen responsable de esta mutacién es F3HI (Maloney et
al., 2014). Sin embargo, la falta de actividad F3H detectada en este mutante
no explica su capacidad de sintetizar pequefias cantidades de antocianos
(Yoder et al., 1994). Se ha postulado la posibilidad de que otro miembro de
la familia F3H-FLS pudiera llevar a cabo su funcién, de manera aniloga a lo
observado in vitro en A. thaliana (Turnbull et al., 2004; Owens et al., 2008;
Maloney et al., 2014). No obstante, tal y como ha quedado reflejado en los
resultados, la conservacion de secuencia aminoacidica dentro de esta familia
es bastante baja y teniendo en cuenta la gran diversidad de funciones y
reacciones que pueden llevar a cabo las enzimas dioxigenasas dependientes
de 2-oxoglutarato y Fe(Il), y que se desconoce la actividad metabdlica de
muchas de ellas, es dificil especular al respecto. F3H2 y F3H3-FLS formaron
un clado con la proteina de A. thaliana DOWNY MILDEW RESISTANT 6
(DMR6), la cual participa en la resistencia a varios patégenos mediada por el
acido salicilico (van Damme et al., 2008; Zeilmaker et al., 2015), por lo que
es posible que estas dos enzimas estén también involucradas en mecanismos
de defensa. Recintemente, se ha demostrado que esta enzima DMR6 de
A. thaliana, al igual que su homéloga en maiz, tiene funciéon FLAVONA
SINTASA I (FNSI) mostrando por un lado que la enzima FNSI no esta
restringida a la familia Apiaceae (Gebhardt et al., 2007) y por otro
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postulando un papel de las flavonas en la resistencia a patdgenos mediada por
hormonas (Falcone-Ferreyra ef al., 2015). F3H4-FLS y FLS1 agruparon con
enzimas de funcién desconocida siendo HIOSCIAMINA 6-HYDROLASA
(H6H) la unica con funcién conocida. Esta enzima participa en la sintesis de
alcaloides catalizando la conversién de hiosciamina en escopolamina
(Hashimoto et al., 1991; Matsuda et al., 1991). La familia de las Solanaceae
se caracteriza por la acumulacién de glicoalcaloides en diversos tejidos como
fruto, hoja y raiz (Nagaoka et al., 1993; Yahara et al., 1996; Friedman, 2002).
Dado que la expresion de estas dos enzimas de tomate estuvo principalmente
restringida a la raiz, es posible que ambas enzimas esten involucradas en la
sintesis de alcaloides en dicho tejido.

La proteina F3HS5 se localiz6 en una rama distinta dentro del clado que
incluy6 a las proteinas con funcion ANS (ANTOCIANINA SINTASA) y
FLS conocida. Sin embargo, esta enzima de tomate apenas se expresd en
ninguno de los tejidos estudiados, lo que parece indicar que se trata de una
enzima que, bien se expresa en otros tejidos que no se han estudiado en esta
memoria, o bien su expresion esta inducida. Al tratarse de la dnica enzima
estudiada que agrupé con las FLS de funcion conocida, se plante6 la cuestion
de cudl es la enzima responsable de la acumulacién de flavonoles en fruto y
hoja de tomate (Stewart et al., 2001; Slimestad y Verheul, 2009). Dada la
proximidad filogenética observada entre las enzimas ANS y FLS (Figura 1-
10) se identificaron las enzimas anotadas como ANS en el genoma del tomate
y se estudié su proximidad filogenética con el resto de los miembros de la
familia F3H y FLS. Asi, se identificaron dos genes que agruparon
especificamente con las proteinas de funciéon conocida ANS y FLS,
respectivamente (Figura 1-20). Una busqueda mas exhaustiva en el genoma
de tomate con la secuencia FLS de A. thaliana no permiti6 identificar ningtin
gen adicional. Todo esto parece indicar que el gen FLS se corresponde con
Solyc11g013110.
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S.lycopersicum F3H5
'@ S.pennellii XP 015055584
S.tuberosum XP 006352619
C.annuum XP 016545570
N.tabacum XP 016481965
L.nil XP 019152477
C.clementina XP 006429806
A.thaliana ANS tds4 At4g22880

S S.lycopersicum ANS Solyc08g080040
P.hybrida FLS1 CAA80264
S. lycopersicum ANS Solyc11g013110
S— P.crispum FLS1 AAP57395
A.thaliana FLS1 At5g08640
S.pinnatisectum F3H AAX63401
* S.tuberosum F3H AEN83504
S— S.lycopersicum F3H1
P.hybrida F3H AAC49929
= N.sylvestris XP 009765543
C.canephora CDP01900
E.exaltatum F3H BAD34459
Z——— V.vinifera CAN61951
I_E Athaliana F3H At3g51240
@ B.napus F3H ABF60660

VL

S W— D.caryophyllus F3H CAA49839

P.crispum FNSI AY817680
_% D.carota FNSI AAX21542
» C.maculatum FNS | ABG78795

N.tomentosiformis DMR6 XP 009608170
g N.tabacum NP 001312875

S lycopersicum F3H2

S.pennellii XP 015068196

o S.tuberosum XP 006347521

C.annuum DMR6 XP 016564214

S lycopersicum F3H3FLS

= S.pennellii XP 015078769

€9

— S.tuberosum XP 006347314
‘o= C.annuum XP 016578096
E.guttata XP 012843608
D.carota KZN01818
E S.oleracea KNA09133
A.thaliana DMR6 At5g24530
C.sativa XP 010421278
=— E.salsugineum XP 006394708
T.hassleriana XP 010541508
Z. mays FNSI GRMZM2G09967

Athaliana DLO2 At4g10490
Eo Athaliana DLO1 At4g10500

S.lycopersicum F3H4FLS
= S.pennellii XP 015087173
= S.pennellii XP 015087174

S.tuberosum XP 006351649
§— N.sylvestris XP 009783513
2 C.annuum XP 016565515
E.guttata EYU46466
D.carota KZN04856
4 M.notabilis XP 010111901
F.vesca XP 004292202
E.grandis KCW84720
S.indicum XP 011083312
D.stramonium H6H ALD59776
S A .belladonna H6H BAA78340
= S.lycopersicum FLS1
P.patens 1568 28V6.3

Figura 1-20. Arbol filogenético de F3H y FLS de varias especies de plantas. Se emple6 la
proteina 1568 28V6.3 de P. patens como outgroup. Anélisis realizado con el método de
parsimonia. Los niimeros indican los valores del andlisis de bootstrap En rojo, las proteinas
F3H y FLS de tomate.
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CAPITULO 2

INTERACCION ENTRE LAS
RUTAS DE SINTESIS DE
FLAVONOIDES Y DE
CUTICULA

"La ciencia se compone de errores, que,
a su vez, son los pasos hacia la verdad"
Julio Verne
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Interaccion entre las rutas de sintesis de flavonoides y de cuticula

INTRODUCCION

Los flavonoides son moléculas que conforman una amplia familia de
compuestos implicados en diversos procesos del desarrollo de las plantas
como ya se vio en la Introduccion general. Recordemos que ademas de
intervenir en el crecimiento y desarrollo de las plantas, dichos compuestos
ejercen un papel importante en la dieta, debido a sus propiedades
antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias, analgésicas, antitrombdticas,
antioxidantes o anticancerosas, entre otras (Mo et al., 1992; van der Meer et
al., 1992; Brown et al., 2001; Winkel-Shirley, 2001; Muir et al., 2001; Bovy
et al., 2002; Graf et al., 2005; Tattini et al., 2005; Riederer y Miiller, 2006;
Peer y Murphy, 2007; Besseau et al., 2007; Laffont et al., 2010; Maloney y
Muday, 2011).

Con el fin de mejorar las propiedades nutricionales del fruto de tomate se
han llevado a cabo diversas estrategias para modificar tanto la cantidad como
el perfil de flavonoides acumulados (Muir et al., 2001; Winkel-Shirley, 2001;
Bovy et al., 2002; Giovinazzo et al., 2005; Schijlen et al., 2006; Bovy et al.,
2007; Butelli et al., 2008; Luo et al., 2008; Ingrosso et al., 2011; Zhang et al.,
2014). La expresiéon de los factores de transcripcion ROSEAI (ROSI) y
DELILA (DEL) procedentes de Antirrhinum majus L. en frutos de tomate han
demostrado que la acumulacién de flavonoles y antocianos en dichos frutos
(Butelli et al., 2008) lleva asociado un aumento de la vida poscosecha (Zhang
et al., 2013). Ademas, frutos que acumulan antocianos, como los frutos
Del/Rosl o los frutos Aft y at/Aft atv/atv producidos por introgresion de
Solanum chilense y Solanum cheesmaniae (Povero et al., 2011), mostraron
un retraso en la maduracién y una reduccion en la susceptibilidad a Botrytis
cinerea (Bassolino et al., 2013; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2015). Estos
cambios pueden estar relacionados con la acumulacién de antocianinas, que
aumenta la capacidad antioxidante total de los tomates, disminuyendo la
acumulacién de ROS, y retrasando asi la sobremaduracién del fruto y
reduciendo su susceptibilidad a este patdgeno necrotréfico (Zhang et al.,
2013; Zhang et al., 2015) o bien pueden relacionarse con la variacién en la
cantidad de ceras acumuladas en las cuticulas de los frutos (Espaia et al.,
2014b). Por otro lado, en tomate se ha visto que los flavonoides afectan a
otros parametros del fruto relacionados con la cuticula como son el agrietado
y el micro-agrietado. Estudios realizados en frutos que presentaban una
reduccion significativa de la cantidad de flavonoides en la cuticula debido al
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tapado de los frutos o por silenciamiento génico, mostraron que la menor
cantidad de flavonoides estaba relacionada con un aumento en el indice y la
severidad del agrietado y del micro-agrietado (Espaia et al., 2012).

Ballester et al. (2010) propusieron que CHI es la enzima limitante de la
acumulacién de flavonoides en el fruto de tomate basandose en los resultados
obtenidos de la determinacién de los niveles de expresion de CHS y CHI
durante la maduraciéon (Bovy et al., 2002; Ballester et al., 2010; Espafia et
al., 2014b). Concretamente la sobreexpresion de un gen CHI de petunia
(PhCHI) en tomate conllevé la acumulacién masiva de flavonoles en la piel
de frutos maduros destacando principalmente rutina, quercetina y kaempferol
(Muir et al., 2001). La sobreexpresion del gen CHI de petunia junto con un
gen FNS de gerbera (PhCHI/GhFNS) conllevé un aumento en los niveles de
flavonas (principalmente luteolina) y de flavonoles, y una disminucion de los
niveles de chalconaringenina en la piel del fruto de tomate con respecto a los
observados en los frutos que sobreexpresaban tinicamente el gen de petunia,
indicando que la sobreexpresion conjunta de los dos genes desplazé la ruta
hacia las flavonas y los flavonoles, lo cual estaria determinado por el sustrato
disponible para la enzima CHI (Schijlen et al., 2006). Todo ello hace que
tanto las plantas de tomate que sobreexpresan en el gen PhCHI como las que
expresan dicho gen de petunia junto con el gen de gerbera FNS sea un buen
material para estudiar la interaccion entre las rutas de sintesis de flavonoides
y de la cuticula.

A pesar de la complejidad de la ruta de sintesis de los fenoles, estos
compuestos (en cuanto a cantidad se refiere) conforman un componente
minoritario en la cuticula del fruto. La proporcién de flavonoides, en el caso
de la cuticula del fruto de tomate, depende principalmente del estadio de
desarrollo del mismo, alcanzandose el maximo de acumulacién en el fruto
maduro (Espafia ef al., 2014a). Junto con los fenoles, la cuticula estd
compuesta por ceras, polisaciridos y cutina (siendo estos dos ultimos los
componentes principales). Se ha comprobado que la reduccion en la cantidad
de flavonoides afecta a la cantidad total de cuticula y de los demas
componentes (Espaiia et al., 2014b). Dada la naturaleza heterogénea de esta
membrana, son muchos los genes que se han identificado como parte de la
ruta de sintesis de la misma, asi como del control hormonal y su deposicién
(Knoche y Peschel, 2007b; Curvers et al., 2010; Xia et al., 2010; L’Haridon
et al., 2011; Wang et al., 2011). Por otro lado, la cantidad de cuticula, y de
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sus componentes, que se deposita estd regulada por las condiciones
ambientales, asi como su morfologia (grosor y grado de invaginacién) (Hull
et al., 1975; Lopez-Casado, 2006; Kosma et al., 2009; Dominguez et al.,
2008; 2012). Por todo ello la cuticula presenta una regulacion compleja con
un gran nimero de genes implicados en la misma como ya se vio en el
apartado de Introduccion general.

La ruta de sintesis de flavonoides esta regulada, al igual que ocurre con
los demas componentes de la cuticula, por factores de transcripcion (TFs).
Los principales factores de transcripcion que intervienen en la regulacion de
la sintesis de flavonoides se pueden clasificar en tres grandes familias: ERFs,
MYB y HD-Zip IV (Aharoni et al., 2004; Broun et al., 2004; Cominelli et al.,
2008; Javelle et al., 2010; Kannangara et al., 2007; Seo et al., 2011; Zhang et
al., 2005). Entre los numerosos factores de transcripcion identificados hasta
la fecha y que estan relacionados con la ruta de los flavonoides, hay algunos
que estan involucrados también en otros procesos bioldgicos de la planta,
como APETALA2 (AP2) miembro de la familia ERFs implicado en la
maduracién del fruto de tomate y la sintesis y deposicion de componentes de
la cuticula (Karlova et al., 2011). La familia AP2/ERF es una de las mas
amplias de factores de transcripcion en plantas (Licausi ef al., 2013). Dentro
de la misma encontramos al primer factor de transcripcion descrito en A.
thaliana como regulador de la sintesis y deposicidon de ceras, WIN1/SHN1
(Aharoni et al., 2004; Broun et al., 2004). El genoma de A. thaliana contiene
3 genes homdlogos, SHNI, SHN2 y SHN3, que codifican para tres factores de
transcripcion con distintos niveles de similitud. SHN1 y SHN2 tienen un 55%
de identidad, mientras que SHN2 y SHN3 presentan un mayor nivel de
homologia, conservando un 71% de identidad (Aharoni et al., 2004). SHNI
se expresa principalmente en raices y flores, aunque también pueden
observarse niveles bajos en otros 6rganos de la planta. El gen SHN2 de A.
thaliana se expresa en la antera y en los tejidos de la silicua, mientras que
SHN3 es ubicuo, expresandose en todos los 6rganos de la planta. La fuerte
expresion de genes SHN en flores se correlaciona con un contenido
relativamente alto de ceras en estos drganos. Los genes SHN actian en la
regulacion de la elongacion de las células epidérmicas en los Organos
florales, particularmente en los pétalos. La reduccién en los niveles de
expresion de estos genes conducen a la fusiéon de 6rganos florales y se
acompafian de una disminucién en la cantidad de cutina (Shi et al., 2011).
CUTIN DEFICIENT2 (CD2) es un gen que codifica para un factor de
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transcripcion del tipo HD-Zip IV (homeodomain-leucine zipper class 1V) que
regula la biosintesis de cutina y por tanto su expresion afecta a la arquitectura
y propiedades mecénicas de la cuticula (Isaacson et al., 2009, Nadakuduti et
al., 2012; Giménez et al., 2015). La caracterizacion del mutante de tomate
sticky peel (pe) y su posterior mapeo genético reveld que se trataba de un
alelo de CD2. Entre otras caracteristicas, este mutante es deficiente en cutina,
presenta alterado el perfil de las ceras, tiene mayor permeabilidad cuticular,
menor acumulacion de antocianos y menor densidad de tricomas (Isaacson et
al., 2009; Swathi et al., 2012).

Los factores de transcripcion MYB estan implicados en una gran variedad
de procesos bioldgicos de plantas, incluyendo el metabolismo secundario, la
determinacion de la forma celular, la diferenciacién celular, la biosintesis y
deposicion de la cuticula y responden ante diferentes tipos de estreses
(Lippold et al., 2009). En tomate, se ha descrito la participacién de MYB12
en la regulacion de la ruta de biosintesis de flavonoides y su deficiencia,
como en el caso del mutante y (colorless fruit epidermis), da lugar a frutos de
color rosa, ya que su cuticula no acumula flavonoides (Adato et al., 2009;
Ballester et al., 2010). La transcripcion de MYB30 se induce en respuesta a la
infecciéon por patdgenos bacterianos, como Xanthomonas campestris pv
campestris, activando genes responsables de la sintesis de ceras,
principalmente las intracuticulares (Raffaele et al., 2008). MYB96 fue
identificado como un factor de transcripcidon que media la tolerancia frente a
la sequia y es inducible por ABA y auxinas (Seo ef al., 2009). Estudios de
sobreexpresion de MYB96 en A. thaliana revelaron que provoca cambios en
el crecimiento de raices laterales, activa genes responsables de la sintesis de
ceras epicuticulares de hojas (Seo et al., 2011) e induce cambios en el
desarrollo de la epidermis de hojas, particularmente en el nimero y tamafio
de estomas (Aharoni et al., 2004; Zhang et al., 2007). Mientras que MYB96
es un regulador positivo de la produccién de ceras como respuesta a un
estrés, MYB41 actia como regulador negativo de la biosintesis de cutina
frente a un estrés similar. MYB41 presenta unos niveles bajos de expresion en
ausencia de estrés mientras que cuando aparece un estrés osmotico, de sequia
o ABA, MYB4I es inducido y ejerce su funcién (Cornielli er al., 2008).
Estudios llevados a cabo en A. thaliana, mediante la sobreexpresion de este
factor de transcripcidén, muestran cdmo se induce una disminucién en el
tamafio celular, llegando a presentar enanismo. Ademads, se produce una
discontinuidad en la cuticula, lo cual hace que se incremente la permeabilidad
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a través de la superficie de la hoja y por lo tanto las plantas son mas sensibles
a la desecacién (Cornielli et al., 2008).

Dentro de la ruta de sintesis de flavonoides cabe destacar el importante
papel de varias enzimas, particularmente la FENILALANINA AMONIO
LIASA (PAL), primera de la ruta de sintesis de los fenilpropanoides y que
constituye la unién entre el metabolismo primario y el secundario. En tomate,
estas enzimas pertenecen a una familia de al menos 18 genes dispersos por
todo el genoma, regulados por un efectivo e inusual sistema de
silenciamiento, en el que un solo gen controla la expresion de la PAL para
que ésta realice su funcidn en respuesta a estimulos ambientales (Chang et
al., 2008). En el caso de la CHS, primera enzima de la ruta de los
flavonoides, su importancia viene dada por el control que ejerce sobre la
sintesis y acumulaciéon de muchos de los compuestos fendlicos. De los 8
genes CHS identificados en tomate (https://solgenomics.net/) se sabe que
CHSI1 y CHS2 se expresan durante la maduraciéon del fruto, presentando
ambos un nivel de expresion mayor en el estadio pintén, si bien CHS2
presenta niveles mdas altos de expresion que CHSI durante toda la
maduraciéon (Espaiia et al., 2014). La expresion de CHS durante la
maduracién controla los diferentes cambios que se dan en las células
epidérmicas y en la cuticula durante este periodo. Afecta a la deposicion de
los diferentes componentes de la cuticula, asi como a la disposicién
molecular en la matriz de cutina, ademas de provocar cambios en la forma
celular (Espafia et al., 2014). La expresion de CHS también parece estar
relacionada con la formacién y la capacidad de germinacién del polen. En
estudios llevados a cabo en nuestro grupo donde se analizaron plantas de

tomate transgénicas que tienen silenciado el gen CHS a nivel de planta
completa, se observd partenocarpia asociada a defectos en el polen. Varias
investigaciones sugieren que CHI puede ser una enzima reguladora de la
sintesis de pigmentos flavonoides e isoflavonoides. Esta enzima es
fuertemente inhibida por los flavonoles quercetina y kaempferol, y por los
isoflavonoides kievitona y coumestrol (Dixon et al.,1982), mientras que su
actividad puede ser inducida por el 4cido cindmico, intermediario en la via de
los fenilpropanoides (Gerrish et al., 1985). Mutaciones del gen CHI provocan
cambios en el color de diferentes partes de la planta. En aster de China
(Callistephus chinensis) y en clavel (Dianthus cayophyllus) aparecen los
pétalos de las flores de color amarillo; en A. thaliana vira el color de la
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cubierta de la semilla (Forkmann y Heller, 1999) y en tomate la cuticula del
fruto carece de coloracién (Muir ef al., 2001).

Otra rama de la ruta de los flavonoides consiste en la sintesis de flavonas a
partir de flavanonas por medio de una reaccién llevada a cabo por la enzima
FLAVONA SINTASA (FNS). Al menos hay dos proteinas diferentes
responsables de esta conversion oxidativa: FNS Iy FNS II. FNS I es propia
de la familia Apiaceae, fue descrita por primera vez en perejil (Petroselinum
crispum) y clasificada como dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato
(Sutter et al., 1975; Britsch et al., 1981). FNS 1II es una enzima perteneciente
a la superfamilia de proteinas citocromo P450, concretamente a la subfamilia
CYP93B y clasificada como dependiente de NADPH. Esta presente en
muchos de los tejidos de la mayoria de plantas, tanto superiores como
inferiores, como por ejemplo Antirrhinum majus (planta donde fue
demostrada por primera vez su actividad, (Stotz y Forkmann, 1981), Glycine
max, Callistephus chinensis o Gerbera hybrida, sin embargo, en tomate no
hay identificados a dia de hoy genes FNS.

Las proteinas lipasas/hidrolasas con motivo GDSL (en adelante proteinas
o genes GDSL) pertenecen a la familia de las hidrolasas a/f y muchas de
ellas se expresan en células epidérmicas, cerca de las membranas cuticulares
(Lemaire-Chamley et al., 2005; Reina et al., 2007; Mintz-Oron et al., 2008;
Matas et al., 2010; Yeats et al., 2010; Girard et al., 2012). Se ha destacado el
papel de estas enzimas en la tolerancia de las plantas frente a estreses de tipo
bidtico y abidtico (Oh et al., 2005, Naranjo et al., 2006; Hong et al., 2008), y
en la exportacion extracelular (Girard et al., 2012). En tomate, el mutante cd/
fue descrito en 2009 y presentaba una reduccién en la cantidad de cutina de
los frutos del 95% (Isaacson et al., 2009). Posteriormente, el silenciamiento
mediante ARNi del gen GDSL2 conllevé una alteracién en la cantidad y
estructura de la cutina en el fruto de tomate similar a la de cd/ (Girard et al.,
2012). Recientemente, se ha descrito que CD1 y GDSL2 son el mismo gen
(Solyc11g006250) y a la proteina que codifica, una GDSL, se la ha
denominado CUTIN SINTASA 1 (Yeats et al., 2014). Se ha visto que esta
enzima es también requerida para la deposicién de cutina en el exocarpo del
fruto de tomate teniendo un papel importante en la polimerizacién de la
cutina (Dominguez et al., 2015; Philippe et al., 2015). Otro gen relacionado
con la biosintesis de la cuticula o deposicion de la cutina para la formacion de
la cuticula y cuya proteina posee dominios o/f hidrolasa es BODYGUARD
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(Kurdyukov et al., 2006; Dominguez et al., 2015). El mutante bdg de A.
thaliana presenta una capa cuticular discontinua provocando un aumento en
la permeabilidad cuticular y fusién de 6rganos. Aunque BDG acttia como una
sintasa, la pérdida de funcién en el mutante llevé consigo, paraddjicamente,
un aumento de la cantidad de cuticula y de ceras (Kurdyukov et al., 2006).
Trabajos de silenciamiento de un gen ortélogo de BDG en tomate llevados a
cabo en nuestro laboratorio, han permitido comprobar que tanto el
silenciamiento transitorio (VIGS) como el estable (transgénicas) del gen
SIBDG provoca alteraciones a nivel epidérmico conducentes a plantas con
mayor permeabilidad cuticular (Reina-Pinto, datos no publicados).

Otros genes que estan relacionados con la elongacién de acidos grasos y el
metabolismo de las ceras son CER6 y CERI-like. CER6 (previamente
anotado como LeCERG) es un gen de tomate homologo del gen CER6 de A.
thaliana que codifica una [-cetoacil-CoA sintasa implicada en la sintesis de
ceras cuticulares durante el desarrollo del fruto, concretamente en la
elongacion de acidos grasos de cadena muy larga (los denominados VLCFA)
(Vogg et al., 2004; Leide et al., 2007; Mintz-Oron et al., 2008). La mutacion
del gen CER6 mostré una variaciéon en la composicion de las ceras
cuticulares y en la permeabilidad cuticular (Mintz-Oron et al., 2008).

Estudios en los que se identifico a genes de tomate ortdlogos de AsSHN,
mostraron que SHN3 estaba altamente expresado en el exocarpo de frutos en
el estadio verde maduro de manera similar a otros genes relacionados con el
metabolismo de la cuticula (Mintz-Oron et al., 2008; Shi et al., 2012). El
silenciamiento de SHN3 en tomate provocé fenotipos asociados a la cuticula
con cambios importantes en la epidermis. SHN3 regula tanto genes asociados
con el metabolismo de la cutina como genes reguladores de la expresion.
Parece ser que un gen que estd regulado por SHN3 es SICYPS86A69,
citocromo P450 homodlogo putativo de una proteina relacionada con la
biosintesis de cutina de A. thaliana implicada en la hidroxilacién de acidos
grasos. Su mutacién provoca deficiencia en cutina y esto conlleva cambios en
la respuesta del fruto a estreses bidticos o abidticos (Shi et al., 2012).
CYPS86A68 es otro gen perteneciente a la familia citocromo P450 con funcién
en la hidroxilacion terminal de los 4cidos grasos (Lashbrooke et al., 2015).

ABCG32/PDR4/PEC1 es miembro de la familia de transportadores del
tipo ABC. En A. thaliana lo transportadores PDR tienen un amplio patrén de
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expresion, lo cual indica que estdn involucrados en diferentes procesos
bioldgicos (Martinoia et al., 2002; Bessire et al., 2011). Se conoce que
ABCG32 es un transportador que se requiere para la formacion de la cuticula
al igual que ocurre con otros miembros de esta familia como es el caso de
ABCG11, transportador implicado en la exportaciéon de mondémeros de cutina
(Bird et al., 2007, Luk et al., 2007, Panikashvili y otros, 2007, Ukitsu et al.,
2007; Bessire et al, 2011). Los mutantes de silenciamiento de
ABCG32/PECI (pecl) mostraron una disminuciéon en 4acidos grasos
oxigenados saturados mientras que los niveles de acidos no sustituidos o
4cidos dicarboxilicos insaturados en las cuticulas no se vieron afectados
(Bessire et al., 2011). Estudios realizados en el mutante pecl revelaron la
importancia de este gen en la cuticula de la hoja durante la expansién de la
roseta en A. thaliana. La reduccion de mondmeros C16 en dicho mutante
durante este periodo afectd a la permeabilidad de la cuticula (Bessire et al.,
2011; Fabre et al., 2015).

118



Interaccion entre las rutas de sintesis de flavonoides y de cuticula

RESULTADOS
I. Crecimiento y desarrollo del fruto

La evolucién del tamafio del fruto a lo largo del crecimiento y maduracion
se presenta en la Tabla 2-1. Las plantas CHIox mostraron diferencias
significativas en el tamafio del ovario, siendo éste menor que los ovarios de
las plantas MM y CHI/FNSox. Si bien esta diferencia se perdid en estadios
posteriores, si se observd una diferencia clara de tamafio de fruto durante la
maduracién. Asi, los frutos de las plantas CHlox y CHI/FNSox fueron
menores que los del control MM. Adicionalmente se estudid la evolucién
temporal del desarrollo. En este sentido, se pudo observar que la mayoria de
los frutos de las plantas CHIox y CHI/FNSox alcanzaron el estadio rojo
maduro antes que el control MM, no observandose diferencias entre ellas.

Tabla 2-1. Evolucién del didmetro del fruto (mm) a lo largo del desarrollo en frutos
procedentes de plantas de MM control y plantas homocigotas CHlox y CHI/FNSox.
O: ovario, VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintén, RM: rojo maduro. Los
datos se presentan como medias * SE. Las distintas letras indican diferencias
significativas entre tratamientos para cada estadio (p < 0,05).

Estadio MM CHlIox CHI/FNSox
(0] 1,70£0,03 a 1,59+0,03 b 1,76+x0,03 a
VI 30,28 £0,43 a 31,27+053 a 30,44 £ 0,41 a

VM 50,46 £ 0,49 a 50,91 £0,59 a 47,85+0,19b
P 55,77+0,29 a 52,28 +0,35b 51,99 £0,25b
RM 59,77 0,37 a 54,63 +0,38b 5493 +0,47b

La figura 2-1 muestra la cantidad de semillas por fruto que presentaron las
plantas en este estudio. Se observé una diferencia notable en cuanto a la
cantidad de semillas de los frutos de las plantas homocigotas CHIox y
CHI/FNSox con respecto al control MM (Figura 2-1A). Las plantas
hemicigotas de CHI/FNSox produjeron un numero de semillas igual (~80
semillas por fruto) a las plantas CHIox (tanto en hemicigosis como en
homocigosis). Los frutos de las plantas homocigotas CHI/FNSox fueron los
que presentaron un menor numero de semillas con una media de
aproximadamente 42 semillas por fruto. Estas diferencias se mantuvieron en
las plantas de la temporada de invierno (datos no mostrados).
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Figura 2-1. A, cantidad de semillas por fruto de plantas MM control y plantas homocigotas
CHlox y CHI/FNSox. B, cantidad de semillas por fruto en las plantas CHI/FNSox hemicigotas
y homocigotas. Los datos se presentan como medias + SE. Las distintas letras indican
diferencias significativas (p <0,05) mientras que los dos asteriscos diferencias significativas
(p<0,01).

La Figura 2-2 muestra la cantidad y viabilidad del polen, observiandose
diferencias significativas entre las plantas modificadas genéticamente y su
control. Las plantas MM control presentaron una cantidad de polen de
aproximadamente 160000 granos/flor. Dicha cantidad se vio reducida en
aproximadamente el 50% en el caso de las plantas CHlox homocigotas y el
77% en el caso de las plantas CHI/FNSox homocigotas (Figura 2-2A). Las
plantas homocigotas presentaron una menor cantidad de polen con respecto a
sus hemicigotas (Figuras 2-2B y C), siendo dicha reduccién mayor en el caso
de las plantas CHlox (Figuras 2-2B). Las plantas CHIox hemicigotas
presentaron una cantidad de polen por flor similar a las plantas control. La
viabilidad del polen también se vio reducida en las plantas modificadas
genéticamente con respecto al control MM en torno a un 6-11%. En este caso
no se observaron diferencias significativas entre las plantas hemicigotas y
homocigotas. En cuanto al tamafio y la superficie de los granos de polen
estudiados mediante MEB tampoco se observaron diferencias entre los
distintos genotipos.
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Figura 2-2. A, cantidad de polen por flor de plantas MM control y plantas
homocigotas CHIox y CHI/FNSox. B, cantidad de polen por flor en las plantas
CHIox hemicigotas y homocigotas. C, cantidad de polen por flor en las plantas
CHI/FNSox hemicigotas y homocigotas. D, viabilidad del polen de plantas MM
control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los datos se presentan
como medias * SE. Las distintas letras indican diferencias significativas
(p < 0,05) mientras que los dos asteriscos diferencias significativas (p < 0,01).

La sobreexpresion de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS afect6 a la
cantidad y al peso medio de los frutos maduros de las plantas genéticamente
modificadas, tanto en las hemicigotas como en las homocigotas, con respecto
a las plantas MM control (Figura 2-3), siendo las plantas CHI/FNSox las que
presentaron un mayor nimero de frutos maduros seguidas de las plantas
CHIox. Las plantas MM control fueron las que presentaron un menor nimero
de frutos, mientras que, CHlox y CHI/FNSox fueron las que presentaron los
frutos mas pequefios (peso en gramos). Estas diferencias en cuanto a niimero
de frutos por planta y peso de los frutos en los diferentes genotipos, hicieron
que finalmente todos presentasen una cosecha (medida en gramos por planta)
similar.
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Figura 2-3. Cantidad de frutos maduros por
planta, peso medio de los mismos y cosecha
(peso frutos maduros/planta) de plantas
MM control y plantas homocigotas CHlIox
y CHI/FNSox cultivadas en verano. Los
datos se presentan como medias * SE. Las
distintas  letras  indican  diferencias
significativas (p < 0,05).

La Figura 2-4 muestra la vida poscosecha de frutos MM control y frutos
de plantas CHlox homocigotas. Los frutos de las plantas CHI/FNSox no se
evaluaron debido al alto indice de agrietado que presentaron, no pudiendo
obtener un nimero adecuado de frutos sin agrietar para realizar dicho estudio.
Entre los dos genotipos estudiados se observaron diferencias significativas,
siendo el flujo de agua en las plantas transgénicas mayor que en las plantas

control.

2e-007+

1e-007+

Flujo de agua
(kg-s'-m?)
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MM

CHlox

Figura 2-4. Transpiracién, expresada
como flujo de agua, de frutos rojo maduro
durante la poscosecha. Frutos procedentes
de plantas MM control y plantas
homocigotas CHlox. Los datos se
presentan como medias * SE. Los dos
asteriscos indican diferencias significativas
(p<0,01).
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I1. Calidad de fruto

Las diferencias en cuanto a color se apreciaron a simple vista tanto en
frutos maduros como en las cuticulas aisladas (Figura 2-5). El color se
determiné en las cuticulas aisladas, en el mesocarpo y en los frutos maduros
(Figura 2-6). Las determinaciones de color realizadas en la cuticula aislada
mostraron diferencias en los valores de L*, C* y H° con la sobreexpresion
tanto del gen PhACHI como con la sobreexpresion de este gen junto con el gen
GhFNS, presentando en ambos casos valores mas altos de L* y H° y valores
més bajos de C* con respecto al control. En el caso del mesocarpo aislado, el
color vari6 tanto en L* como en C* en los frutos CHIox, donde dichos
pardmetros se vieron reducidos respecto a MM control y CHI/FNSox, sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en el tono (H°) del
mesocarpo entre los diferentes genotipos. El color de los frutos completos
mostrd diferencias significativas entre los distintos genotipos en los valores
de L*, C* y H®. Asi, el valor de L* aument6 con la sobreexpresion conjunta
de los genes PhCHI y GhFNS mientras que los valores de C* y H°
disminuyeron en los frutos de las plantas transgénicas (tanto CHIox como
CHI/FNSox) con respecto a los del control.

CHlox CHI/FNSox

Figura 2-5. Frutos maduros MM, CHlox vy
CHI/FNSox homocigotos en la fila superior.
Cuticulas aisladas de los frutos en la fila inferior.
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l MM
B CHlox
Cuticula W CHI/FNSox Mesocarpo

L* c* He L* c* He

Figura 2-6. Parametros de color del
espacio CIE L*C*H° medidos en fruto,
mesocarpo y cuticula de tomates rojo
maduro procedentes de plantas MM
control y plantas homocigotas CHIox y
CHI/FNSox. L*: luminosidad, C*: croma,
H°: tono. Los datos se presentan como
medias + SE. Las distintas letras indican
diferencias significativas entre genotipos
para cada parametro (p < 0,05).

Fruto

L* c* H®

La sobreexpresion de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS afect6 a la
dureza de los frutos de manera que, en ambos casos, dicha dureza se vio
reducida. Los frutos de las plantas MM control presentaron una dureza de 89
grados Durofel mientas que los frutos de las plantas CHlox y CHI/FNSox
presentaron unos valores de 60 y 58 grados Durofel respectivamente (Figura
2-7).

100+ a

67 b b Figura 2-7. Dureza de los frutos rojo
maduro de plantas MM control y plantas
homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los
datos se presentan como medias + SE.
Las distintas letras indican diferencias
0 significativas (p < 0,05).

MM CHIox CHI/FNSox

334

Dureza
(grados durofel)
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La modificacion de la ruta de biosintesis de los flavonoides también
afectd a la calidad externa del fruto en cuanto al agrietado del mismo (Figura
2-8), de tal modo que la sobreexpresioén del gen PhCHI provoc6 un aumento
de la cantidad de frutos que presentaron agrietado en torno a un 30%
aproximadamente mientras que la sobreexpresiéon conjunta de los genes
PhCHI y GhFNS produjo un aumento en torno al 70% comparado con el
control. Ademas de presentar un mayor porcentaje de frutos agrietados, las
plantas CHI/FNSox mostraron un agrietado mds severo, presentando frutos
con agrietado de tipo 4 en la escala utilizada para evaluar dicha severidad.
Por el contrario, la mayor parte de los frutos de las plantas CHIox y del
control MM (~84-88%) presentaron una severidad de tipo 1y 2.

== Tipo | @
80+
100 § a = Tio2 @
- R 1 :
I o m& = Tip3 &
b 3 i mm Tipo4 @
=] 2|
- 67+ o~
s 240 b
- 2T d
E ~ 8 i a b
iy 5 20- : b I
c E 20 a {7[ X a
0- 0
MM CHlox CH/FNSox MM CHIox CHI/FNSox

Figura 2-8. Porcentaje de agrietado total e indice de agrietado de frutos rojo maduro
procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los datos se
presentan como medias = SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre
tratamientos dentro de cada tipo de agrietado (p < 0,05).

Al igual que ya ocurriese con el agrietado, la modificacién genética de la
ruta provoc6 un aumento del porcentaje de frutos que presentaron
microrrayado. Asi la sobreexpresion del gen PACHI aumentd la aparicion de
microrrayado en un 50% con respecto al control, mientras que todos los
frutos de las plantas CHI/FNSox presentaron microrrayado (Figura 2-9).
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100

- b
=
S 67 . _
8 - Figura 2-9. Porcentaje de microrrayado
5 presente en frutos rojo maduro procedentes de
Rt .
L 334 . plantas MM control y plantas homocigotas
= CHlox y CHI/FNSox. Los datos se presentan

o como medias + SE. Las distintas letras indican

MM CHIox CHI/FNSox diferencias significativas (p < 0,05).

En cuanto a la calidad interna del fruto, la sobreexpresién de los genes
PhCHI 'y PhCHI/GhFNS no afectd al contenido en sé6lidos solubles, pero por
el contrario, si afecté a la acidez y a la aceptabilidad del sabor (Figura 2-10).
En estos parametros los frutos de las plantas CHI/FNSox presentaron valores
significativamente superiores, seguidos de los frutos de las plantas MM
control. Por dltimo, los valores significativamente mas bajos en acidez y
aceptabilidad del sabor correspondieron a los frutos de las plantas que
sobreexpresan el gen PhCHI.
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Figura 2-10. Acidez valorable, contenido
b en solidos solubles (°Brix) y aceptabilidad
del sabor (unidades arbitrarias) de frutos

T
[e]

rojo maduro procedentes de plantas MM
control y plantas homocigotas CHlox y
CHI/FNSox. Los datos se presentan como
medias = SE. Las distintas letras indican
diferencias significativas (p < 0,05).
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I11. Desarrollo de la epidermis y cuticula

El estudio del tamafio y forma de las células de la epidermis se realiz6 en
dos fases, por un lado, a partir de conteos realizados en imagenes de
microscopia electrénica de barrido de la superficie del ovario y de cuatro
estadios del desarrollo del fruto, se estimé la densidad de células epidérmicas
(cantidad de células epidérmicas presentes por unidad de 4rea). Partiendo de
estos resultados se escogieron dos estadios del desarrollo, verde maduro y
rojo maduro, donde se midieron las dimensiones celulares.

La Figura 2-11 muestra los datos de la densidad celular obtenidos. Los
tres genotipos manifestaron el patrén habitual durante el desarrollo,
mostrando una disminucién de la densidad celular a lo largo del mismo. En
el ovario y en los estadios VI y VM, tanto las plantas que sobreexpresan
unicamente el gen PhCHI como las plantas que lo sobreexpresan junto con
el gen GhFNS mostraron una menor cantidad de células epidérmicas por
unidad de 4rea, sin haber diferencias significativas entre ambos genotipos.
En el estadio pintdn, los frutos CHIox pasaron a mostrar la mayor densidad
celular junto con los frutos de las plantas MM control. Una vez que se
alcanz6 el estadio RM, la mayor cantidad de células epidérmicas la
presentaron los frutos CHIox.

« 15000~
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C i i 2
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Figura 2-11. Densidad de células epidérmicas a lo largo del
desarrollo del fruto de procedentes de plantas MM control y
plantas homocigotas CHIlox y CHI/FNSox. Los datos se
presentan como medias + SE. Las distintas letras indican
diferencias significativas entre genotipos para cada estadio
(p <0,05).
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El analisis de los cortes histolégicos mostré diferencias en el tamafio y
la morfologia de las células epidérmicas. De acuerdo con la orientacién de
las muestras, la superficie de célula epidérmica expuesta en el corte
histolégico determind el tamaio celular y la longitud de los ejes tangencial
y radial, la forma de dichas células.

Figura 2-12. Microfotografias de cortes histoldgicos de pericarpo de
frutos de tomate en dos estadios del desarrollo procedentes de plantas
homocigotas CHIox y CHI/FNSox y su control MM. MM: A,B;
CHlox: C,D; CHI/FNSox: E,F. Verde inmaduro: A,C,E; rojo maduro:
B,D,F. Los cortes estan tefiidos con Sudéan IV y calcofldor.

Tanto el tamafio como la forma celular se vieron afectados con la
modificacidn de la ruta biosintética de los flavonoides en los estadios VM y
RM del fruto (Figura 2-13). Asi, las células epidérmicas de los frutos
CHI/FNSox fueron los que presentaron un mayor tamafio y una forma mas
alargada en los dos estadios de desarrollo estudiados. Sin embargo, las
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células de los frutos CHIox en estadio RM fueron las que presentaron una
forma mas redondeada, mostrando una ratio menor entre la longitud del eje
tangencial y del radial.
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Figura 2-13. Tamafio de las células epidérmicas medido en dos estadios del desarrollo de
frutos procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. En la
fila superior se muestran los graficos correspondientes al estadio verde maduro (VM) y en la
inferior los de rojo maduro (RM). Los datos se representan como medias = SE. Las distintas
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

Al igual que ya se hiciera para el estudio del tamafio y la forma de las
células epidérmicas, en el andlisis histologico del epicarpo se determind
también el grosor y el grado de invaginacién de la cuticula (Tabla 2-2), asi
como el nimero de capas celulares que conformaba la hipodermis. Tanto el
grosor como el grado de invaginacién de la cuticula del fruto se vieron
afectados por la sobreexpresion de los genes de petunia y gerbera. Los frutos
de las plantas CHI/FNSox fueron los que presentaron un mayor grado de
invaginacién durante todo el desarrollo del fruto, desde el estadio VM hasta
RM y un mayor grosor de la cuticula durante la maduracién. Los frutos de las
plantas MM control presentaron un grado de invaginacién de la cuticula
similar al observado en los frutos de las plantas CHIox en el estadio VM, sin
embargo, al llegar a RM, los frutos MM presentaron el menor grado de
invaginaciéon de la cuticula. En cuanto al grosor, los frutos MM control
fueron los que presentaron los valores mas bajos durante todo el desarrollo.
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La sobreexpresion de dichos genes no afect6 al nimero de capas de células
hipodérmicas el cual oscil6 entre 2 y 3 (datos no mostrados).

Tabla 2-2. Grosor y grado de invaginacion de la cuticula de fruto de tomate en cuatro
estadios del desarrollo procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHIox
y CHI/FNSox cultivadas en verano. Los valores de grado de invaginacién estdn
expresados en unidades arbitrarias. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pint6n,
RM: rojo maduro. Los datos se presentan como medias + SE. Las distintas letras indican
diferencias significativas entre genotipos para un mismo estadio (p < 0,05).

Estadio Genotipo

Grosor (pm) Grado invaginacion

MM 2,57+0,09 c 0,25+0,02 ¢

VI CHlox 6,66 0,17 a 1,79 +£0,03 a
CHI/FNSox 5,92+0,12b 1,47+0,02b

MM 6,28 £0,14 ¢ 1,50 £0,05b

VM CHlIox 8,81£0,13a 1,65 +0,06 b
CHI/FNSox 7,62+0,11Db 2,52 +£0,06 a

MM 5,34+0,12 ¢ 1,27 +0,03 b

P CHlox 6,31 £0,12b 1,38 +£0,04 b
CHI/FNSox 6,80 0,11 a 2,29+0,07 a

MM 5,16 £0,14 ¢ 1,11 £0,05¢c

RM CHlIox 7,08 +0,11b 1,30 £0,06 b
CHI/FNSox 7,68 +£0,15a 2,12+0,05a

En la Tabla 2-3 se muestran los valores obtenidos de cantidad de cuticula
aislada y de sus principales componentes (cutina, polisacaridos, ceras y
fenoles) en peso por unidad de superficie a lo largo del desarrollo del fruto
MM vy en las plantas transgénicas homocigotas en la temporada de verano. En
cuanto a cantidad total de cuticula se refiere, es destacable el aumento que se
produjo en todos los genotipos entre los estadios VI y VM, manteniéndose
mis o menos constante a partir de aqui hasta el final del desarrollo. Los
frutos de las plantas CHI/FNSox fueron los que presentaron los valores mas
altos durante todo el desarrollo seguidos de los frutos CHIox, mientras que
los frutos MM control presentaron los valores de cantidad total de cuticula
méas bajos. La mayor cantidad de cuticula en los frutos modificados
genéticamente fue acompafiada, por lo general, de un aumento en la cantidad
de cutina tanto en las plantas CHlox como en CHI/FNSox. Sin embargo, la
cantidad de polisacaridos aument6 en las plantas CHI/FNSox, pero descendid
durante la maduraciéon de los frutos CHIox. Las variaciones de estos
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compuestos se dieron no s6lo en cuanto a cantidad sino también en el
porcentaje que ellos representan en la cuticula. La cantidad de ceras present6
un comportamiento mas variable. En el estadio VI, a pesar de que las plantas
homocigotas presentaron una mayor cantidad de ceras (34-39 ug cm?) con
respecto al control, éstas cantidades supusieron un menor porcentaje.
Mientras que el porcentaje de ceras en las cuticulas de MM y CHIox fue de
aproximadamente un 2,5%, en las plantas CHI/FNSox fue del 1,6%. En los
demas estadios del desarrollo, se observé en general un aumento significativo
de ceras en las plantas modificadas genéticamente, siendo este aumento mas
notable en el caso de CHI/FNSox homocigota, donde el porcentaje de ceras
alcanz6 un valor de 5,5% en el estadio RM. La cantidad de fenoles en los
estadios iniciales del desarrollo fue significativamente superior en las plantas
CHI/FNSox. Esta cantidad de fenoles se mantuvo a lo largo del desarrollo
del fruto, a diferencia de MM donde en el estadio P mostr6 un aumento
considerable. En los estadios P y RM de los frutos MM, los fenoles
representaron aproximadamente un 7% de la cuticula, mientras que en las
plantas transgénicas este porcentaje disminuyd hasta aproximadamente el
0,8%.

Al comparar los datos de cantidad de los componentes cuticulares entre
las plantas hemicigotas y homocigotas (Tablas 2-4 y 2-5) se observo que al
inicio del desarrollo son las plantas hemicigotas, tanto CHIlox como
CHI/FNSox las que presentaron menor cantidad de cuticula, mientras que al
llegar al estadio RM fueron las plantas homocigotas en ambos casos las que
presentaron los valores mas bajos. Esta disminucién en la cantidad de
cuticula vino dada principalmente por una reduccién en las cantidades de
cutina y/o polisacaridos.

Al analizar la cantidad de cuticula total y de sus componentes en frutos de
tomate de la temporada de invierno (Anexo VI), se observd en general, que
las diferencias en cantidades tanto de la cuticula como de sus componentes
eran menores en los frutos de las plantas transgénicas al inicio del desarrollo
con respecto a los datos de la temporada de verano. A pesar de que las
diferencias se vieron reducidas, se observd de nuevo que los frutos de las
plantas CHI/FNSox fueron los que presentaron valores méas altos de cuticula,
cutina, polisacéridos y ceras (salvo la cantidad de ceras en el estadio VI y la
cantidad de cutina en el estadio VM donde CHIox present6 los valores mas
altos) mientras que los frutos control seguian presentando los valores mas
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bajos. En cuanto a la cantidad de fenoles en el material de invierno, las
cuticulas de los frutos CHlox fueron las que presentaron valores mas bajos

con respecto a los otros dos genotipos estudiados al final del desarrollo del
fruto.

Tabla 2-3. Cantidad de cuticula y de sus principales componentes, cutina, polisacéridos,
ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de desarrollo procedentes de plantas
cultivadas en verano de MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los
valores se expresan en pg-cm?2. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintén, RM:
rojo maduro. Los datos se presentan como medias + SE. Las distintas letras indican

diferencias significativas entre genotipos para un mismo estadio (p < 0,05).

MM CHIox CHI/FNSox
Cuticula
VI 1086,8 432 ¢ 14458 78,6 b  2339,9+69,6 a
VM 1653,3+527 ¢ 2081,4+60,5b 24139+57,1a
P 1666,6 =639 ¢ 1865,6 £554b  2565,0+x54,0a
RM 1861,7+57,8b 2033,7+60,4b  2679,7+47.6a
Cutina
VI 7022 +279¢ 9436 +51,3b 1563,0 £46,7 a
VM 1046,2 33,4 ¢ 1492,9+434b 1617,0+x382a
P 1080,8 =414 ¢ 1381,4+41,0b  1764,6 =372 a
RM 1249,5 + 38,8 ¢ 1536,3+45,6b  1675,3+29,8a
Polisacaridos
VI 3575+ 142 ¢ 467,8 £25,4b 739,6 +22.1a
VM 564,0+18,0b 526,6 +15,3b 7316 +17,3a
P 546,4 +20,9b 4422+ 13,1 ¢ 708,8 + 149 a
RM 560,5+1740b 440,7 £ 13,1 ¢ 855,9+152a
Ceras
VI 272+1,1¢c 344+19b 396+12a
VM 43,1+14c¢ 619+18b 71,717 a
P 304+15b 420+1,2b 1055+22a
RM 51,8+1,6b 56,6 £1,7b 148,5+26a
Fenoles
VI 13,5+32b 14,8 £1,2 ab 226+x50a
VM 18,3£32b 256*24a 169+27b
P 1192+ 122 a 350+x4,1b 214+400b
RM 1332+5,6a 31,8+5,6b 26,2+0,7b
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Tabla 2-4. Cantidad de cuticula y de sus principales componentes,
cutina, polisacéridos, ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de
desarrollo procedentes de plantas cultivadas en verano de CHlox
hemicigotas y homocigotas. Los valores se expresan en pg-cm.
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P:pintén, RM: rojo
maduro. Los datos se presentan como medias + SE. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre hemicigotas y homocigotas
para un mismo estadio: *: 0,05>p > 0,01, ** p <0,01.

CHIox
hemicigota homocigota
Cuticula
VI 1169,5 + 62,8 ** 1445,8 £ 78,6
VM 1982,5 £ 59,4 2081,4 £ 60,5
P 1869,7 = 56,0 1865,6 £ 55,4
RM 2122,8 = 34,7 2033,7 £ 60,4
Cutina
VI 854,7+459 943,6 = 51,3
VM 1283,7 £ 38,5 ** 1492,9 £43 4
P 1225,6 = 36,7 ** 1381,4 £41,0
RM 1385,9 £ 22 6 ** 1536,3 £ 45,6
Polisacaridos
VI 295,09 + 15,9 ** 467,8 +25,4
VM 653,9+£19,6 526,6 £ 15,3
P 585,5+ 17,5 4422 + 13,1 %*
RM 668,4 +10,9 440,7 £ 13,1%**
Ceras
VI 18,9 £ 1,0 ** 344+19
VM 45,0 £ 1,3 ** 61,9 +1,8
P 58,6 £1,8 42,0 £ 1,2%*
RM 685+1,1 56,6 £ 1,7 **
Fenoles
VI 11,0£2,6 148+1,2
VM 14,8 £2.4 ** 25,6 +24
P 21,7 £1,5 ** 35,0+4,1
RM 20,2+4,1* 31,8+£5,6
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Tabla 2-5. Cantidad de cuticula y de sus principales componentes,
cutina, polisacéridos, ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de
desarrollo procedentes de plantas cultivadas en verano de
CHI/FNSox hemicigotas y homocigotas. Los valores se expresan en
pg-em? VI verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pinton,
RM: rojo maduro. Los datos se presentan como medias = SE. Los
asteriscos indican diferencias significativas entre hemicigotas y
homocigotas para un mismo estadio: *: 0,05> p > 0,01, ** p <0,01.

CHI/FNSox
hemicigota homocigota
Cuticula
VI 2139,0 £ 59,5 * 2339,9 +£ 69,6
VM 2549,8 £59,3 24139 £57,1
P 2185,2 £ 53,7+* 2565,0 £ 54,0
RM 2711,2+46,3 2679,7+47,6
Cutina
VI 1567,5+43,6 1563,0 £ 46,7
VM 1812,5+42,1 1617,0 £ 38,2 *
P 1533,8 £ 37,7%* 1764,6 £ 37,2
RM 1896,7 £ 32,4 1675,3 £29,8 **
Polisacaridos
VI 556,1 £ 15,5%%* 739,6 £ 22,1
VM 666,7 £ 15,5 ** 731,6 17,3
P 582,8 + 14,3 ** 708,8 £ 14,9
RM 711,2 12,1 ** 855,9+15.2
Ceras
VI 24.8 £0,7 ** 39,6 £1,2
VM 66,9 £1,6 * 71,7 £ 1,7
P 68,6 £ 1,7 ** 105,5+2,2
RM 103,3 £ 1,8 ** 148,5+2,6
Fenoles
VI 29,7+3,0 22,6 +£5,0
VM 22,0+£3,7 169 £2.7
P 143+£22 21,4 +£40
RM 345+33 26,2 £0,7 *
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Como se ha mostrado anteriormente, se produjo un aumento significativo
en los componentes lipidicos de las cuticulas (ceras y cutina) de los frutos de
tomate procedentes de las plantas transgénicas. El andlisis cualitativo de
dichos componentes se llevd a cabo en el material de verano mediante
cromatografia de gases en colaboracién con el Dr. Lukas Schreiber (Institute
of Cellular and Molecular Botany, Bonn, Alemania).

Las Figuras 2-14 y 2-15 muestran cdmo la sobreexpresion del gen de
petunia y, en mayor medida, la sobreexpresion del gen de petunia junto con
el de gerbera, provocaron un aumento de la cantidad de &cidos grasos,
alcoholes primarios, alcanos y aldehidos mientras que no se observaron
diferencias en cuanto a la cantidad de esteroles y triterpenos entre los
genotipos (Figura 2-14).

En la Figura 2-15 se ve con méis detalle qué compuestos son los que
varfan para cada tipo de ceras. La disminucién observada en la cantidad de
acidos grasos en las cuticulas de los frutos CHIox (Figura 2-14) fue debida a
una menor acumulacién de los compuestos C24, C30, C32 y C34 (Figura 2-
15) mientras que el aumento observado en las cuticulas de CHI/FNSox se
debe al aumento en mayor medida de los compuestos C30, C32 y C34. En el
caso de los alcoholes primarios y de los aldehidos, el aumento observado en
las cuticulas CHI/FNSox fue debido principalmente a los compuestos C32
mientras que, en el grupo de los alcanos, son los compuestos C31 los
responsables del aumento en dichas cuticulas. Con respecto a los esteroles,
cabe destacar que las cuticulas pertenecientes a los frutos de las plantas que
sobreexpresan el gen PACHI presentaron B-sitosterol a diferencia de los otros
dos genotipos, donde dicho compuesto no estuvo presente. En cuanto a los
tripterpenos, el lanosterol estuvo presente sdlo en las cuticulas de los frutos
transgénicos.
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Figura 2-14. Composicién cualitativa de las ceras de la cuticula de frutos rojo maduro
procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHlox y CHI/FNSox cultivadas en
verano. Se analizaron los tipos de ceras (A) y las longitudes de cadena de los diferentes tipos
de ceras (B) en cuticulas Los valores se expresan en ug-cm?>. Los datos se presentan como
medias + SE.
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Figura 2-15. Composicién cualitativa de los distintos tipos de ceras de la cuticula de frutos
rojo maduro procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox
cultivadas en verano. Los valores se expresan en pg-cm?> Los datos se presentan como
medias + SE.
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Con respecto a la composicioén de la matriz de cutina, la sobreexpresion
del gen de petunia provocd un aumento en la cantidad total de 4cidos grasos
(medida en pg-cm?), aproximadamente de 1,5 veces la cantidad de acidos
presentes en el control MM, mientras que la sobreexpresiéon de ambos genes,
PhCHI y GhFNS, provocé un aumento de 1,2 veces la cantidad observada en
el control. El aumento observado en las cutinas CHIox fue debido al aumento
de los acidos aromaticos (cis-cumarico y benzoico) y de los acidos C16 (w-
OH, 9,10-diOH y 10,16-di-OH). Por el contrario, en estas muestras la
cantidad de acido C18 9,10 18-tri-OH se vio reducida a mas de la mitad de lo
observado en el control. En el caso del aumento observado en la cantidad
total de acidos de los frutos CHI/FNSox fue debido al aumento en las
cantidades del 4cido cis-cumaérico y del C18 9,10-epoxi-18-OH, donde los
valores de éste ultimo fueron el doble de los valores observados en MM
control. La cantidad de los 4cidos trans-cumérico y C18 9,10,18-tri-OH se
vio reducida a la mitad en los frutos CHI/FNSox con respecto al control
(Figura 2-16).

1400~ -l MM
I CHIox
B CHI/FNSo
1000~ X !
® S i
£ E 600 &
= e 60T
L3z & L
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0- - - - = 5] i ‘i [
cis trans benzoico MeOH Didcido w-OH dcido  dcido 10,16- 9,10,18 9,10-epoxi-
Ccumarico 9,10-OH 10,16-OH OH tri-OH  18-OH
aromaticos Cl16 Cl18

Figura 2-16. Composicion cualitativa de la cutina de frutos rojo maduro procedentes de
plantas MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano. Los
valores se expresan en pg-cm2. Los datos se presentan como medias + SE.

La sobreexpresion de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS provocd un
aumento del indice de esterificacion de la cutina en los estadios P y RM. En
los estadios iniciales del desarrollo en los cuales se produce el crecimiento
del fruto, se observé un mayor indice de esterificacion en las plantas
transgénicas aunque sin llegar a ser estas diferencias significativas (Figura 2-
17).
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Figura 2-17. Indice de esterificacién de la cutina aislada de frutos en cuatro

estadios del desarrollo procedentes de plantas cultivadas en verano de MM
control y plantas homocigotas CHlox y CHI/FNSox. VI: verde inmaduro, VM:
verde maduro, P: pintén, RM: rojo maduro. Los datos se presentan como medias
+ SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre genotipos para
un mismo estadio (p < 0,05).

Para el estudio de las propiedades mecénicas de la cuticula durante el
desarrollo del fruto de tomate se realizaron los correspondientes ensayos de
fluencia. La Tabla 2-6 muestra los valores de los diferentes pardmetros
biomecanicos obtenidos en este estudio. En los diferentes estadios del
desarrollo y la maduracién del fruto se observaron diferencias significativas
en cuanto a las propiedades mecénicas entre los genotipos estudiados en los
pardmetros de mddulo eléstico, esfuerzo de cedencia y fractura de la cuticula.
Con relacién a la rigidez de las cuticulas aisladas, desde el inicio de
desarrollo y hasta el final de la maduracién del fruto, las cuticulas de MM
fueron las que presentaron los valores més altos. Si bien en los estadios VM y
P las cuticulas de los frutos CHI/FNSox también presentaron junto con las de
MM estos valores mds altos, en el estadio RM presentaron los valores de
rigidez més bajos junto con las cuticulas de los frutos CHIox. En cuanto a la
deformacién de cedencia, s6lo en RM se observé que las cuticulas MM
presentaron un valor significativamente inferior con respecto a los genotipos
transgénicos. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre
los genotipos en cuanto a deformacién maxima. Los valores de esfuerzo de
cedencia y de fractura, desde el estadio VI hasta pintén variaron de manera
que las diferencias iniciales observadas (MM mostrd los valores més altos) se
perdieron al alcanzar el estadio P, llegando a no haber diferencias
significativas entre los genotipos. Sin embargo, en el estadio RM volvieron a
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mostrar diferencias y, asi MM present6 de nuevo los valores méis altos
seguido de CHIox y CHI/FNSox.

Tabla 2-6. Parametros biomecénicos de las cuticulas aisladas de frutos en cuatro estadios
de desarrollo procedentes de plantas de MM control y plantas homocigotas CHlox y
CHI/FNSox cultivadas en verano. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintdn,
RM: rojo maduro. Los valores del médulo eléstico y los esfuerzos de cedencia y fractura
se expresan en MPa. La deformacién de cedencia y maxima como porcentaje. Los datos
se presentan como medias + SE. Las distintas letras indican diferencias significativas
entre genotipos para un mismo estadio (p < 0,05).

MM CHlIox CHI/FNSox
Médulo elastico
VI 551,7+38,0a 431,6 +£49,7 ab 3444 +50,1 b
VM 708,7 +31,8a 418,1 £33,8b 7576 74,8 a
P 1052,9 £ 84,6 a 564,5+89.3b 1014,7+ 35,6 a
RM 1110,7+57,1a 706,3 +62,1b 707,7+49,5b
Esfuerzo de cedencia
VI 458+31a 213+1,6b 22.1+£0,0b
VM 19,1 £1,7 ab 165+15b 240+1,1a
P 359+25a 28,0+35a 36,1 £ 14 a
RM 254+0,01a 23,8 £0,7 ab 199+19b
Deformacion de cedencia
VI 89+09a 49+0,8a 69+13a
VM 2,7+0,2a 43+04a 33+0,2a
P 35+02a 53+1,0a 36+0,1a
RM 23+0,2b 3,7+0,5a 3,5+0,2a
Esfuerzo de fractura
VI 57,3+28a 204+0,0b 332+32b
VM 434+35a 30,1£29b 50,6 x1.6a
p 68,7+49a 59,0+35a 66,1 £23a
RM 71,3+£95a 574+£20b 458+24b
Deformaciéon maxima
VI 12,6 x14a 84+13a 12,9+09 a
VM 112+18a 12,1+£1.8a 149+16a
P 126+1,5a 182+23a 16,1+14a
RM 133+19a 17,1£16a 13,1+1,8a
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VI. Expresion génica

Una vez caracterizado el epicarpo de los frutos de tomate CHIox y
CHI/FNSox con respecto a su control y viendo las diferencias en cuanto a
caracteristicas morfoldgicas, composicién de la cuticula y las diferencias en
las propiedades mecénicas se decidi6 realizar un estudio de la expresion de
una serie de genes clave en la sintesis de la cuticula y de la sintesis de los
flavonoides (Figuras 2-18, 2-19, 2-20). Para ello se midi6 la cantidad relativa
de ARNm (CR) de los genes seleccionados mediante RT-PCR. Con dicho
andlisis se determind que la sobreexpresion tanto del gen PACHI como la de
PhCHI junto con GhFNS afectaron a la expresion de los genes seleccionados
en la CR y en el patrén de expresion.

La Figura 2-18 muestra la expresion de los genes de la ruta de sintesis de
flavonoides seleccionados. Con respecto a los genes PAL, se seleccionaron
PAL4, PALS y PAL6, para su estudio. Los genes PAL4 y PALS estin
descritos en la bibliografia como genes que se expresan en fruto durante la
maduracién (Bovy et al., 2002; Adato et al, 2009). El gen PAL6 se escogi6 a
partir de los resultados de un andlisis de microarray realizado por nuestro
grupo empleando la micromatriz de ADNc TOM?2 en estadios iniciales del
desarrollo del fruto de tomate (datos no publicados). En cuanto a los genes
CHS se seleccionaron CHS1 y CHS2 debido al aumento significativo de la
expresion durante la maduracién, concretamente en el estadio pintén
(Ballester et al., 2010; Espaia et al., 2014b).

Tanto las plantas CHIox y CHI/FNSox como sus correspondientes
controles MM presentaron los niveles mas altos de CR de ARNm en los
genes CHS2 y CHSI en el estadio pintén, aunque, estos niveles fueron
inferiores a los observados en el control, sobre todo en el caso de la expresion
de CHS| del epicarpo de frutos CHIox donde la CR de ARNm medida fue la
mitad con respecto al control. Tanto en CHS2 como CHSI se observd un
cambio en el patrén de expresion entre los estadios VI y VM. En el caso de
MM se observd un ligero descenso en la expresion de CHS2 en VM, sin
embargo, en CHIox se observo en este estadio un aumento de tres veces la
CR de ARNm medida en VI. En cambio, en el caso de CHI/FNSox los
valores medidos en VI y VM fueron similares. Estas variaciones en el patrén
de expersién se vieron también en CHSI/ a excepcién de los valores
observados en el estadio VM en MM que fueron en este caso la mitad de los
medidos en VL
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La sobreexpresion del gen PhCHI afect6 a la expresion de PAL6 en los
estadios VM y RM de manera que la CR de ARNm de dicho gen en los frutos
transgénicos se vio reducida con respecto al control, en el estadio VM a la
mitad y en el estadio RM esta reduccion alcanzé valores de 16 veces
inferiores. En cambio, la sobreexpresion del gen PACHI junto con GhFNS
provocd un aumento con respecto a MM en la CR en el estadio pintén
(aproximadamente 14 veces mas) y en rojo maduro (valores en torno a 4
veces superiores). La expresion del gen PALS se vio afectada tanto en los
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frutos CHIox, en los estadios VM y RM, como en los frutos CHI/FNSox
durante todo el desarrollo. En el caso de los frutos CHIox en VM y RM se
produjo una disminucién de la cantidad relativa en torno al 50 y 75%
respectivamente con respecto a los frutos MM. En el caso de los frutos
CHI/FNSox la expresion del gen PALS se vio disminuida durante todo el
desarrollo del fruto entre un 40% (en los estadios finales del desarrollo) y un
80% (en los estadios iniciales) en comparacién con MM. También se observo
un cambio en el patrén de expresion entre los estadios VI y VM donde en las
plantas transgénicas se observé una disminucion de la expresion a diferencia
de MM donde se observd un aumento. La expresion de PAL4 en el estadio VI
fue menor en los frutos de las plantas transgénicas mientras que en los
estadios VM y P se observd un aumento de dicha expresidon con respecto al
control, alcanzando en el estadio P una cantidad relativa hasta 3 veces
superior a la de MM. En el estadio RM los frutos CHI/FNSox mostraron
valores similares a MM mientras que CHIox mostraron una disminucién de
la expresién en torno al 30% con respecto a los otros dos genotipos
estudiados. Estas variaciones en la expresion llevaron consigo cambios en el
patrén de expresion durante el desarrollo.

Con respecto a los genes estructurales relacionados con el metabolismo
de la cuticula (Figura 2-19) no se observaron cambios en el patron de
expresion en la mayoria de los genes estudiados entre MM control y los
frutos transgénicos salvo en el caso de CERI-like, ABCG32 y ESTI. En
CERI-like y ABCG32 el cambio en el patron de expresion se dio entre los
estadios VI y VM mientras que en el caso de ESTI en MM y CHIox la CR
de ARNm medida en el estadio VM disminuy6 con respecto a los estadios
VI 'y P. En cambio, en los frutos CHI/FNSox la expresion en estos estadios
se mantuvo mas o menos constante y en RM se observé una disminucion.
En cuanto a la expresion de CUSI, ésta se vio afectada por la
sobreexpresion de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS en los estadios VI y
VM disminuyendo en las plantas transgénicas con respecto al control,
siendo dicha disminucién mas acusada en el caso de los frutos CHI/FNSox.
La expresion del gen GDSL también se vio reducida en el estadio VI en las
plantas transgénicas, no habiendo diferencia entre los dos genotipos de
sobreexpresion. En el estadio VM, sin embargo, la expresion en los frutos
CHIox se redujo con respecto a MM mientras que en los frutos CHI/FNSox
hubo un aumento de dicha expresion. Por el contrario, en el caso del gen
CYP86A69 la disminucion de la expresion en los genotipos transgénicos se
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dio en VM mientras que en VI la expresion en los frutos CHIox aument6
con respecto a los otros dos genotipos. En ninguno de estos tres genes
(CUS1, GDSL y CYP86A69) se detect6 expresion en los estadios P y RM.
La sobreexpresion de GhFNS junto con PACHI modificé la expresion de
CYP86A68 durante todo el desarrollo. En los estadios iniciales provocd una
disminucién del transcrito con respecto a MM y CHIox, en cambio, en los
estadios P y RM se observd un aumento. En el estadio pinton los niveles de
CYP86A6S8 fueron similares entre las plantas transgénicas.

Por otro lado, los frutos CHIox en el estadio VI mostraron una
disminucién de la expresion de CER6 con respecto MM. Sin embargo, en
los estadios VM y P no se encontraron diferencias con respecto al control.
En el estadio RM dichos frutos fueron los que presentaron los niveles méas
altos de expresion (aproximadamente el doble que el control). En cambio, la
sobreexpresion de PhCHI/GhFNS llevd consigo una reducciéon de la
expresion de CERG6 durante todo el desarrollo, siendo esta disminucién més
acusada en el estadio VI, donde los niveles de expresion del gen fue la
mitad que los de MM. La expresion del gen CERI-like se vio afectada tanto
por la sobreexpresion del gen de petunia como por la sobreexpresion de los
genes de petunia y gerbera conjuntamente, donde en los estadios VI y P se
observé una disminucién gradual de la cantidad relativa de ARNm medida
de tal manera que los frutos MM presentaron los valores mas altos, CHIox
valores intermedios y CHI/FNSox mostraron los valores mas bajos. En el
estadio VM, la expresion del gen CERI-like en los frutos CHlox aumentd
con respecto a los otros dos genotipos, los cuales mostraron valores
similares. En el estadio RM no se vieron diferencias en cuanto a la
expresion de CERI-like entre los genotipos.

La expresion del gen que codifica para el transportador ABCG32 se vio
afectada de manera que en el estadio VI las plantas transgénicas presentaron
niveles mas altos que MM siendo dicho aumento méas notable en el caso de
la sobreexpresion de PhCHI cuyos niveles de expresion toma valores de
més del doble del control. En cambio, en el estadio VM la sobrexpresion de
los genes conllevé una disminuciéon de ABCG32 de manera gradual. Asi
MM presentd los niveles mas altos, CHI/FNSox los més bajos y CHIox
presentd valores intermedios.

Las modificaciones en cuanto a la expresion del gen BODYGUARD
(BDGI) en los frutos transgénicos con respecto al control MM fueron
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equivalentes a las observadas en el gen CER6 en los estadios VI, VM y P.
Asi, los frutos CHI/FNSox vieron reducida su expresidon con respecto a MM
en los estadios VI, VM y P mientras que los frutos CHIox sélo vieron
reducida su expresion en el estadio VI. Cabe destacar que los niveles de
expresion en VI de CHI/FNSox se redujo en mis del 50% con respecto al
control. En RM todos presentaron niveles similares de dicho gen.

En el caso de la expresion del gen ESTERASAI la sobreexpresion de
PhCHI y de PhCHI/GhFNS afectaron de manera contraria. Asi, en los
estadios VI y P los frutos CHIox aumentaron su expresién con respecto a
los frutos CHI/FNSox, siendo dicho aumento de mas del 50%. En cambio,
en el estadio VM los frutos CHI/FNSox fueron los que presentaron los
valores mas altos en comparaciéon con CHIox. En este caso el aumento fue
mucho menor (~30%).

Los factores de transcripcion que regulan las rutas de sintesis de la
cuticula y flavonoides también se vieron afectados por la sobreexpresion de
los genes de petunia y gerbera (Figura 2-20). La sobreexpresion conjunta de
los genes PhCHI y GhFNS tuvo asociada los cambios mas fuertes en la
expresion de dichos factores de transcripcion. Asi, podemos ver en la Figura
2-22 que el descenso que se produjo en los niveles de expresion en los
estadios VI y VM fue de mas del 50%. Por otro lado, la expresion en el
estadio P de los genes SHN1 y CD2 se vio incrementada con respecto a los
otros dos genotipos, siendo dicho aumento en el caso de CD2 mucho mas
acusado (aproximadamente 3 veces mads). Con respecto a la expresion de
MYB12 los frutos CHI/FNSox son los que toman los valores més bajos de
expresion. Esta reduccidén en la expresion fue mayor en los estadios VM y
P. Por tltimo, cabe destacar el aumento que se observd en la expresion de
MYB41 en CHI/FNSox. A pesar de tomar unos valores de CR de ARNm
muy bajos, dicho los niveles de expresion se incrementaron en todos los
estadios del desarrollo del fruto (siendo dicho incremento de hasta 18 veces
en el caso de P).
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Figura 2-19. Cantidad relativa (CR) de ARNm
de genes estructurales relacionados con la
cuticula medidos en epicarpo de frutos frutos
en cuatro estadios del desarrollo procedentes de
plantas MM control y plantas homocigotas
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VI: verde inmaduro, VM: verde maduro,
P: pintén, RM: rojo maduro. Los datos se
presentan como medias + SE.
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V. Fase vegetativa

Durante el cultivo se observé que las plantas genéticamente modificadas
mostraban diferencias en algunos aspectos fenotipicos con respecto a las
plantas MM control como por ejemplo diferencias en la altura de las plantas,
tamafo de las hojas o de las flores, por lo que se decidi6 estudiar el efecto
que tiene la sobreexpresion de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS en la fase
vegetativa de la planta (Figura 2-21). La altura de las plantas se midi6 en la
fase inicial de la produccion y se observé cOémo las plantas transgénicas
presentaron una menor altura que las plantas MM control, siendo el caso de
CHI/FNSox las que mostraron los valores mas bajos. El efecto que tiene la
sobreexpresion de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS sobre la superficie
foliar se estudidé en dos estadios de desarrollo de la hoja: H3 y HS8. Las
plantas CHI/FNSox presentaron una mayor superficie foliar desde el inicio
del desarrollo con respecto a los otros dos genotipos estudiados. Este
aumento fue mas notable en la H8 las cuales aumentaron la superficie en
torno a un 55% con respecto al control. En cuanto al tamafio de las flores se
observd que las de las plantas CHIox fueron mas pequeiias con respecto a las
flores de CHI/FNSox y MM entre las cuales no se observaron diferencias
notables. Estas diferencias se observaron tanto en el cultivo de verano como
en el de invierno.
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Figura 2-21. Altura de plantas y superficie foliar de plantas MM control y plantas
homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano. H3: tercera hoja contando desde el
apice, H8: octava hoja contando desde el dpice. Los datos se representan como medias + SE.
Las distintas letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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En el estudio de MEB se observaron diferencias en cuanto al nimero de
los diferentes tipos de células epidérmicas de la hoja (células del pavimento,
estomas y tricomas) entre los distintos genotipos. Para estudiar las diferencias
estadisticas se realizd el célculo de la densidad para cada tipo celular (Figuras
2-22,2-23 y 2-24).

En condiciones normales la densidad estomatica del haz de las hojas de
tomate es inferior a la del envés. La sobreexpresion de los genes estudiados
no afectd6 a este cardcter (Figura 2-22), sin embargo, al estudiar las
microfotografias de MEB se observé un aumento de densidad estomatica en
las plantas genéticamente modificadas siendo este aumento mas notable en la
HS8 donde en el caso del envés las plantas transgénicas mostraron el doble de
estomas que el control y en el haz fue hasta 4 veces més.

En cuanto al nimero de tricomas por unidad de superficie observado en
nuestro estudio, la sobreexpresion de los genes hizo que dicha densidad
disminuyese en el haz tanto de la H3 como de la H8 (Figura 2-23). Se vio una
mayor disminucién en las plantas que sobreexpresan PACHI/GhFNS. En el
envés de ambos estadios, se observo que las plantas CHI/FNSox presentaban
una menor densidad de tricomas con respecto al control siendo sélo
significativa en el caso de la H3, sin embargo, las plantas CHIox mostraron
un aumento de dicha densidad.
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Figura 2-22. Densidad de estomas presentes en el haz y envés de hojas en
dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas de MM control y
plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano. H3: tercera
hoja contando desde el 4pice, HS: octava hoja contando desde el dpice. Los
datos se representan como medias * SE. Las distintas letras indican
diferencias significativas entre genotipos para cada estadio y cara de la hoja
(p <0,05).
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Figura 2-23. Densidad de tricomas presentes en el haz y envés de hojas
en dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas de MM
control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano.
H3: tercera hoja contando desde el apice, H8: octava hoja contando desde
el apice. Los datos se presentan como medias + SE. Las distintas letras
indican diferencias significativas entre genotipos para cada estadio y cara
de la hoja (p <0,05).
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Con el objetivo de conocer si las diferencias o similitudes observadas en
la densidad de estomas y tricomas se debian a una alteracién de la ratio entre
células del pavimento y células especializadas o simplemente respondia a
cambios en el tamafio de las células del pavimento, se estim6 la densidad de
células del pavimento (Figura 2-24). Al igual que para los estomas y
tricomas, el nimero de células del pavimento por unidad de superficie
disminuy6 a lo largo del desarrollo. En la tercera hoja s6lo mostraron una
disminucién significativa las plantas CHI/FNSox, aproximadamente 1500
células-mm™ frente a unas 2100 que presentaron el control y las plantas
CHIox. Por el contrario, en la hoja octava, tanto en el haz como en el envés,
las plantas CHIox mostraron un aumento (1800 células-mm™) de la densidad
de células frente a los otros dos genotipos (1300 células- mm™).

A partir de estos valores se pudo calcular las ratios células
pavimento/estomas y células pavimento/tricomas. Asi, en la tercera hoja la
ratio entre las células del pavimento y los estomas fue significativamente
superior en MM seguidas de CHIox y las plantas CHI/FNSox mostraron los
valores significativamente mas bajos tanto para el haz (9,52 + 0,15 a; 7,17
0,06 b; 5,88 = 0,08 c. MM, CHIox y CHI/FNSox, respectivamente) como
para el envés (6,88 = 0,09 a; 5,93 + 0,13 b; 3,39 +£0,08 c. MM, CHIox y
CHI/FNSox, respectivamente). En el caso de la ratio células
pavimento/tricomas, CHI/FNSox mostrd valores significativamente
superiores para el haz (16,13 + 0,57 ab; 15,43 + 0,56 b; 18,41 + 0,69 a. MM,
CHIox y CHI/FNSox, respectivamente) y el envés (5,73 = 0,14 b; 6,32 £ 0,37
b; 8,62 = 0,07 a. MM, CHlox y CHI/FNSox, respectivamente). En la hoja
octava las se mantuvieron las diferencias significativas observadas en la hoja
tercera tanto en el haz (8,58 £ 0,05 a; 9,81 = 0,34 b; 7,24 £ 0,24 c. MM,
CHlIox y CHI/FNSox, respectivamente) como en el envés (8,03 £ 0,22 a; 5,19
+ 0,09 b; 4,62 = 0,09 c. MM, CHlIox y CHI/FNSox, respectivamente). La
ratio entre células pavimento y de los tricomas mostrd diferencias
significativas entre los diferentes genotipos para el haz (6,97 0,10 c; 15,75
0,26 b; 19,82 £ 0,63 a. MM, CHIox y CHI/FNSox, respectivamente) y para el
envés (11,59 + 0,47 b; 853 £ 0,12 c; 13,82 = 0,34 a. MM, CHIox y
CHI/FNSox, respectivamente).
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Figura 2-24. Densidad de células del pavimento del haz y envés de
hojas en dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas de
MM control y plantas homocigotas CHlox y CHI/FNSox cultivadas en
verano. H3: tercera hoja contando desde el apice, H8: octava hoja
contando desde el dpice. Los datos se presentan como medias + SE. Las
distintas letras indican diferencias significativas entre genotipos para
cada estadio y cara de la hoja (p < 0,05).

La cantidad de agua en las hojas y el tallo se determiné mediante las
medidas de peso fresco, peso seco y del contenido de agua en los diferentes
tejidos (Figura 2-25). En cuanto a las medidas realizadas en hoja, las plantas
MM presentaron un nimero significativamente inferior al de las plantas
transgénicas, de las cuales, las plantas CHlox presentaron una menor
cantidad de hojas que las CHI/FNSox sin llegar a ser estadisticamente
diferente. Las medidas de peso seco de las plantas CHI/FNSox fueron las que
tomaron los valores mas bajos. Esta disminucién unida a que fueron las
plantas que mostraron un mayor nimero de hojas por planta hacen que no
haya diferencia en el contenido de agua total. Con respecto al tallo, s6lo se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de contenido de agua,
siendo las plantas genéticamente modificadas las que presentaron los valores
mas bajos.
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Figura 2-25. Peso fresco y seco y
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DISCUSION

Relacion entre la ruta de los flavonoides y el desarrollo y la calidad del
fruto

La modificacién de la ruta de biosintesis de los flavonoides afect6 a la
maduracién y a diferentes pardmetros que determinan la calidad del fruto.
Con respecto a la maduracion, se vio como la sobreexpresion tanto de PACHI
como la de PhCHI junto con GhFNS, afect6 a dicho proceso de manera que
en ambos casos se vio adelantado. Estudios realizados en diferentes especies
(manzana, tomate o fresa), han demostrado como el ABA promueve la
biosintesis de antocianinas y compuestos fendlicos, aumenta la actividad de
PAL, CHS y mejora la produccién de etileno (fitohormona responsable de la
maduracion de los frutos y de la senescencia de los tejidos) (McGlasson et
al., 1978; Jiang y Joyce, 2003; Mou et al., 2015). Ademas del papel
regulador predominante del etileno, el ABA también tiene una funcidn
importante en el control de la maduracion del fruto climatérico (Mou et al.,
2015). Puede actuar como un inductor en el inicio de la maduracién
desencadenando la expresion de genes independientes del etileno, tomando
éste importancia en la regulacién de etapas posteriores en la maduracion
(Zhang et al., 2009a, b). Un estudio realizado en tomate donde se llevd a
cabo la supresion del gen que cataliza el primer paso de la ruta de biosintesis
del acido abscisico (NCEDI) provoc6 una disminucién de la expresion de
algunos genes de la pared celular relacionados con la maduracién, como son
poligalacturonasa, pectinmetilesterasa o xiloglucan-endotransglicosilasa,
provocando un aumento en la vida util del fruto (Sun et al., 2012). Por otro
lado, en A. thaliana se han definido fenotipos semejantes entre los mutantes
de aba y los mutantes de cuticula bdg y lacs2 donde las mutaciones llevaron
consigo un aumento de la permeabilidad cuticular (L’Haridon et al., 2011).
La pérdida de agua de los frutos es consecuencia de la respiracion de los
frutos y la difusiéon de moléculas de agua a través de la cuticula (Lara et al.,
2014). Pero no toda la pérdida de agua es atribuible a la cuticula ya que otros
aspectos como la madurez de los frutos, las condiciones ambientales o la
firmeza de sus paredes celulares también contribuyen a la misma. De esta
manera, el adelanto en la maduracién de los frutos y el aumento del flujo de
agua que se observo en la vida poscosecha con la modificacién de la ruta de
los flavonoides en el presente capitulo pudo ser debida a que la
sobreexpresion de los genes de petunia y gerbera en tomate implicaria un
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aumento de ABA y éste produciria bien la activacion de la biosintesis de
etileno, bien la modificacién de la expresion de algunos genes involucrados
en la maduracién del fruto o de la sintesis de cuticula.

La dureza, ademas de estar relacionada con la vida poscosecha, es junto
con el color uno de los caracteres mas importantes en la calidad externa del
fruto, ya que es el primer aspecto que los consumidores evaldan (Simonne et
al., 2007). La sobreexpresion de PhCHI y PhCHI/GhFNS llev6 asociado un
cambio en el color del fruto virando su color al rosa (Figura 2-5). Este
cambio en el color con respecto al rojo que presentaron los frutos MM se
debid a una disminucién de la luminosidad (L*), de la saturacién (C*) y del
tono (H®). Asi, en CHIox y CHI/FNSox las disminuciones de L* y C* del
fruto completo se debieron a las disminuciones de estos pardmetros bien de la
cuticula o bien del mesocarpo. En el caso de las variaciones en cuanto al
tono, valores mas bajos de H® observados en el fruto indican un tono mas
rosa debido a la disminucion de la cantidad de chalconaringenina (pigmento
de color amarillo-anaranjado) por el desplazamiento de la ruta hacia las
flavanonas y flavonas de manera similar a lo que ocurre en los frutos que
tienen silenciado el gen CHS (Espafia, 2012). El agrietado es otro de los
caracteres importantes en cuanto a la calidad externa del fruto se refiere que
es evaluado por los consumidores. En el agrietado influyen tanto la cantidad
de cuticula como de fenoles ya que modifican las propiedades mecénicas de
la cuticula (Dominguez et al., 2009; Dominguez et al., 2012; Espaiia, 2012).
En nuestro caso, las plantas transgénicas presentaron mayor agrietado que las
plantas control, siendo las CHI/FNSox las que presentaron un mayor indice y
severidad. Los frutos CHI/FNSox presentaron los valores mas altos en cuanto
a cantidad, grosor y grado de invaginacion de la cuticula, sin embargo, fueron
los que presentaron una menor cantidad de fenoles. De igual manera, frutos
cuyas cuticulas presentaron una disminucion en cantidad de fenoles debido al
silenciamiento del gen CHS presentaron un aumento notable del micro-
agrietado (Espafia ef al., 2012).

Segin la bibliografia, la calidad interna del fruto, concretamente el sabor,
puede venir determinado por el cultivar considerado, el grado de madurez y
las condiciones ambientales (Tandon, 2000; Gautier et al., 2008). Con
respecto a las condiciones ambientales, hay trabajos realizados en tomate
donde se estudio la variacién de la calidad interna del fruto con la radiacién
solar (Gautier et al., 2008; Espafia, 2012). En estos estudios se observé una
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disminucién de los flavonoides y un aumento del 4cido cafeico en los frutos
madurados en oscuridad. Ademas, se relacioné el aumento de la acidez en los
frutos tapados con la acumulacion de precursores en la ruta de sintesis de los
flavonoides, los acidos cindmicos (cafeico, fertlico y el p-cumdrico), que
tendria lugar por la inhibicién parcial de esta ruta en respuesta a la oscuridad.
Por otro lado, Adato et al. (2009) identificaron y cuantificaron en la piel de
frutos transgénicos 35S:amiR-SIMYBI2 y en frutos ‘Ailsa Craig’ con la
mutacién y varios componentes como la chalconaringenina y el acido di-
cafeoilquinico III. Asi, en los genotipos con una disminucién parcial (frutos
35S:amiR-SIMYB12) o total (mutante y) de la cantidad de chalconaringenina
también se observd un aumento del acido di-cafeoilquinico III comparado
con el silvestre ‘Ailsa Craig’. Estos resultados concuerdan con los resultados
obtenidos en este trabajo que indicaron un aumento de acidez en los
genotipos CHIox y CHI/FNSox los cuales presentaron una menor cantidad de
chalconaringenina con respecto a MM.

La relacion entre la fertilidad del polen y los flavonoides la establecieron
por primera vez Coe ef al. en 1981 en maiz. Analisis posteriores de mutantes
de CHS en maiz y petunia revelaron que el polen deficiente en flavonoides,
aunque viable, no produjo un tubo polinico funcional (Mo ef al.,1992; Taylor
y Grotewold, 2005). Por otro lado, estudios realizados en mutantes ¢4 de A.
thaliana (mutantes del gen CHS deficientes en flavonoides) mostraron que
estas plantas eran fértiles, aunque vieron reducido la cantidad de semillas
producidas y la germinacién in vitro del polen (Ylstra et al., 1996; Kim et al.,
1996; Taylor y Grotewold, 2005). Al igual ocurre en nuestro trabajo, donde
se observé una disminucién en la cantidad y viabilidad de polen y en la
cantidad de semillas en las plantas que tienen modificada genéticamente la
ruta de los flavonoides.

La modificacion de la ruta de biosintesis de flavonoides afecté al tamaiio
celular

La sobreexpresion de los genes de petunia y gerbera de forma conjunta
llevé asociada un aumento del tamafio celular (tanto en area celular como en
longitud tangencial de la célula, lo que implic6 que las células presentasen
una forma alargada) durante el desarrollo de fruto mientras que la
sobreexpresion de PhCHI llevé asociada una reduccién de la longitud
tangencial y un aumento de la longitud radial de la célula lo cual determind la
forma redondeada que presentaron. Estas variaciones en el tamafo y la forma
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celular fueron compensadas con el nimero de células por unidad de
superficie lo cual provocé que el tamafio final del fruto no se viese afectado.
En la hoja se observd un comportamiento similar, de manera que las plantas
CHI/FNSox presentaron una menor densidad de células del pavimento
mientras que CHIox mostraron una mayor densidad durante todo el
desarrollo del fruto. Ademas, CHI/FNSox presentd una mayor superficie
foliar y un mayor nimero de hojas por planta y CHIox tuvo unas flores de
menor tamafo.

Espaiia et al. (2014b) ya observaron en tomate un menor tamafo de las
células del epicarpo tras el silenciamiento transitorio durante la maduracién
de la CHS pudiendo establecer una relacién entre la reduccion drastica de la
sintesis de flavonoides con la disminucién del tamafio celular. En la
bibliografia se encuentran varios trabajos en los cuales se ha establecido una
asociacion entre los flavonoides y el tamaio celular y de 6rganos, postulando
la posibilidad de que dichos compuestos intervengan en la regulacion del
tamafio celular mediado por auxinas (Ringli et al., 2008; Laffont er al.,
2010). Ademas, es conocido como diversos flavonoides, entre ellos la
quercetina y el kaempferol, pueden modular el transporte polar de auxinas in
vivo (Murphy et al., 2000; Brown et al., 2001; Buer y Muday, 2004; Peer y
Murphy, 2007; Buer et al., 2013). Las auxinas son sustancias orginicas que
promueven la division y elongacion celular bien a través de la induccién de
enzimas hidroliticas que rompen la pared celular (Rayle y Cleland, 1992) o
bien induciendo el complejo TARGET OF RAPAMYCIN (TOR) (Henriques
et al., 2014). TOR es una proteina kinasa altamente conservada que esta
presente en levaduras, animales y plantas (Bogre et al., 2013). En levaduras y
mamiferos, TOR forma parte de dos complejos multiproteicos, TORCI y
TORC2, pero en plantas s6lo se han identificado los componentes del
complejo TORCI1 (John et al., 2011; Henriques et al., 2014). Recientemente
se ha ligado el complejo TOR en plantas con las rutas de sefializacion
hormonal y por nutrientes en el control del crecimiento y desarrollo (Bogre et
al., 2013; Henriques et al., 2014). De esta manera, el incremento en la
cantidad de quercetina y kaempferol en el fruto de tomate a consecuencia de
la sobreexpresion de PACHI podria llevar consigo la inhibicién del transporte
polar de auxinas y consecuentemente, bien se reduciria la extensibilidad de
las paredes celulares, lo que implicaria una menor elongacién celular y un
menor crecimiento del 6rgano en cuestion bien afectaria a la regulacion del
complejo TOR reduciendo la divisién y elongacién celular. Sin embargo, los
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frutos CHI/FNSox mostraron un comportamiento contrario, presentando en
general un aumento del tamafio celular y del 6rgano, a excepcidn de la altura
de la planta. Esto podria ser como ya se ha visto en el mutante rol-1 de A.
thaliana (Ringli et al., 2008) que la modificacién en el tamafio y la forma
celular asociada a cambios en el perfil de flavonoles estuviese regulado por
un mecanismo independiente al de las auxinas. Por otro lado, hay estudios
realizados en mutantes de A. thaliana que han demostrado la alteracion de las
densidades tanto de estomas como de tricomas pueden resultar de la
modificacién en la biosintesis de ceras cuticulares o en los flavonoides,
sugiriendo asi que la variacioén de la estructura y/o fisiologia de la cuticula
induce fenotipos secundarios (Gray et al., 2000; Johnson et al., 2002; Chen et
al., 2003; Kang et al., 2014; Yang et al., 2011; Nadakuduti ef al., 2012). En
nuestro estudio se observd un aumento en cuanto a cantidad de ceras
presentes en la cuticula del fruto con la modificacién de la ruta de los
flavonoides. De manera similar, podria estar pasando en la hoja y asi, una
modificacién en las ceras de la cuticula de la hoja podria explicar también las
variaciones en cuanto a las células epidérmicas.

La sobreexpresion de PhCHI y GhFNS afecté a la composiciéon y
propiedades de la cuticula del fruto

La cuticula del fruto de tomate se vio afectada por la sobreexpresion de
los genes de petunia y gerbera en cuanto a la morfologia y composicion
quimica, que a su vez se asociaron con cambios en las propiedades
mecénicas. En cuanto a los cambios en la morfologia, se observd que la
sobreexpresion génica aumentd el grosor y el grado de invaginacién de la
cuticula, siendo dicho aumento mayor en el caso de CHI/FNSox. Estos
resultados son contrarios a los obtenidos en un estudio en tomates con la ruta
de flavonoides modificada por el silenciamiento mediado por virus del gen
CHS. En este estudio no se observaron diferencias en cuanto a grosor entre
las cuticulas de frutos silenciados y de no silenciados y el grado de
invaginacion se vio reducido en los frutos donde los niveles de fenoles eran
menores (Espafia et al., 2014b). Esto puede estar justificado ya que el
silenciamiento llevado a cabo por virus se realiz6 en un estadio avanzado del
desarrollo a diferencia del caso de la sobreexpresion de los genes de petunia
y gerbera, donde la modificacion de la ruta esta desde el inicio del desarrollo.

En el estudio de la cantidad de cuticula y de sus componentes se
observaron diferencias entre las dos temporadas en las que se recolectd
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material. La disminucién observada en las cantidades de la cuticula y de sus
componentes en la temporada de invierno con respecto a las observadas en
verano eran las esperadas por el efecto de la menor radiacién solar en la
temporada de invierno (Dominguez et al., 2012). En ambas temporadas se
observé un aumento tanto en la cantidad de cuticula como de sus
componentes, cutina, polisacaridos y ceras en las plantas transgénicas con
respecto a su control. Estudios previos en los que se disminuyd la cantidad de
fenoles en la cuticula mediante diferentes métodos no mostraron una relacion
entre la cantidad de fenoles y la cuticula o sus componentes (Espaiia et al.,
2012; Espafia et al., 2014b). Sin embargo, en otro estudio realizado con
mutantes #4 y tt5 de A. thaliana mostraron variaciones en cuanto a la
cantidad de ceras con respecto al silvestre. 774 es un gen codificante para
CHALCONA SINTASA y TTS5 codifica para CHALCONA ISOMERASA.
En los mutantes #t5 se observé una disminucién del 75% en la cantidad de
ceras con respecto al silvestre mientras que en los mutantes 74 o en los que
portaban tanto la mutacién #4 como #5 se observaron valores similares al
silvestre en cuanto a cantidad de ceras. Por tanto, se concluyé que la
acumulacién de chalconaringenina debida a la mutacion #£5 era la responsable
de la reduccién de las ceras cuticulares (Bird et al., 2013, comunicacién a
congreso). Estos resultados concuerdan con los mostrados en el presente
capitulo, donde la sobreexpresion de los genes PhCHI 'y PhCHI/GhFNS hace
disminuir de manera notable la cantidad de chalconaringenina en la piel del
fruto pudiendo estar relacionada esta disminucién con el aumento en la
cantidad de ceras en cuticula. En el estudio llevado a cabo por Espaiia et al.
(2014b) se observé una disminucién de todos los componentes cuticulares en
los frutos silenciados con respecto a los no silenciados, de manera paralela,
en nuestro estudio se observé un aumento de dichos componentes en los
frutos CHIox y CHI/FNSox. Por tanto, podemos pensar que la variacion en la
cantidad de chalconaringenina podria afectar no s6lo a la acumulacién de
ceras, como ya apuntaron Bird ef al. (2013), sino que también afectaria a la
acumulacién de los otros componentes cuticulares (cutina y polisacédridos) y
por tanto a la cantidad total de cuticula. El aumento observado en el indice de
esterificacion de las cutinas de estadios P y RM en los frutos que
sobreexpresan los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS se debe a la correlacion
negativa descrita entre la cantidad de compuestos fendlicos incorporados
durante el periodo de maduracion del fruto y el grado de esterificacion de la
cutina (Espafia ef al., 2014).
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Como ya se ha comprobado en otros estudios realizados en tomate con
variaciones en cantidad de flavonoides, las diferencias en la composicién de
la cuticula llevaron relacionados cambios en las propiedades biomecénicas
(Bargel y Neinhuis, 2004; Saladié¢ et al, 2007; Adato et al., 2009;
Dominguez et al., 2009). Estos estudios tienen en comun la disminucién en la
cantidad de fenoles, sin embargo, difieren en la cantidad de los demais
componentes que conforman la cuticula. En ellos se observd una
modificacién en el médulo elastico que determina la rigidez de la cuticula, el
esfuerzo de fractura, la deformaciéon méixima y/o la pendiente de la fase
viscoelastica que determina la capacidad de deformacién de la cuticula. En el
caso de la sobreexpresion de PhCHI 'y GhFNS se observé una diminucién de
la rigidez durante todo el desarrollo del fruto ademas en los estadios VM, P y
RM se alarg6 tanto la fase eldstica como la viscoelastica y aumentd la
deformacion maxima. La cutina es el principal responsable del
comportamiento viscoeléstico de la cuticula asi, el aumento de la cantidad de
este componente en los frutos transgénicos explicaria el aumento de la fase
viscoelastica observada. Los polisacaridos y las ceras intracuticulares actiian
modificando las propiedades mecéanicas aumentando la rigidez y el esfuerzo
de fractura (Lopez-Casado et al., 2007; Petracek y Bukovac, 1995; Khanal et
al., 2013; Tsubaki et al., 2013). Ademds, los polisacaridos alteran la fase
elastica y diminuyen la deformacion méaxima. Por otro lado, se ha visto en
tomate que los flavonoides son responsables de la longitud de la fase elastica,
favorecen la rigidez y el esfuerzo de fractura y reducen la deformacion
méaxima apuntando a que el efecto de los flavonoides es més significativo que
el de los polisacéridos, a pesar de ser este compuesto mas abundante, y las
ceras (Espafa, 2012). Por todo esto, la diminucion observada en la rigidez y
en el esfuerzo de fractura y el aumento de la deformacién de las cuticulas de
los frutos transgénicos podrian atribuirse a la disminucidn de la cantidad de
fenoles apoyando la idea de que estos compuestos tienen en el fruto de
tomate un efecto mas significativo que los polisaciridos y las ceras
intracuticulares.

La sobreexpresion de los genes PhRCHI y GhFNS no afect6 a la expresion
de genes de la ruta de sintesis de la cuticula

Una vez conocidas las diferencias en la composicién de la cuticula y con
el objetivo de saber como la sobreexpresion de los genes PhCHI y
PhCHI/GhFNS afectd a la expresion génica de la ruta de biosintesis de
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flavonoides y de la ruta de sintesis de cuticula y poder establecer asi una
relacion entre ellas se seleccionaron genes estructurales y factores de
transcripcion claves de ambas rutas y se midi6 su expresion. Los resultados
en cuanto a la expresion de genes clave de la ruta de biosintesis de los
flavonoides mostraron una disminucién en la expresion de CHSI, CHS2 y
PALS en los frutos transgénicos con respecto al control MM. Sin embargo,
los genes PAL6 y PAL4 mostraron un aumento considerable, sobre todo en el
estadio pintén. Un andlisis de Norther realizado a partir de la piel de frutos
transformados con el gen PACHI ya mostré bajos niveles de chi con respecto
al control durante todo el desarrollo del fruto (Muir et al., 2001). Con estos
resultados se postul6é que el mecanismo regulador por el cual el ARNm CHI
conlleva un aumento en la cantidad de flavonoides puede ser o bien porque la
actividad de esta enzima representa el tnico paso limitante o bien porque el
incremento del ARNm de CHI podria estar provocando cambios en la
actividad de otras enzimas de la ruta (Burbulis y Winkel-Shirley, 1999; Muir
et al., 2001). Esto ultimo explicaria los cambios observados en la expresion
génica. Ademads, la reduccion en la expresion de los genes CHS se ajusta a la
diminucién de chalconaringenina observada en la piel de los frutos CHIox y
en los CHI/FNSox (Muir et al., 2001; Schijlen et al., 2006).

En relacion a la expresion de los genes estructurales del metabolismo de la
cuticula no se obtuvieron los resultados esperados conforme a las diferencias
observadas en cuanto a cantidad de cuticula y de sus componentes. A pesar
de que dichas cantidades aumentaron en los frutos transgénicos con respecto
al control, no se vio un aumento en la expresion de los genes de sintesis. El
andlisis de expresion de los genes relacionados con la deposicion de cutina
CUSI y GDSL determind que son genes de estadios tempranos del desarrollo
del fruto (VI y VM). Sin embargo, la modificacién de la ruta de los
flavonoides llevé asociada una disminucion en la expresiéon de ambos genes
en los frutos transgénicos con respecto al control, salvo en el estadio VM
donde en los frutos CHI/FNSox aument6 levemente la expresion de GDSL.
Por tanto, estos niveles de expresion no explicarian el aumento en la cantidad
de cutina observada en los frutos modificados genéticamente. De igual modo,
la expresion de BDG se vio reducida en los frutos de sobreexpresiéon con
respecto al control MM. En el caso de CHIox s6lo se observod reduccion de la
expresion en el estadio VI mientras que en CHI/FNSox la expresion se vio
reducida desde el inicio del desarrollo hasta alcanzar el estadio P, siendo mas
notable en el estadio VI. Si bien la bibliografia apunta que BDG es un gen

160



Interaccion entre las rutas de sintesis de flavonoides y de cuticula

relacionado con la biosintesis de cuticula y deposicién de cutina y cuya
pérdida de funcidn en A. thaliana lleva consigo un aumento en la cantidad de
cutina y de ceras (Kurdyukov et al., 2006), aunque poco probable, la
disminucién de la expresion de este gen al inicio del desarrollo del fruto de
tomate podria ser suficiente y estar relacionada de alguna manera con el
aumento en cuanto a cutina y ceras se refiere. En cuanto a los genes CER6 y
CER]I-like relacionados con la composicion de ceras cuticulares (Vogg et al.,
2004; Leide et al., 2007; Mintz-Oron et al., 2008) sélo se observdé un
aumento en la expresion en la cuticula de los frutos CHIox de CERG6 en el
estadio RM y de CERI-like en el estadio VM no pudiendo ser estos niveles
los responsables del incremento de ceras observado durante todo el desarrollo
en dicho genotipo. En el caso de las cuticulas de los frutos CHI/FNSox la
expresion de estos genes siempre se vio reducida, por lo tanto, debe haber
otro gen responsable en tomate que justifique el aumento de las ceras
cuticulares. Estudios relacionados con el silenciamiento de este transportador
ABCG32/PEC1 en A. thaliana llevaron asociada una disminucién en la
cantidad de mondmeros C16 afectando asi la permeabilidad (Bessire et al.,
2011; Fabre et al., 2015). El aumento observado en el estadio VI de los frutos
CHlox concuerda con los resultados del mutante de A. thaliana pecl
justificando asi el aumento de los monémeros C16 en fruto de tomate. Se
podria pensar que al inicio del desarrollo hay una alta expresion y los
transportadores quedan de reservorio durante el resto del desarrollo. Sin
embargo, esto es dificil que esté ocurriendo en los frutos CHI/FNSox ya que
el aumento en la expresion del transportador ABCG32 en las primeras etapas,
aunque superior, no es tan diferente del control.

En cuanto a los citocromos P450, CYPS86A68 y CYP86A69, son genes
implicados en la hidroxilacidon de 4cidos grasos y por tanto la biosintesis de
cutina (Shi et al., 2013; Lashbrooke et al., 2015) CYP86A69 podria estar
relacionado con el aumento en la cantidad de cutina en el estadio VI de los
frutos CHIox mientras que el gen CYPS86A68, seria el responsable de dicho
aumento en los estadios P y RM. Sin embargo, no se puede establecer
ninguna relacién entre la cantidad de cutina y la expresion de estos genes en
el estadio VM, lo cual junto con las pequefas diferencias observadas en
expresion hacen dudar de que dichos genes tengan un papel en la biosintesis
de cutina e hidroxilacién de los 4cidos grasos en el fruto de tomate. En
cuanto a la expresiéon de EST], a pesar de que su funcion no se conoce, se ha
visto sobreexpresado en los frutos que presentan la mutacién y durante la
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maduracién (Adato et al., 2009). El patrén de expresion que presentaron MM
y CHIox fue similar al de CHS2, a excepcion del estadio P, que, aunque se da
un aumento en los niveles de expresion, éste no es tan notable y toma valores
similares a los del estadio VI. Por el contrario, los frutos CHI/FNSox
presentaron un patron de expresion diferente con respecto a los otros dso
genotipos, donde los niveles de expresién se mantuvieron constantes durante
todo el desarrollo y al llevar al estadio RM se observé una disminucion.

La reduccion de los niveles de expresion de los factores de transcripcion
tipo AP2 implicados en la produccién y deposicidon de ceras tampoco se
pueden relacionar con el aumento en cantidad de estos compuestos en las
cuticulas de los frutos transgénicos. Esto puede deberse a que salvo SHN3
que se encuentra en todos los érganos, los demds son especificos de otros
tejidos y Organos como son flores, raices anteras y silicuas. Ademads, la
expresion los genes observada en este trabajo tampoco explicaria la
elongacién celular como se ha visto que ocurre en A. thaliana (Shi et al.,
2011). Por otro lado, la disminucién en la expresiéon de SHN conlleva en A.
thaliana fusién de 6rganos debido a una alteracién en la cuticula y ademés
una disminucién en la cantidad de cutina. En tomate no se observé fusién de
6rganos y de manera contraria, se produjo un aumento en la cantidad de
cutina. En cuanto al factores de transcripcion CD2, estd descrito que es
especifico de epidermis y relacionado con la biosintesis de cutina (Isaacson et
al., 2009, Nadakuduti et al., 2012; Giménez et al., 2015). Sin embargo,
unicamente en el en el estadio P del fruto CHI/FNSox pareceria que
cumpliese dicha funcion.

Con respecto a los factores de transcripcion MYB habria que destacar la
expresion de MYB41 siendo el tinico que presentd unos niveles de expresion
acorde a las caracteristicas de las plantas de sobreexpresion. Dicho gen esta
relacionado con las respuestas frente a un estrés presentando niveles bajos de
expresion cuando dicho estrés no esta presente (Cominelli et al., 2008). Por
otro lado, se ha comprobado que la sobreexpresion de dicho gen en A.
thaliana inducen cambios en el tamafio celular provocando incluso enanismo.
Los resultados obtenidos mostraron un gran aumento en la expresion en los
frutos CHI/FNSox. Este aumento en la expresion se puede deber a que la
planta reconozca la variacion en el perfil de flavonoides y los altos niveles de
rutina, quercetina o luteolina los detecte como una sefial de estrés,
provocando asi una respuesta. Ademas, la sobreexpresion de MYB41 estaria
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implicado en los cambios en cuanto a altura de la planta, presentando
CHI/FNSox los valores mas bajos.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DEL
NITROGENO EN LA SINTESIS
DE CUTICULA Y EL
METABOLISMO DE LOS
FLAVONOIDES

"La ciencia siempre vale la pena porque
sus descubrimientos, tarde o temprano,
siempre se aplican"

Severo Ochoa
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Influencia del N en la calidad del fruto de tomate

INTRODUCCION

El nitr6geno es uno de los nutrientes inorganicos mas importantes en las
plantas, siendo un constituyente principal de acidos nucleicos, proteinas,
cofactores y metabolitos secundarios (Marschner, 1995; Igbal et al., 2013).
Afecta a todos los niveles de la planta, desde el metabolismo a la asignacién
de recursos, el crecimiento y el desarrollo (Crawford, 1995; Marschner,
1995; Stitt y Krapp, 1999). El nitr6geno esta disponible en el suelo en formas
diversas y a menudo interconvertibles lo que, acompaifiado de la variedad de
adaptaciones presentes en las plantas para optimizar su toma, hace que el
estudio de la nutricién nitrogenada sea complejo (Nisholm et al., 2009). La
mayor parte de los estudios de nutricién vegetal han estado enfocados en las
formas inorganicas, NOs~ y NH4", del nitrégeno, principalmente motivados
por la presencia de nitrogeno inorganico en muchos suelos de cultivo y por la
abundancia de fertilizantes formulados con nitrégeno inorganico (Nédsholm et
al., 2009).

La intensificaciéon de la agricultura en las dltimas décadas no sélo ha
favorecido el aumento de las cosechas, sino que ha ido acompaifiada de un
gran incremento en el uso de fertilizantes, del 800% en el caso del nitrégeno
(Foley et al., 2011). De modo general, se estima que s6lo el 40-50% del
nitrégeno aportado como fertilizante es incorporado por las plantas
(Sylvester-Bradley y Kindred, 2009), el resto pasa al agua y a la atmésfera,
causando problemas de contaminacién serios como consecuencia de la
eutrofizacién de aguas y suelos, asi como del aumento de gases de efecto
invernadero (Gruber y Galloway, 2008; Pretty, 2008). La agricultura depende
actualmente en gran medida de la produccién de fertilizantes nitrogenados
procedentes de la fijacién de N, mediante el proceso de Haber-Bosch
(Matson et al., 1997; Miller y Cramer, 2004). Se trata de un proceso
energéticamente costoso ya que requiere elevadas condiciones de presion y
temperatura. Todo ello ha conducido a una perturbacién del ciclo global del
nitrégeno que se considera la segunda causa del cambio climético global,
s6lo por detrés de la alteracion del ciclo del carbono (Galloway et al., 2008).
Es por ello que actualmente se considera necesaria la identificacién de
estrategias que conlleven la reduccién del aporte de nitrégeno en agricultura
sin comprometer la cantidad o calidad de las cosechas (Witcombe et al.,
2008; Robertson y Vitousek, 2009).
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En el caso concreto del tomate, Pill er al. (1978) observaron que el
crecimiento y desarrollo de las plantas fue superior cuando el suministro de
nitrégeno se aportd principalmente en forma de nitrato en vez de amonio,
quiza debido a la mayor movilidad en suelo del primero (Miller y Cramer,
2004). El estudio de la tasa de absorcién de nitrégeno a lo largo del ciclo de
desarrollo de la planta de tomate mostré6 que s6lo una parte del nitr6geno
aportado en el abono era incorporada a la planta (Halbrooks y Wicox 1980;
Bar-Yosef y Sagiv, 1982). Sin embargo, se observd que niveles altos de
nitrégeno aumentaron la concentracion de este elemento en hoja de tomate
mientras que un aporte bajo disminuyd la cantidad de materia seca (Huett,
1986; Dumas et al., 1993; Scholberg et al., 2000; Le Bot et al., 2001). Dumas
et al. (1993) sugirieron una concentracion de 6mM N como dptima para el
crecimiento del tomate desde su germinacion hasta la fase de floracion. A
pesar de ello, las recomendaciones generales de aporte de nitrogeno para el
cultivo de tomate en invernadero siguen siendo a dia de hoy entre 10 y
15 mM N (Letard et al., 1995; Peet y Welles, 2005).

En A. thaliana se ha observado que la modificacién del aporte de
nitrégeno tiene un efecto sobre diversos genes del metabolismo primario y
secundario (Scheible et al., 2004) por lo que es posible que estas
modificaciones en el desarrollo vegetativo desencadenen también cambios en
el metabolismo del fruto de tomate (Bénard et al., 2009). Varios trabajos han
abordado el estudio de la calidad del fruto de tomate cultivado con distintas
concentraciones de nitrogeno, por ejemplo, no se han detectado diferencias
en el color de los frutos como consecuencia de un aporte diferencial de
nitrogeno (Kaniszewski et al., 1987; Warner et al., 2004; Simonne et al.,
2007; Bénard et al., 2009) pero si se han descrito resultados variables con
respecto a la firmeza del fruto (Kaniszewski ef al., 1987; Wang et al., 2007;
Bénard et al., 2009; Frias-Moreno et al., 2014). De igual manera, los datos
publicados respecto a la cosecha obtenida con distintas concentraciones de
nitrégeno mostraron un aumento significativo en algunos casos (Warner et
al., 2004; Frias-Moreno et al., 2014) mientras que en otros no hubo
diferencias (Bénard et al., 2009). Con respecto a la calidad interna, los
resultados aportados en la bibliografia son variables, desde una disminucién
del contenido de 4cidos con la disminucién de nitrégeno (Wang et al., 2007;
Bénard et al., 2009; Frias-Moreno et al., 2014) a una disminucion de la
acidez con el aumento de nitrégeno (Simonne et al., 2007). Por su parte, el
contenido en sdlidos solubles no se afecta de modo significativo (Simonne et
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al., 2007; Bénard et al., 2009) aunque algunos autores han descrito un
comportamiento variable dependiendo del genotipo o, incluso un aumento de
dichos sélidos solubles al aumentar la cantidad de nitr6geno aportado (Wang
et al., 2007; Frias-Moreno et al., 2014).

Zornoza y Esteban (1984) observaron que la modificacion de la nutricion
mineral aportada a las plantas de tomate durante su desarrollo afecté a la
concentracion y tipo de flavonoides acumulados en distintos tejidos. Como
ya se ha mencionado en la Introduccion general, son varios los trabajos que
han demostrado que se produce un incremento en la concentracidén de
flavonoides y fenilpropanoides asi como de la expresion de genes
involucrados en su sintesis asociado a la reduccién del aporte de nitrégeno
(Bongue-Bartelsman y Phillips, 1995; Stout ef al., 1998; Stewart et al., 2001;
Scheible et al., 2004; Lea et al., 2007; Lillo et al., 2008; Peng et al., 2008;
Olsen et al., 2009; Lgvdal et al., 2010; Soubeyrand et al., 2014). Entre los
genes cuya expresion se ha visto modificada en condiciones de bajo
nitrégeno estan PAL, CHS, F3H, FLS y varios factores de transcripcidn tipo
MYB y bHLH. Este efecto se ha detectado en varias especies entre las que
cabe distinguir manzana (Tan, 1980), tabaco (Fritz et al., 2006), A. thaliana
(Scheible et al., 2004; Lea et al., 2007; Lillo et al., 2008; Peng et al., 2008;
Olsen et al., 2009; Nemie-Feyissa et al., 2014), uva (Soubeyrand ef al., 2014)
y tomate (Bongue-Bartelsman y Phillips, 1995; Stout et al., 1998; Stewart et
al., 2001; Lgvdal et al., 2010). Sin embargo, en la mayoria de estos trabajos
se estudid el tejido vegetativo y el efecto del nitrégeno a los pocos dias del
cambio de la solucién nutritiva (Tan, 1980; Bongue-Bartelsman y Phillips,
1995; Stout et al., 1998; Scheible et al., 2004; Fritz et al., 2006; Lea et al.,
2007; Lillo et al., 2008; Peng et al., 2008; Olsen et al., 2009; Lgvdal et al.,
2010; Nemie-Feyissa et al., 2014). Sélo en tres casos se estudié el efecto del
aporte diferencial de nitrégeno durante todo el periodo de crecimiento y
fructificacidon (Stewart et al., 2001; Benard et al., 2009; Soubeyrand et al.,
2014). Asi, en plantas de tomate se observé una relacion inversa entre el
aporte de nitrogeno y la cantidad de flavonoles en hoja (Stewart et al., 2001),
sin embargo, en fruto no hubo diferencias en la concentraciéon de estos
compuestos en el estadio rojo maduro, pero si en verde maduro, donde
aumentd con la disminucion del aporte de nitrogeno (Stewart et al., 2001).
Por su parte, Bénard et al. (2009) demostraron que la rutina aumenta en el
fruto de tomate al disminuir el aporte de nitrogeno, aunque no otros
compuestos fendlicos. En uva, Soubeyrand et al. (2014) detectaron un
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aumento en la concentracién de antocianos en frutos procedentes de plantas
cultivadas con menor concentracion de nitrogeno. Asimismo, estudiaron los
cambios durante el envero de la expresion de genes relacionados con el
metabolismo de los flavonoides encontrando una relacion inversa entre la
expresion de varios de estos genes y el aporte de nitrogeno.

12 mM N 10 mM N 8§ mMN 6 mM N

Figura 3-1. Cuticulas aisladas de frutos de la entrada RIL115 de tomate
cultivados con distintas concentraciones de nitrégeno. Fotografia Dra. E.
Dominguez.

Resultados preliminares obtenidos en nuestro grupo de trabajo mostraron
un aumento en el color de la cuticula aislada de frutos con la disminucidn del
aporte de nitrogeno (Figura 3-1). Este aumento de color llevé asociado un
incremento de 10 veces la cantidad de fenoles de la cuticula. Sin embargo, al
haberse detectado en una linea RIL, la cual presenta poco color en la cuticula,
se plante6 la posibilidad de que este aumento de fenoles pudiera no ser tan
significativo en tomates con cuticulas coloreadas en maduracién. Por ello, y
dada la importancia de los fenoles en resistencia mecéanica de la cuticula
(Dominguez et al., 2009; Espafia et al., 2014b) asi como en el agrietado del
fruto de tomate (Espafia, 2012) se plante6 el estudio de la influencia del
nitrégeno sobre la cantidad de fenoles acumulados en la cuticula de frutos de
tomate rojo y su posible influencia en diversos pardmetros de calidad de
fruto.
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RESULTADOS
I. Expresion de genes del metabolismo de los flavonoides en fruto

Se determin6 mediante RT-qPCR la expresiéon de varios genes del
metabolismo de los flavonoides para determinar si el crecimiento de las
plantas con distintos niveles de N afecté a su expresion. Para ello se
seleccionaron los genes CHS! y CHS2 que, de acuerdo con el capitulo 1 de la
presente memoria, son los genes CHS que se expresan en fruto de modo
significativo. Adicionalmente, se determind la expresion del factor de
transcripcion MYBI12, cuyo papel en la regulacién de varios genes de la ruta
de fenoles y flavonoides en fruto es conocida (Adato et al., 2009; Ballester et
al., 2010), asi como los genes PAL que, de acuerdo con la bibliografia y
resultados previos del grupo, se expresan a lo largo del desarrollo del fruto de
tomate (Bovy et al., 2002; Adato et al., 2009).

La Figura 3-2 muestra los resultados de expresion de estos genes a lo
largo del desarrollo en los tres tratamientos de nitrogeno estudiados. El
patrén de expresion a lo largo del desarrollo de los genes CHSI y CHS2 fue
similar al ya descrito en el capitulo 1 de la presente memoria esto es, un
méaximo de expresion en el estadio pinton seguido de una disminucién en rojo
maduro. En verde inmaduro se observé un nivel de expresion bajo, que
disminuy6 considerablemente en verde maduro. Con respecto a los
tratamientos de nitrégeno, la expresion de CHS2 disminuyd gradualmente
desde un maximo a 12 mM N hasta el minimo a 3 mM N en los estadios
pintdn y rojo maduro. Asi, la expresion en pinton de CHS2 en 12 mM N fue
maés del doble que la detectada a 3 mM N. En rojo maduro la expresion fue
2,5 veces superior en 12 mM N con respecto a 6 mM N mientras que a 3 mM
N se detectd una reduccion de 1,7 veces la expresion detectada a 6 mM N. En
los estadios previos de verde inmaduro y verde maduro la expresion fue
superior a 6 mM N con respecto a los otros dos tratamientos. En el caso de la
CHS] la expresion fue superior en los frutos de plantas cultivadas con 6 mM
N en comparacién los otros tratamientos. En pinton estas diferencias fueron
superiores, concretamente 1,6 veces superior a la expresion en 12 mM Ny
tres veces superior respecto a 3 mM N. Este comportamiento se observé en
todos los estadios salvo en rojo maduro donde hubo una disminucién gradual
en la expresion desde 12 mM N hasta 3 mM N.
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Figura 3-2. Cantidad relativa (CR) de ARNm de los genes del metabolismo de los fenoles
CHS1, CHS2, PAL4, PALS, PAL6 y MYBI12 medidos en epicarpo de frutos recolectados en
cuatro estadios del desarrollo y procedentes de plantas cultivadas con distintas
concentraciones de nitrégeno. CHS: CHALCONA SINTASA, PAL: FENILALANINA
AMONIO LIASA. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintén, RM: rojo maduro.
Los datos se presentan como medias + SE.

En el caso de los genes PAL, se observd que PALS presentd un patrén de
expresion con un maximo en pintén y valores mas bajos y similares entre si
tanto en estadios iniciales como en rojo maduro. La expresiéon de PAL6 fue
superior en verde inmaduro y disminuyé a lo largo del desarrollo y
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maduracién del fruto. Finalmente, PAL4 mostré una expresion baja y similar
a lo largo del desarrollo. Respecto a los tratamientos de nitrégeno, en PALS
se observd una relacién inversa en verde maduro entre la expresion del gen y
la cantidad de nitrégeno del tratamiento que se modificé en los estadios
posteriores del desarrollo. Asi en pintén la expresion en 3 mM N disminuyd
con respecto a los otros dos tratamientos mientras que en rojo maduro hubo
un aumento en 12 mM N. En PAL6 se observd una mayor expresiéon a 6 mM
N con respecto a los otros dos tratamientos en los estadios verde inmaduro y
verde maduro, pero no hubo diferencias apreciables durante la maduracion.
Por dltimo, la expresion de PAL4 mostrd un aumento en 3 mM N en verde
maduro y un aumento de 12 mM N en rojo maduro.

La expresién de MYBI2 disminuy6 entre verde inmaduro y maduro para
luego alcanzar su maxima expresion en pintén y volver a disminuir en rojo
maduro, de manera equivalente a lo observado en CHSI y CHS2. A partir del
estadio pintdn se observaron diferencias en la expresion de MYBI2 asociadas
a los tratamientos de nitrogeno. Si bien la expresion fue similar tanto en
pintdén como rojo maduro para 6 y 3 mM N, la expresién en 12 mM N fue
més del doble que 1a de 6 mM N en pintén y mds de 3 veces en rojo maduro.

I1. Desarrollo de la epidermis y la cuticula

El estudio del tamafio y forma de las células de la epidermis se realiz6 en
dos fases: en primer lugar, se realiz6 una primera inspeccidn de la superficie
de los frutos, mediante microscopia electronica de barrido, con la que se
estim6 el nimero de células por unidad de superficie. En segundo lugar,
partiendo de los resultados obtenidos de la inspeccion de la superficie, se
escogieron dos estadios del desarrollo, verde inmaduro y rojo maduro, en los
que se midieron las dimensiones de las células epidérmicas.

La densidad de células epidérmicas disminuy6 durante el desarrollo hasta
alcanzar un minimo en rojo maduro (Figura 3-3). En el ovario, el nimero de
células en el tratamiento de 3 mM N fue significativamente inferior al de
6 mM N, mientras que el de 12 mM N mostr6 una densidad celular
intermedia. En verde inmaduro la densidad de células fue superior en
3 mM N pero estas diferencias desaparecieron en verde maduro. A partir del
inicio de la maduracién y hasta rojo maduro se volvieron a observar
diferencias significativas entre los tratamientos. En este caso una relacion

173



Influencia del N en la calidad del fruto de tomate

inversa entre el nimero de células por unidad de superficie y la cantidad de
nitrégeno del tratamiento. De esta forma, los frutos de plantas cultivadas con
12 mM N presentaron la menor densidad de células de la epidermis mientras
que aquellos procedentes del tratamiento de 3 mM N fue significativamente
superior a los otros dos.
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Figura 3-3. Densidad de células del epicarpo a lo largo del
desarrollo del fruto de plantas cultivadas con distintas
concentraciones de nitrégeno. O: ovario, VI: verde inmaduro,
VM: verde maduro, P: pintén, RM: rojo maduro. Los datos se
presentan como medias + SE. Las distintas letras indican
diferencias significativas dentro de cada estadio para los
diferentes tratamientos (p < 0,05).

La Figura 3-4 muestra el area y las longitudes tangenciales y radiales de
las células epidérmicas en dos estadios del desarrollo. De acuerdo con la
orientacién de las muestras, en los cortes transversales se visualizd el eje
tangencial, paralelo a la superficie, y radial, perpendicular a la superficie del
fruto. En verde inmaduro las células epidérmicas mostraron un aspecto
redondeado en todos los tratamientos (Figura 3-5 A,C,E). El area celular y
eje tangencial fueron significativamente mayores en los frutos del tratamiento
de 6 mM N siendo intermedias en el tratamiento de 3 mM N vy
significativamente menores a las anteriores en 12 mM N. Sin embargo, las
diferencias en el eje radial s6lo fueron significativamente distintas entre si los
tratamientos de 3 y 12 mM N. De tal manera que, a partir de la ratio entre los
dos ejes, se puede indicar que las células de la epidermis de 3 y 12 mM N
fueron ligeramente més redondeadas que las de 6 mM N. Al final de la
maduracion las células de la epidermis mostraron un aspecto mucho mas
alargado (Figura 3-5 B,D.,F). En rojo maduro se observé una disminucioén
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significativa del area y de los ejes tangencial y radial con la cantidad de N de
los tratamientos. Asi, las células de los frutos del tratamiento de 12 mM N
fueron significativamente mayores al resto y las de 3 mM N
significativamente menores a las demas. Estos datos concordaron con los
observados en la Figura 3-3 donde los frutos de 3 mM N presentaron el
mayor nimero de células por unidad de superficie y los de 12 mM N la
menor densidad celular.
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Figura 3-4. Tamafio de las células epidérmicas medido en dos estadios del desarrollo de
frutos procedentes de plantas cultivadas con distintas concentraciones de nitrégeno. En la fila
superior se muestran los graficos correspondientes al estadio verde inmaduro (VI) y en la
inferior los de rojo maduro (RM). Los datos se representan como medias = SE. Las distintas
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

En los cortes histologicos presentados en la Figura 3-5 se apreci6é que en
verde inmaduro la cuticula tenia un grosor bastante homogéneo a lo largo de
la superficie de las células de la epidermis (Figura 3-5 A,C,E) y apenas habia
empezado a recubrir las paredes anticlinales de las mismas. En rojo maduro
el grosor de la cuticula aumenté considerablemente y recubrié total o
parcialmente las paredes anticlinales y la pared periclinal interna (Figura 3-5
B,D,F). Adicionalmente se pudo observar que el grosor de la cuticula ya no
era constante a lo largo de la célula, sino que aument6 hacia los bordes de las
células. No se apreciaron diferencias a nivel de células de la hipodermis o
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parénquima entre los distintos tratamientos de nitrégeno ni de nimero de
capas de hipodermis para ninguno de los estadios estudiados.

s de pericarpo de
frutos de tomate en dos estadios del desarrollo procedentes de plantas
cultivadas con distintas concentraciones de nitrégeno. 12 mM N: A,B;
6 mM N: C,D; 3 mM N: E.F. Verde inmaduro: A,C.E; rojo maduro:
B.D,F. Los cortes de VI estin tefiidos con Sudan IV para visualizar la

cuticula. Barra: 25 pm (A,C,E); Spm (B,D,F).

Los valores de grosor y grado de invaginacion de la cuticula se muestran
en la Tabla 3-1. En verde inmaduro no hubo diferencias de grosor o
invaginacién de la cuticula entre los distintos tratamientos de nitrégeno. En
rojo maduro, sin embargo, los frutos del tratamiento de 3 mM N presentaron
una cuticula significativamente mas delgada que los de 6 mM N, teniendo los
de 12 mM N un valor intermedio. Con respecto a la invaginacién ésta fue
significativamente superior en los frutos de 3 mM N, intermedia en los de 6
mM Ny los valores mas bajos se observaron en 12 mM N.
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Tabla 3-1. Grosor y grado de invaginacién de la cuticula de fruto de tomate en dos
estadios del desarrollo procedentes de plantas cultivadas con distintas concentraciones
de nitrégeno. Los valores de grado de invaginacién estan expresados en unidades
arbitrarias. VI: verde inmaduro, RM: rojo maduro. Los datos se presentan como
medias + SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre tratamientos
para un mismo estadio (p <0,05).

Estadio Tratamiento Grosor (pm) Grado invaginacion
12 mM N 3,18+0,07a 0,27 £0,02 a
VI 6 mM N 3,30+ 0,09 a 0,28 £0,02 a
3mMN 3,12+0,06 a 0,26 £0,02 a
12mM N 5,47 £0,13 ab 0,95+ 0,06 ¢
RM 6 mM N 5,83 £0,08 a 1,22 +£0,05b
3mMN 5,32+0,12b 1,35+0,03 a

La Tabla 3-2 presenta los valores de cantidad de cuticula y de sus
componentes en los distintos estadios del desarrollo estudiados. La cantidad
de cuticula aument6 hasta alcanzar su valor maximo en rojo maduro en los
frutos del tratamiento 6 mM N. Sin embargo, en los otros dos tratamientos, el
incremento de la cantidad de cuticula ces6 en pintén y hubo una disminucién
durante la maduracion. Este mismo comportamiento se reflej6 en la cantidad
de cutina y polisacéridos, componentes mayoritarios de la cuticula. La
cantidad de ceras aument6 durante la fase de crecimiento de fruto para luego
disminuir durante la de maduracién en los tres tratamientos. Por otro lado, la
cantidad de fenoles aumentd progresivamente hasta alcanzar el maximo en
rojo maduro. La comparacion entre tratamientos mostré diferencias
significativas para la cantidad de cuticula, cutina y polisaciridos en los
estadios verde inmaduro y verde maduro que luego desaparecieron en el
estadio pinton. En rojo maduro se vuelven a establecer diferencias
significativas entre los tres tratamientos siendo 6 mM N superior, 3 mM N
intermedio y 12 mM N inferior tanto para la cantidad de cuticula como de
cutina y polisacaridos. En el caso de las ceras y fenoles se observd un
aumento significativo en verde inmaduro para el tratamiento 6 mM N que
posteriormente disminuy6 en verde maduro. En maduracion, la cantidad de
ceras y fenoles fue significativamente superior en los tratamientos de 6 y 3
mM N con respecto al de 12 mM N.

Con respecto a los porcentajes de los componentes, no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos para la cutina, polisacaridos y
ceras. Sin embargo, el porcentaje de fenoles si varid entre tratamientos
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durante la maduracién. Asi, las cuticulas de 3 mM N registraron un
porcentaje de fenoles significativamente superior al del resto de los
tratamientos.

Tabla 3-2. Cantidad de cuticula y de sus principales componentes, cutina, polisacéridos,
ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de desarrollo procedentes de plantas
cultivadas con distintas concentraciones de nitrégeno. Los valores se expresan en pg-cm.
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintén, RM: rojo maduro. Datos presentados
como medias +* SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre

tratamientos para un mismo estadio (p < 0,05).

12 mM N 6 mM N 3mMN
Cuticula
VI 801,3+45,7b 960,3+34,0a 803,5+327b
VM 2363,8 51,2 a 1998,0+62,5b 2199,4 +57,0 ab
P 2125,4+49,7 a 2119,1£52,1a 2266,2+57,7a
RM 1577,7+484 ¢ 2122,7+528a 1767,3+35,5b
Cutina
VI 591,2+33,7b 700,7 +35,5a 585,2+238Db
VM 1651,1 £35,7 a 1397,2+669b 1511,6 39,2 ab
P 1469,9 =344 a 1463,0+339a 1595,9+40,6a
RM 1146,2 £ 352 ¢ 1546,0 £50,8a 1279,0+£25,7b
Polisacaridos
VI 1923+11,0b 2389+12,1a 200,9+8,2b
VM 638,2+138a 537,3+25,7b 615,8+16,0a
P 595,1+139a 603,1 +14,0a 605,1 154 a
RM 3944 +12,1¢ 530,7+174a 4418+89b
Ceras
VI 17,7£10b 20,6 £0,7 a 17,3+£0,7b
VM 743+16a 63,5+£20b 719+19a
P 604+14a 530£12b 652+17a
RM 370+£1,1b 46,0+1,5a 46,5+09 a
Fenoles
VI 155+£02¢c 20,3+0,5a 17,1£0,1b
VM 575+09a 428+21b 58,1£0,8a
P 799+64Db 1147+ 44 a 117,1+6,1 a
RM 1092 +54b 151,6 £3,7 a 140,1+1,0a
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En el capitulo anterior se observé que la disminucién dramatica de los
fenoles de la cuticula en maduracién llevé asociada un aumento del indice de
esterificacion de la cutina. Sin embargo, la disminucién de la cantidad de
fenoles asociada a los tratamientos de nitrégeno no afectd al indice de
esterificacion de la cutina, el cual fue similar en todos los tratamientos
(Figura 3-6).
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Figura 3-6. Indice de esterificacion de la
cutina aislada de frutos rojo maduro
procedentes de plantas cultivadas con
distintas concentraciones de nitrégeno.
Los datos se presentan  como
medias + SE. Las distintas letras indican
diferencias significativas (p < 0,05).

III. Crecimiento y desarrollo del fruto

Se registr6 la evolucién del tamafio de fruto a lo largo del crecimiento y
maduracién para los distintos tratamientos de nitrogeno (Tabla 3-3). La
disminucién de nitrégeno estuvo acompafiada de diferencias significativas en
el tamafio del ovario siendo los valores mas bajos los de 3 mM N. Estas
diferencias iniciales no se reflejaron, sin embargo, a lo largo del desarrollo
del fruto donde el didmetro de los frutos fue similar entre los tratamientos
con la excepcidn de verde maduro, en el que los frutos de 6 mM N mostraron
puntualmente un mayor didmetro. Adicionalmente se estudié la evolucién
temporal del desarrollo. Asi se pudo observar que mas del 20% de los frutos
de las plantas cultivadas con 3 mM N alcanzaron los estadios verde maduro y
rojo maduro antes que aquellos procedentes de los otros tratamientos, en
torno a una semana.
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Tabla 3-3. Evolucion del didmetro del fruto (mm) a lo largo del desarrollo en frutos
procedentes de plantas cultivadas en distintas concentraciones de nitrégeno. O: ovario,
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintén, RM: rojo maduro. Los datos se
presentan como medias = SE. Las distintas letras indican diferencias significativas
entre tratamientos para cada estadio (p < 0,05).

Estadio 12mM N 6 mM N 3mMN
(0] 1,76 £0,02 a 1,64 £0,02 b 1,46 £0,02 ¢
VI 33,14+0,93a 3498 £0,71a 35,09+ 0,84 a
VM 5729+ 1,17 a 58,31+1,23 a 57,84 +0.97 a
P 61,41 +1,43a 62,21 +1,02a 61,00+ 1,28 a
RM 62,85+1,57a 61,95+0,93a 62,00+ 1,25a

En relacién con la cosecha no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos para ninguno de los parametros estudiados (Figura 3-
7). El nimero de frutos maduros por planta al final del ciclo, asi como su
peso medio y la cosecha fueron similares en las plantas cultivadas con los
tres tratamientos de nitrégeno.
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@ % 2000 concentraciones de nitrégeno. Los datos
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1000+ distintas letras indican diferencias
significativas (p < 0,05).
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IV. Calidad del fruto

Los resultados de la evaluacién del porcentaje de agrietado de fruto en los
tres tratamientos se muestran en la Figura 3-8. Los frutos de las plantas
cultivadas con 12 mM N presentaron una tasa de agrietado significativamente
superior a los de los otros tratamientos, no observiandose diferencias entre 6 y
3 mM N. La severidad del agrietado se evalué empleando una escala
arbitraria (Figura 3-8). Se observé que la mayoria del agrietado registrado fue
de tipo 1, salvo en el tratamiento de 6 mM N en el que los tipos 1 y 2 fueron
igualmente frecuentes. El agrietado tipo 1 representa la apariciéon de
pequeias grietas que quedan total o parcialmente cubiertas por el ciliz. El
caso mas severo de agrietado que se observo en los distintos tratamientos fue
la aparicidn de grietas de un extremo a otro del fruto (tipo 3) no habiendo
diferencias entre tratamientos.
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Figura 3-8. Porcentaje de agrietado total e indice de agrietado de frutos rojo maduro
procedentes de plantas cultivadas con distintas concentraciones de nitrgeno. Los datos se
presentan como medias = SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre
tratamientos dentro de cada tipo de agrietado (p <0,05).

En el caso del microrrayado no hubo diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (Figura 3-9). Si bien el promedio de microrrayado fue
superior en el tratamiento de 3 mM N (22%), la variabilidad mostrada hizo
que no fuera estadisticamente significativo del estimadoen 12y 6 mM (12 y
15%, respectivamente).
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Figura 3-9. Porcentaje de microrrayado
presente en frutos rojo  maduro
procedentes de plantas cultivadas con
distintas concentraciones de nitrégeno.
Los datos se presentan  como
medias + SE. Las distintas letras indican
diferencias significativas (p < 0,05).

La dureza de los frutos se evalu6 en frutos rojo maduro que no

presentaban grietas y se observd que los distintos tratamientos de nitrégeno
no afectaron a este parametro (Figura 3-10).
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Figura 3-10. Dureza de los frutos rojo
maduro procedentes de plantas cultivadas
con distintas concentraciones de nitrégeno.
Los datos se presentan como medias + SE.
Las distintas letras indican diferencias
significativas (p < 0,05).

La transpiracion de los frutos de los distintos tratamientos de nitrégeno en
rojo maduro se evalué mediante un ensayo de poscosecha en el que se simul
el almacenamiento en condiciones ambientales (Figura 3-11). La pérdida de
agua de los frutos aument6 con la menor concentraciéon de nitrégeno del
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tratamiento. Asi, frutos de plantas cultivadas a 3 mM N presentaron un mayor
flujo de agua reduciendo asi la vida poscosecha.
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Figura 3-11. Transpiracién, expresada
como flujo de agua, de frutos rojo maduro
durante la poscosecha. Frutos procedentes
de plantas cultivadas con distintas
concentraciones de nitrégeno. Los datos se
presentan como medias + SE. Las distintas
letras indican diferencias significativas
(p <0,05).

El color se determind en los frutos rojo maduro asi como en las
cuticulas aisladas y en el mesocarpo para los diferentes tratamientos (Figura
3-12). Los valores de L* fueron similares para los tres tratamientos tanto en
fruto como en la cuticula y en la carne del fruto. En cuanto a C¥*, la
cromaticidad, ésta disminuy6 en fruto con el contenido de nitrégeno de los
tratamientos aunque sélo fue significativa en 3 mM N. Esta diferencia se
debié al color de la cuticula y no del mesocarpo ya que éste no mostrd
diferencias para C* entre los tratamientos. Sin embargo, si hubo una
disminucién significativa de C* en la cuticula de los frutos de los
tratamientos de 6 y en menor medida de 3 mM N. Finalmente H®, el tono,
aument6 significativamente en los frutos de 3 mM N. En este caso, la
diferencia en tono no fue reflejo de la cuticula, que no mostré diferencias
entre los tratamientos, pero si del mesocarpo, el cual mostré una disminucioén
significativa en 3 mM N.
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los frutos procedentes de los distintos tratamientos de nitrégeno (Figura 3-13)
aunque si hubo una pequefia disminucién significativa para los °Brix en el
caso de 3 mM N. Aun asi, esta diferencia no se reflejo en la aceptabilidad del
sabor (Figura 3-13), determinada de acuerdo con la ecuacién desarrollada por

L*

1L*

C*

H°®

He

L#* C* H*

Figura 3-12. Pardmetros de color del
espacio CIE L*C*H° medidos en fruto,
mesocarpo y cuticula de tomates rojo
maduro procedentes de plantas cultivadas
en distintas concentraciones de nitrégeno.
L*: luminosidad, C*: croma, H®: tono. Los
datos se presentan como medias + SE. Las
distintas  letras  indican  diferencias
significativas entre tratamientos para cada
parametro (p <0,05).

El sabor del fruto de tomate estd determinado fundamentalmente por la
acidez y la cantidad de s6lidos solubles, lo que en conjunto puede determinar
su aceptabilidad. No se observaron diferencias significativas en la acidez de

Malundo et al. (1995) para fruto de tomate.
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V. Fase vegetativa

Los distintos tratamientos de nitrégeno tuvieron un efecto significativo en
la fase vegetativa de las plantas. La Figura 3-14A muestra las diferencias en
el tamafio de hoja en dos estadios del desarrollo para los distintos
tratamientos. Como se puede observar en la Figura 3-14B hubo una
reduccion significativa del area foliar asociada a la disminucion del aporte de
nitrégeno. Estas diferencias se mantuvieron a lo largo de todo el desarrollo de
la hoja. En comparaciéon con el tratamiento de 12mM N, hubo una
disminucion de la superficie del 40% en el tratamiento de 6 mM N y del 55%
en el de 3 mM N para el estadio H3. En el estadio H8 las diferencias con
respecto al tratamiento de 12 mM N fueron menores, [B0% en el caso de
6mM Ny 45% en 3mM N.
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Figura 3-14. A, fotograffa de hojas correspondientes a los estadios H3 (superior) y HS8
(inferior) de plantas cultivadas con tres concentraciones de nitrogeno. B, area foliar medida en
los dos estadios de hoja para los distintos tratamientos. H3: tercera hoja contando desde el
apice, H8: octava hoja contando desde el dpice. Los datos se presentan como medias + SE. Las
distintas letras indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada estadio
(p <0,05).

Los resultados de la estimacién de biomasa vegetal en cada tratamiento se
muestran en la Figura 3-15. El peso fresco y seco de hojas disminuy6 de
modo significativo con el contenido de nitrégeno de los tratamientos (Figura
3-15). La mayor reduccién del peso fresco de las hojas se observd en las
plantas cultivadas con 3mM N, cuyo valor se redujo a la mitad con respecto
al tratamiento de 12 mM, que presentd los valores méas altos. En el caso del
peso seco, esta reduccién en 3mM N con respecto a 12mM N fue de un 33%.
El mayor tamafo y peso de hojas observado en el tratamiento de 12 mM N se
debié a un mayor contenido de agua, siendo el material de hoja del
tratamiento de 3 mM N el que presenté un contenido significativamente
menor. En contrapartida, el porcentaje de materia seca fue superior en 3 mM
N con respecto a los otros tratamientos. El nimero de hojas por planta, sin
embargo, no varid entre tratamientos (Figura 3-15). Con respecto al tallo, se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos para los tres
pardmetros medidos (Figura 3-15). Al igual que en hoja, el peso fresco de los
tallos disminuy6 con la concentracién de N, siendo las plantas cultivadas con
3mM fueron las que presentaron valores significativamente mas bajos. En el
caso del peso seco, las plantas de 6mM N fueron las que presentaron los
valores mds altos, seguidos de las de 12mM N, que presentaron valores
intermedios, y finalmente los valores mas bajos fueron los correspondientes a
las plantas regadas con de 3mM N. A pesar de esto, el contenido de agua del
tallo disminuy6 significativamente al hacerlo la concentraciéon de nitrégeno
(Figura 3-15), al igual que ocurri6 en hoja.
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Figura 3-15. Peso fresco y seco y
contenido de agua de hoja y tallo de
plantas  cultivadas con distintas
concentraciones de nitrogeno. Se
incluye también el nimero de hojas
por planta. Los datos se presentan
como medias * SE. Las distintas letras
indican  diferencias  significativas
(p <0,05).
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En el capitulo 2 de la presente memoria se muestra como la modificacién
de la ruta de los flavonoides tuvo como consecuencia cambios significativos
en la densidad de estomas y tricomas de las hojas. Por ello, se considerd
oportuno evaluar si los distintos tratamientos de nitrégeno condujeron a
cambios en estos pardmetros. La Figura 3-16 muestra el niimero de estomas
por unidad de superficie en el haz y envés de dos estadios de hoja para los
distintos tratamientos. Como era esperable, la densidad de estomas fue
superior en el envés que en el haz, tanto en la tercera como en la octava hoja.
No se observaron diferencias entre tratamientos en la tercera hoja. Sin
embargo, en la octava hoja si hubo diferencias. Las hojas correspondientes al
tratamiento con 12 mM N mostraron en el haz un nimero de estomas
significativamente inferior a las de los otros dos tratamientos,
aproximadamente un 27% menos. En el envés, s6lo en las plantas de 3mM el
nimero de estomas fue significativamente superior.

450+
. 12mM
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g 'g 3004
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@ g,
@ =
;i
=2 1504
=
[*]
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0_
haz envés haz enves
H3 HS8

Figura 3-16. Densidad de estomas presentes en el haz y envés de hojas en
dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas cultivadas con
distintas concentraciones de nitrégeno. H3: tercera hoja contando desde el
apice, H8: octava hoja contando desde el dpice. Los datos se presentan como
medias = SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre
tratamientos dentro de cada estadio y cara de las hojas (p < 0,05).

El nimero de tricomas por unidad de superficie si varid entre tratamientos
en los dos estadios de hoja (Figura 3-17). En la tercera hoja, las plantas
cultivadas con 12 mM N presentaron una densidad de tricomas en el haz
significativamente superior (~25%) a los otros dos tratamientos. En el envés,
s6lo el tratamiento de 3 mM N fue significativamente inferior al resto. Por su
parte, en la octava hoja la densidad de tricomas fue bastante similar entre los
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tratamientos aunque en el tratamiento de 3 mM N el nimero de tricomas
significativamente superior al resto en el haz y envés.
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Figura 3-17. Densidad de tricomas presentes en el haz y envés de hojas
en dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas cultivadas con
distintas concentraciones de nitrégeno. H3: tercera hoja contando desde el
apice, H8: octava hoja contando desde el dpice. Los datos se presentan
como medias + SE. Las distintas letras indican diferencias significativas
entre tratamientos dentro de cada estadio y cara de las hojas (p < 0,05).

Como ya se hiciese en el capitulo anterior, con la finalidad de conocer si
las diferencias o similitudes observadas en la densidad de estomas y tricomas
se debian a una alteracion de la ratio entre células del pavimento y células
especializadas o simplemente respondia a cambios en el tamafio de las
células del pavimento, se estimd la densidad de células del pavimento (Figura
3-18). Al igual que para los estomas y tricomas, el nimero de células del
pavimento por unidad de superficie disminuy¢ a lo largo del desarrollo. En la
tercera hoja se observé un aumento significativo en el tratamiento 3mM N,
tanto en el haz como en el envés, con respecto a los otros tratamientos. En el
caso del envés, 6mM N presentd una densidad intermedia. En la hoja octava
las diferencias entre tratamientos fueron menores, no obstante 6 y 3 mM N
fueron significativamente superiores tanto en el haz como en el envés.

A partir de estos valores se pudo calcular las ratios células
pavimento/estomas y células pavimento/tricomas. Asi, el tratamiento de
3 mM N mostr6 en la tercera hoja una ratio entre las células del pavimento y
los estomas significativamente superior a los otros dos tratamientos tanto
para el haz (6,58 + 0,24 b; 6,26 + 0,15 b; 8,61 + 0,10 a. 12, 6 y 3 mM N,
respectivamente) como para el envés (3,41 = 0,19 b; 3,87 = 0,04 b;
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490+0,17 a. 12, 6 y 3 mM N, respectivamente). Este mismo
comportamiento se observo en el caso de la ratio células pavimento/tricomas
para el haz (9,26 + 0,24 ¢; 12,77 £ 0,32 b; 17,64 £ 0,58 a. 12, 6 y 3 mM N,
respectivamente) y el envés (6,79 £ 0,38 b; 7,81 £ 0,13 b; 11,89 £ 0,71 a. 12,
6 y 3 mM N, respectivamente). Estas diferencias de distribucion se igualaron
durante el desarrollo de la hoja.
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Figura 3-18. Densidad de células del pavimento del haz y envés de
hojas en dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas
cultivadas con distintas concentraciones de nitrégeno. H3: tercera
hoja contando desde el 4pice, H8: octava hoja contando desde el
4pice. Los datos se presentan como medias + SE. Las distintas letras
indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada
estadio y cara de las hojas (p <0,05).
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DISCUSION

La disminucion del aporte de nitrégeno modifico la cantidad de fenoles
acumulados en la cuticula

El estadio de desarrollo de los frutos, influyé de manera significativa en
las diferencias de expresion génicas determinadas para distintos genes del
metabolismo de los flavonoides en los tres tratamientos de nitrégeno. Estos
resultados concuerdan con lo observado por Soubeyrand et al. (2014) en uva
donde las diferencias de expresion génica entre tratamientos dependieron del
estadio del envero. Asi, los genes que mostraron diferencias asociadas a la
cantidad de nitrégeno aportada lo hicieron hacia el final del envero. Sin
embargo, estas diferencias de expresion no fueron muy grandes aunque si se
tradujeron en diferencias significativas en la cantidad de antocianos. En el
caso del fruto de tomate se observé un comportamiento contrario esto es, una
disminucién de la actividad CHS2, PAL4, PAL5 y MYBI2 con el aporte de
nitrégeno durante la maduracién. La expresion de PAL4 fue muy baja en
fruto a pesar de estar descrita como un gen con expresidon diferencial en
frutos de tomate con la mutacién y (Adato et al., 2009). En el caso de PAL6
se tratd de un gen de estadios iniciales del desarrollo del fruto sin apenas
expresion en maduracion. Como se ha mencionado anteriormente, en la
mayoria de los trabajos publicados en los que se ha medido la relacion entre
la expresion de genes del metabolismo de los flavonoides y la cantidad de
nitrégeno, se evalud los efectos a corto plazo, como ocurre en A. thaliana, en
la que la expresion de MYBI2, PAP2, PAL5 y PAL6 aument6 a los cuatro
dias del inicio del tratamiento, desapareciendo esta induccion de la expresion
al cabo de una semana (Scheible et al., 2004; Lea et al., 2007; Olsen et al.,
2009; Lgvdal et al., 2010).

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, es posible que en fruto de
tomate haya una reducciéon de la actividad CHS y PAL asociada a la
disminucién de nitrégeno, aunque tampoco se puede descartar la posibilidad
de que alguno de los otros genes CHS, cuya expresion en epicarpo de fruto
fue muy baja (Figura 1-3), o algin otro gen PAL no descrito en fruto sufran
un cambio en su expresion al disminuir la concentracién de nitrégeno. Por
ejemplo, el gen CHS7 mostré una expresion muy baja en epicarpo de fruto
verde inmaduro (Figura 1-3) y sin embargo de acuerdo con la informacién
contenida en la base de datos es uno de los genes CHS que mostrd una
expresion notable en epicarpo a 10dda (Figura AV-1). Con respecto a la PAL,
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hay 15 genes anotados como posibles PAL en el genoma de tomate
(https://solgenomics.net). Finalmente, no se puede descartar la posibilidad de

que la reduccion de la expresion de estos genes con la cantidad de nitrégeno
durante la maduraciéon se deba a que se haya desencadenado un
silenciamiento de los mismos (Baulcombe, 2004). Sin embargo, si bien la
CHS?2 presenta un nivel alto de expresion basal (Figura AV-1), no parece ser
el caso para el resto de los genes que muestran el mismo perfil de expresion
en maduracion.

A pesar de que las diferencias de expresiéon podrian apuntar a una
disminucién de la cantidad de flavonoides al reducir el aporte de nitrégeno,
los resultados obtenidos en cuticula mostraron lo contrario. Se observé un
aumento de fenoles en la cuticula con la reducciéon de nitr6geno. Este
aumento solo se detect6é durante la maduracidn, en los estadios pintén y rojo
maduro, tanto en la cantidad de fenoles por unidad de superficie como en el
porcentaje de los mismos, fue bastante significativo si se tiene en cuenta que
se trata de un componente minoritario de la cuticula. Sin embargo, estas
diferencias en compuestos fendlicos contrastan con lo observado en la
bibliografia a nivel de fruto (Stewart et al., 2001; Bénard et al., 2009). No
obstante, es necesario indicar que Stewart et al. (2001) s6lo estudiaron la
concentracion de flavonoles en la piel del fruto, pero no de naringenina o
chalconaringenina, uno de los principales flavonoides que se acumulan en
frutos maduros (Slimestad y Verheul, 2009) y aparentemente el tinico que se
incorpora a la cuticula, tal y como se ha determinado en el capitulo 2 de esta
memoria, donde se vio que los flavonoles no se incorporan a la misma.
Bénard er al. (2009) midieron la cantidad de naringenina sin detectar
diferencias entre tratamientos de nitrogeno. Aunque seria necesario indicar
que, al contrario que Stewart ef al. (2001), las medidas no se realizaron en la
piel sino en el fruto completo, por lo que seria posible que las diferencias no
se observaran por un efecto de dilucién ya que, como se menciond en la
Introduccion general, 1a mayoria de los flavonoides se acumulan en la piel
(Meléndez-Martinez et al., 2010). Por otro lado, tal y como los autores
mencionan, la cantidad de naringenina detectada fue inferior a lo descrito en
la bibliografia para fruto entero de tomate (Bénard et al., 2001; Slimestad y
Verheul, 2005a; Raffo er al., 2006). Ademas, los valores de cantidad de
flavonoides no variaron a lo largo del ciclo, de tal modo que fueron similares
en febrero y julio (Bénard et al., 2009). Esto es inusual ya que la sintesis de
flavonoides esta activada por la luz y la temperatura (Olsen et al., 2009;
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Zoratti et al., 2014) y esta descrito un aumento en la cantidad de flavonoides
del fruto de tomate entre invierno y primavera-verano (Slimestad y Verheul,
2005b). De igual manera, a nivel de cuticula estd descrito un aumento de la
cantidad de flavonoides del doble entre plantas de tomate cultivadas en
invierno y primavera en condiciones controladas y comparables de
temperatura y humedad relativa (Dominguez et al., 2012).

Por otro lado, la técnica espectrofotométrica empleada para medir los
fenoles totales no permite distinguir entre flavonoides y derivados cindmicos,
por lo que es posible que este aumento observado en la cuticula no se deba
exclusivamente a flavonoides sino a también a derivados cindmicos como los
acidos p-cumdrico y p-hidroxi-benzoico que también se acumulan en la
cuticula (Espafia et al., 2014a). En este sentido, Bénard et al. (2009)
observaron diferencias en la cantidad de algunos derivados cindmicos
asociadas a los distintos tratamientos de nitrégeno.

En ausencia de un aumento en la expresion de los genes conocidos
involucrados en la sintesis de fenoles y flavonoides, el aumento en la
cantidad de fenoles de la cuticula en respuesta a la reduccion del aporte de
nitrégeno podria explicarse por un aumento del transporte de estos
compuestos a la cuticula. Se desconoce en gran medida como ocurre el
transporte de flavonoides al exterior celular, aunque se han postulado varias
familias de transportadores como posibles candidatas (Zhao, 2015). Por otro
lado, este efecto podria ser simplemente consecuencia de un aumento en la
cantidad de fenilalanina disponible. Margna (1977) apunt6 la posibilidad de
una regulaciéon de la ruta de los fenilpropanoides controlada por la
disponibilidad de sustrato. Se basé en la escasa correlacion observada en la
bibliografia entre los niveles de actividad PAL y la cantidad de derivados
cinAmicos acumulada, asi como en la capacidad de la fenilalanina
suministrada  exdgenamente de promover la  acumulacién de
fenilpropanoides. Scheible et al. (2004) describieron una disminucién de la
cantidad de fenilalanina y en general de la ruta del shikimato tras la adicion
de NOs;™ a plantulas de A. thaliana crecidas con baja concentracion de
nitrégeno. Por otro lado, en cultivos celulares de fresa y Silybum marianum
(L.) Gaertn. se ha observado un aumento de la cantidad de antocianos y
naringenina, respectivamente, tras el aporte exdgeno de fenilalanina (Edahiro
et al., 2005; Rahimi er al., 2011). En este sentido, el incremento en la
expresion de los genes PAL4 y PALS5 observado al reducir la cantidad de
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nitrégeno en verde maduro, el estadio anterior al inicio de la maduracidn,
podria tener como efecto el aumento de la cantidad de sustrato en forma de
acido cindmico para estadios posteriores.

La disminucién en la cantidad de cuticula observada entre los estadios
pintén y rojo maduro para los tratamientos de 12 y 3 mM N se debid
principalmente a una pérdida de cutina y polisacaridos. En el tratamiento de
6 mM N la pérdida de polisacaridos se vio compensada con un pequefio
aumento de cutina. Se ha descrito una pérdida de la cantidad de polisacaridos
de la cuticula durante este periodo, posiblemente relacionada con la
maduracién y degradacion de las paredes celulares, que en algunos genotipos
puede ir acompaiiada de una pérdida de cutina (Dominguez et al., 2008). En
este sentido se podria pensar que la degradacién de las paredes celulares
favoreci6 una mayor pérdida de cutina en los tratamientos extremos de 12 y
3 mM N. Puesto que las diferencias en grosor son muy pequefias entre los
tratamientos, esta pérdida de material posiblemente llevaria asociada una
disminucién de la densidad de la cuticula. Un comportamiento similar se
observd en las cuticulas procedentes de tomates que silencian de manera
transitoria la CHS (Espaiia et al., 2014b). Hubo una disminucién significativa
de la cantidad de cuticula sin afectar al grosor, lo que condujo a una
reduccion de la densidad. Relativo a la expresion de CHS, la disminucién de
cantidad de cuticula durante la maduracién en los tratamientos de 12 y
3 mM N sigui6 el mismo patrén que la expresion de CHS! durante el estadio
pintén. Si bien los resultados obtenidos en esta memoria no permiten
establecer ninguna relacion entre ambas.

Relacién entre la nutricion nitrogenada y el tamaio celular

La disminucién del aporte de nitrégeno llevé asociada una reduccion clara
del tamafo de las células de la epidermis del fruto durante la maduracidn.
Esta reduccion no afecté al tamafio final del fruto, que no vari6é entre
tratamientos, pero si al nimero de células por unidad de superficie, el cual
aumenté compensando asi su menor tamafio. Estos cambios no se vieron
acompafados de diferencias visuales en el tamafio de las células del
parénquima, por lo que parece que afectaron sdlo a las del epicarpo. Un
comportamiento parecido se observo a nivel de hoja donde la densidad de
células del pavimento fue superior en las plantas procedentes de los
tratamientos con menor concentracion de nitrégeno. Con todo, el
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comportamiento en hoja difirié del de fruto en dos aspectos. Por un lado, las
diferencias se manifestaron desde estadios iniciales y se mantuvieron a lo
largo del desarrollo de la hoja y, por otro, la reduccién de nitrégeno conllevd
una disminucién significativa del tamano de las hojas y de la biomasa total,
tal y como estd descrito en la bibliografia (Pill et al., 1978; Huett, 1986;
Guidi et al., 1997; Dumas et al., 1993; Scholberg et al., 2000; Le Bot et al.,
2001; Kavanova et al., 2008; Bénard et al., 2009; Frias-Moreno et al., 2014).
En Lolium perenne L. se ha descrito que la disminucién del area foliar
asociada a la reduccion del nitrégeno se debe a una alteracion de las tasas de
divisién y expansion celulares (Kavanova et al., 2008). Los resultados
obtenidos de densidad de células del pavimento en la presente memoria no
permiten dilucidar si hubo cambios en la tasa de divisién celular ya que, al
verse modificado el tamano foliar, seria necesario haber estudiado estadios
del desarrollo anteriores a la tercera hoja. No obstante, si pudieron
confirmarse cambios en la expansidon al tener las células del pavimento
menor tamafio. Esta disminucion del tamafio celular en la epidermis de hoja
se relaciond positivamente con el porcentaje de agua acumulado, ya que hubo
un mayor porcentaje de materia seca en las plantas cultivadas con menos
nitrégeno. Los datos aportados por la bibliografia difieren en este aspecto ya
que algunos autores observaron un aumento del porcentaje de materia seca
con la reduccion del nitrogeno (Kobryn et al., 2005) pero otros no vieron
diferencias (Kaniszewski et al., 1987). Dado el papel del agua como inductor
de la presion de turgor que dirige la expansion celular, un menor contenido
en agua implicaria una disminucion en el estrés mecéanico ejercido sobre las
paredes celulares (Cosgrove, 2016) y por ende una menor tasa de expansion.

Son varios los genes que se han identificado en tomate como responsables
de la alteracidn de los patrones de divisién y expansion celulares en fruto,
pero en la amplia mayoria de ellos también se vio afectado el tamafio final
del 6rgano (Frary et al., 2000; Gonzalez et al., 2007; Mathieu-Rivet et al.,
2010; Czerednik et al., 2012; Chakrabarti et al., 2013). Como ya se menciond
en el capitulo anterior, son varios los trabajos que han establecido una
asociacion entre los flavonoides y el tamaio celular y de 6rganos, postulando
la posibilidad de que participen en la regulacion del tamafio celular mediado
por auxinas (Ringli et al., 2008; Laffont et al., 2010). En el caso del tomate,
Espafia er al. (2014b) observaron un menor tamaio de las células del
epicarpo tras el silenciamiento transitorio durante la maduracién de la CHS.
Si bien la disminucién del tamafo se pudo asociar a una reduccion drastica
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de la sintesis de flavonoides, los resultados obtenidos en el presente capitulo
mostraron un comportamiento contrario. La reduccion del tamafio celular fue
paralela a la disminucién de la concentracion de nitrogeno y al aumento de
los flavonoides en la cuticula. Si bien no se puede asociar una mayor cantidad
de flavonoides en la cuticula con mas expresion de los genes CHS (ver Figura
3-2 y Tabla 3-2; Espafia ef al., 2014b) o necesariamente con una mayor
concentracion de flavonoides a nivel celular, es poco probable que esta
disminucién del tamafio celular esté mediada por los flavonoides.

El nitrato no es sélo un nutriente necesario para el desarrollo de las
plantas sino que ademads actiia como sefial induciendo o reprimiendo distintos
genes (Krapp et al., 2014; Medici y Krouk, 2014) asi como regulando
hormonas tales como las auxinas, citoquininas y etileno (Kiba et al., 2011;
Khan et al., 2015). En este sentido, se ha descrito una regulacién de los
niveles de auxina mediado por el nitrégeno (Tian ef al., 2008). Asi, una
disminucién del aporte de nitrogeno condujo a un aumento del contenido de
auxinas en A. thaliana (Tian et al., 2008). Adicionalmente se ha observado
que la proteina TOR juega un papel central en la interconexidn entre sefiales
nutricionales y diversos procesos metabolicos para ajustar el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Bogre et al., 2013; Henriques et al., 2014). En A.
thaliana la limitacién de nutrientes produjo una reduccién de crecimientto
similar al observado tras la inhibicién de TOR (Ren ef al., 2012) por lo que
se postula que TOR participaria en el control de la divisién y expansion
celular (Xiong y Sheen, 2015). Por tanto, es posible que la reducciéon del
aporte de nitrégeno desencadene una cascada de sefiales, quiza mediada por
la proteina TOR, que conduzca a una reduccién del tamafo celular y de los
6rganos, que podria estar mediado por auxina.

La disminucién en el suministro de nitrogeno no afecté al crecimiento ni
a la calidad del fruto

La disminucién del aporte de nitrégeno durante todo el ciclo de la planta no
afect6 a la cosecha, el nimero de frutos, su tamafio o peso medio. En la
bibliografia son varios los trabajos que han descrito una disminucién de la
cosecha con la reduccién del nitrégeno (Huett, 1986; Kaniszewski et al.,
1987; Warner et al., 2004; Frias-Moreno et al., 2014). En estos trabajos se
estim6 la cosecha total, incluyendo los frutos verdes, pero cuando se
determiné la cosecha de frutos maduros no se apreciaron diferencias o éstas
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fueron muy bajas (Kaniszewski et al., 1987; Le Bot et al., 2001; Warner et
al., 2004; Parisi et al., 2006; Bénard et al., 2009). Igualmente, Warner et al.
(2004) y Bénard et al. (2009) no observaron diferencias en el peso medio de
los frutos maduros. Huett (1986) describié un retraso en el cuajado de los
frutos al reducir la cantidad de nitrégeno, el cual no se observo en el presente
estudio, aunque si un adelanto en la maduraciéon de los tomates con la
reduccién de nitrégeno.

El color y la dureza de los frutos son dos de los caracteres mas
importantes que definen la calidad externa de los frutos, el primer aspecto
que los consumidores evalian (Simonne ef al., 2007). La dureza de los frutos
también fue similar en los distintos tratamientos de nitrégeno de acuerdo con
lo descrito por Kaniszewski et al. (1987), Warner et al. (2004) y Bénard ef al.
(2009). Otros autores si han observado una disminucién de la dureza con la
reduccién de nitrégeno (Kobryn y Hallmann, 2005; Wang ef al., 2007; Frias-
Moreno et al., 2014), 1o que sugiere una influencia de la variedad de estudio
e incluso de las condiciones ambientales, ya que en algunos casos el
comportamiento varié entre recolecciones. Las diferencias en el color de los
frutos, aunque estadisticamente significativas, fueron muy pequefias y no
modificarian la eleccién de los consumidores. Esto estd de acuerdo con los
resultados de la bibliografia, donde no se observan diferencias en el color
asociadas al nitrogeno (Kaniszewski et al., 1987; Simonne et al., 2007;
Bénard et al., 2009). Finalmente, el contenido en s6lidos solubles y la acidez
tampoco se vieron afectados de modo significativo por el nitrégeno. Como ya
se menciond en la Introduccion, los resultados referidos en la bibliografia
muestran diferentes comportamientos incluso entre las fechas de recoleccion,
desde ausencia de efecto a aumento o disminucidn de estos pardmetros con el
nitrégeno (Warner et al., 2004; Simmone et al., 2007; Wang et al., 2007;
Bénard et al., 2009; Frias-Moreno et al., 2014). Todo esto apunta, de nuevo,
a que la variedad objeto de estudio y las condiciones de cultivo y ambientales
serfan més determinantes que la cantidad de nitr6geno del cultivo a la hora de
determinar la calidad interna de los frutos.

El agrietado es una fisiopatia importante en el cultivo del tomate, la cual
se vio reducida al disminuir el aporte de nitrégeno a las plantas. La mayoria
de los trabajos que han relacionado el contenido de nitrégeno con la calidad
del fruto de tomate se han centrado en pardmetros como los anteriormente
citados, pero no en la incidencia de fisiopatias. S6lo Warner et al. (2004)
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estudiaron la incidencia del BER (blossom-end rot) observando una
reduccién con el menor aporte de nitrégeno. Esta descrito que la cantidad de
cuticula y de fenoles son parametros que influyen en el agrietado, ya que
modifican las propiedades mecanicas de la cuticula (Dominguez et al., 2009;
Dominguez et al., 2012; Espafia, 2012). En este sentido la cantidad de
cuticula y de fenoles fueron significativamente superiores en los tratamientos
de 6 y 3 mM N, mostrando ambos pardmetros una relacidon negativa con la
tasa de agrietado. Igualmente, el grado de invaginacién fue superior en los
tratamientos de 6 y 3 mM N. Por otro lado, Peet y Willis (1995) observaron
que un aumento del riego favorecié el agrietado del fruto de tomate y
conllevé un aumento del peso de los frutos. El tamafio final de un 6rgano esta
determinado por la expansion celular la cual estd dirigida por el aumento en
la presion de turgor (Wolf et al., 2012). Asi, Dominguez et al. (2012)
observaron que los frutos con una mayor tasa de crecimiento durante la
maduracién fueron mas proclives a agrietar. Tal y como se destacd en el
apartado anterior, los frutos crecidos con 6 y 3 mM N mostraron una
epidermis con un menor tamafio celular y por ende mayor nimero de células
epidérmicas. Por lo que es posible que esta reduccion en la expansion celular
también contribuya a la disminucién del agrietado, bien por una menor toma
de agua o bien haciendo la epidermis méas robusta. Finalmente, la menor
pérdida de agua de los frutos de 12 mM N durante la poscosecha podria estar
asociada al menor contenido en fenoles de su cuticula pero no al mayor
aumento de ceras que suele acompaifiar a la ausencia de fenoles en la cuticula
de frutos rosa (Espafa et al., 2014b; Heredia et al., 2015). Por otra parte,
como ya se indicé en el capitulo anterior, ésta podria deberse a cambios
metabolicos del fruto asociados al aporte de nitrégeno.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten establecer las
siguientes conclusiones:

- Se han identificado y estudiado los patrones de expresion génica de
los miembros de las familias CHS, CHI y F3H que presentan mayor
similitud a las secuencias candnicas de estas proteinas.
Adicionalmente, se han identificado los miembros de dichas familias
que tienen una funcién asociada al metabolismo de poliquétidos,
acidos grasos y alcaloides respectivamente, estudiando ademas su
expresion en distintos tejidos a lo largo del desarrollo.

- La acumulacién de chalconaringenina en el fruto de tomate durante
la maduracién estd asociada a un aumento de la expresién de CHS y
a una reduccién de la expresion de los genes con funcién CHI
conocida.

- La sobreexpresion de los genes PhCHI y GhFNS condujo a cambios
en la morfologia y composiciéon quimica de la cuticula del fruto de
tomate, modificando las propiedades mecédnicas de la misma y
afectando al agrietado. Adicionalmente, el peso medio de los frutos y
su acidez valorable también se vieron alterados.

- El aumento en la cantidad de cuticula observado en los frutos de las
plantas que sobreexpresan GAFNS no esta directamente relacionado
con cambios en la expresion de ninguno de los genes conocidos
relacionados con la cuticula, con la excepciéon del factor de
transcripcion MYB41, asociado a respuesta a estrés.

- La modificacién de la ruta de sintesis de flavonoides ha permitido
establecer claramente que la chalconaringenina es el unico
flavonoide que se acumula en la cuticula del fruto de tomate durante
la maduracion.

- El cultivo de plantas de tomate con un menor aporte de nitrégeno
conllevé un aumento de la cantidad de flavonoides presentes en la
cuticula y una disminucién de la tasa de agrietado sin afectar a otros
pardmetros, como la produccion o la calidad interna de los frutos.
Esta reduccion del nitrégeno suministrado a lo largo del cultivo
contribuirfa a disminuir los problemas medioambientales asociados.
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Anexos

Anexo I. Secuencias de los cebadores usados para el analisis de expresion mediante qPCR de genes del metabolismo de

flavonoides y de los genes de referencia. Se incluye el tamafio del amplicén generado por cada pareja en pares de bases (pb) y se

muestra, siguiendo las directrices propuestas por Bustin et al. (2009) para experimentos de qPCR, la eficiencia de amplificacion
(E) de los cebadores y su error asociado (SE E), el coeficiente de determinacion de la regresion lineal (R?) y coeficiente de

correlacion de Pearson (r) con su probabilidad asociada (p).

Secuencias cebadores sentido y

Tamafio fragmento

Gen Locus antisentido (5°- 3") amplificado (pb) ExSEE R r
CHSI Solyc09g091510 ggg’gﬂ?gf&iﬁiﬁ%ﬁc 106 1,953£0,02 0,998  -0,999 (p =4-10%)
CHS2 Solyc05g053550 ?ggigéiéfﬁgigggiig N 110 1918 40,02 0,999 -0,999 (p = 10%)
CHS3 Solyc01g090600 Eigggggggiééiggg&ﬂ G 102 2012£003 0998 -0,999 (p =3-10%)
CHS4 Solyc01g111070 gﬁggzéﬁfggggéggi?é:ggG 108 1,963 0,04 0,995 0,998 (p=5-107)
CHSA Solyc05g053170 géggg?fgfﬁg éggg:ggg 100 1,986 0,05 0,994 0,997 (p = 10°)
CHSS Solyc06g043120 gi%ﬂ?égiﬁégﬁégfgg& G 105 1,926£0,03 0,996 0,998 (p = 10%)
CHS6 Solyc06g043130 gfgf éfzéigéiggégiééi c 103 1,996 £0,04 0,997 -0,998 (p =2-107)
CHS7 Solyc12g098090 Egggﬁé%g?:ﬁgﬁi? g 103 1,998 £0,05 0,992 -0,996 (p = 2-10°)
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Secuencias cebadores sentido y

Tamaio fragmento

Gen Locus antisentido (5’-3’) amplificado (pb) ExSEE R? r
chi Solyc02g067870 iigﬁgﬁ%&%ﬁ%%iﬁ%%&i%ﬁééG 122 1,949 £ 0,03 0,997  -0,999 (p =107)
ca soeosgorosto  TOCAGAGAGACAGGCTATCG e 19662004 0995 0997 (=707
cms soeosgoion  AGAGAATCACGTGTICCCAC B 1osom 09 059 ei0Y
CHI4 Solyc05g052240 ggélgiggfgfg%ﬁ%:i@%G 134 1,921 £ 0,05 0,991  -0,996 (p =2-10%)
CHI5 Solyc06g084260 éigil;}:g?f (;F gzgiggggig c 77 1,997 £ 0,03 0,997  -0,998 (p =2-107)
CHI6 Solyc07g062030 éiéﬁggé::ggzlfgéigiiz G 130 1,915 £ 0,03 0,997  -0,998 (p =2-107)
CHI7 Solyc08g061480 iii%géiiiiég(é?}(;?g?gégG 131 1,983 £ 0,03 0,997  -0,998 (p =10%)
F3HI Solyc02g083860 (A:,(Eg?::ggg CCAT"I?"I%ACTC/}FCé?FI}G 100 1,927 £ 0,01 0,999  -1,000 (p =3-10)
F3H2 Solyc03g080190 éiggféﬁfgf'l%{;(jf?ggii% ACC 148 1,893+£0,02 0,999 -0,999 (p =10?%)
PsrLs  Soyosgrosy  TCCTCAGTOTCCACAACCTG o 1972002 100 0999 =109
F3H4-FLS Solyc09g066310 ggiiiéiiiﬁii%i?ﬁi%i?ﬁ 139 1,898 +£0,04 0,995 -0,998 (p =5-10"7)
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Secuencias cebadores sentido y Tamaio fragmento

Gen Locus antisentido (5’-3’) amplificado (pb) ExSEE R? r
F3H5 Solyc10g005120 ?ggggg?:;f?g:g;g ((}:/::((j:(c}} 113 1,889 £ 0,03 1,000 -0,998 (p =3-107)
PHsrLs  soerogotsing  TOCATOARMGACCACTAGETTC " 802005 0991 09 (p=310%
F3H7-FLS Solyc11g044820 gggiﬁi?gggiggﬁggig?gg 107 1,959 £ 0,01 1,000  -1,000 (p = 5-10"19)
F3HS8 Solyc11g044830 Egiiig??i:gé:g?:fg C(}} é} ACC 100 1,994+£0,04 0,997 -0,998 (p =2-107)
FLSI Solyc06g083910 Fii("ﬁgégiggié:g}gii;ég 117 1,998 £0,04 0,997 -0,998 (p =2-107)
e smon CISCTIOOUOIACIOS e L
EFal Solyc06g005060 2 iég;gggggg? ggi?CAQCTGTC 130 1,953* - -
EXP Solyc07g025390 ! ?ggé?g?gggf;%iéiiﬁ%ATG 183 1,874* - -
WD Solyeosgitssto) TTOCTIOGAGGAACAGACG 1o Lo -

Los cebadores han sido disefiados para esta memoria salvo aquellos indicados con superindices que han sido tomados de la bibliograffa:! Exp6sito-Rodriguez
et al. (2008), 2 Rotenberg et al. (2006). * datos tomados de Exposito-Rodriguez et al. (2008).
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Anexo II. Secuencias de los cebadores empleados en los capitulos 2 y 3 de la presente memoria para el andlisis de

expresion mediante qPCR. Se incluye el tamafio del amplicén generado por cada pareja en pares de bases (pb).

Gen Locus Secuencias cebadores sentido y antisentido (5°-3) Tamaiio fragmento amplificado (pb)
CUS1/GDSL2/CDI Solyc11g006250 ! gf:?fﬁgfg/fggggggggg?ﬁ;; 1o
e o .
C’” e o
CHRI ke SONOIIGSZ0’ L CHeATANGOCACCACATCAATG 1o
e Solyc2g085570 ATAACAGCTCTTCCACCAGE 1
e Solye05g015510 CTACGTCAACCTCTGATGGC b
s CeTcsscoucanccror
I ot .
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Gen Locus Secuencias cebadores sentido y antisentido (5°-3) Tamaiio fragmento amplificado (pb)
AATTCTCTCTGTCTCGCTCG
SHNI Solyc03g116610 ATTTCAGCGACCCAAGAACC 128
AAAACGTGCTGGCCCTTCTT
SHN2 Solyc12g009490 71

TGGGATTATTTTTCTTTTGAAGTTCA

ATGCAAAGCTGAGGAAATGTTG
SHN3 Solyc06g053230 GATGTTTTTTGCCACACTCCAA 100

AGGACCTATAGAGGCCAAGG

MYBI2 Solyc01g079620 CCACGTCTGGCATAATCTCC .
MYB0 ke Solyc065069850 CCCAAAGACCAACTACCCC 128
s Solyc07054540 T TGTGGAGGTAGEATTTGRC &
M8 Solyc025067340 TACCCCTOITTATCCCTGGC 5
AL Solyc095007920 N TTOTCOATACTECCGATGE. o
paLS Solyc09007910 FCANCATTIGEANTGGATGCA 142
PaLs Solyc03g036170 ¢  GCTTOOACTGTCTCAAATCE. 159

Los cebadores han sido disefiados para esta memoria salvo aquellos indicados con superindices que han sido tomados de la bibliograffa: ! Girard et al.
(2013), 2 Shi et al. (2013), *Mintz-Oron et al. (2008), * Bovy et al. (2002).
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Anexo III. Especies estudiadas en el andlisis de proteinas CHS, CHI y F3H.
Se indica el numero de secuencias de cada una de ellas. Datos tomatos del
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Especie

Secuencias Secuencias

CHS

CHI

Secuencias
F3H

alpina
andraeanum
. arborescens
. archangelica
. belladonna
chinensis
comosus
crysantha
cynapium

. duranensis

. graveolens
ipaensis
lyrata

. maximowiczianum
. tanguticus
thaliana
arborea

. distachyon
napus
oleracea
rapa

. vulgaris

. vulgaris

C. album

C. anuum

C. arietinum

C. cajan

C. canephora
C. capsularis
C. cardunculus
C. chekiangoleosa
C. clementina
C. cyminum

C. follicularis
C. jambhiri

C. maculatum
C. maxima

M I T I T T

—_ N = 1 \O 1

W 1

—_ N 1

1

L L) = ) = 1 e e e e e e

*—‘N#Hr—‘sr—a

N — W1 =1 AN R W= W

o =
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Secuencias Secuencias Secuencias

Especie CHS CHI F3H

C. melo - -
C. rubella - -
C. sativa - -
C. sativus - 1
C. sinensis - 4
C. tinctorius - -
. brachyacantha - 1
carota 1 2
. caryophyllus - -
. hygrometricum 1 1
longan - -
. oligosanthes - -
. solanacea - 1
. spathulata - 1
. stramonium - -
E. exaltatum - -
E. fasciculata - -
E. grandiflorum 2 -
E. grandis - -
E. guineensis
E. guttata

E. prostrata

E. salsugineum
F. vesca

G. arboretum
G. arboreum
G. biloba -
G. hirsutum 1

G. max 6 12
G. raimondii - 3
G. soja - -
G. triflora 1 -
H. cannabinus - -
H. niger - -
H. sabdariffa - -
H. vulgare -
H. vulgare - -
L. australe -
1. batatas -
L calycinum 1
L. confertiflorum - 1

SESESESESESESESES
»—»—u—.—»—»—ﬁ.p»—;»—»—oxw.b»—w

e e 1
W 1 N = 1 1
NM—wo AN O

(Sl~oN

—

O I SR N0 R NS R S |
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Secuencias Secuencias Secuencias

Especie CHS CHI F3H

L. cornifolium -
L. cyaneum 2
1. edule -
L ellipticum -
L. gesnerioides
L. grandiflorum
L nil

L parvifolium -
L. purpurea 7
1. squamosum -
L. tupayachianum
1. umbellatum

J. curcas

J. regia

L. angustifolius -
L. chinense
L. ruthenicum
M. acuminata
M. alba

M. domestica
M. esculenta
M. indica

M. notabilis
M. pumilus
M. truncatula - -
N. attenuata 4 5
N. benthamiana 1

N. caerulescens

N. crassa 1 -
N. grossedentata - -
N. nucifera - 3
N. sylvestris 6 7
N. tabacum 4 2
N. tomentosiformis 6 5
Nierembergia sp. NB17 - -
O. brachyantha - -
O. officinalis - -
0. sativa 3 -
0. viciifolia - -
P. crispum - -
P. americana - -

] 1
e S R R S
e S S R S

—_—— 0 N BN = —_ W 1 1
p— o= [ e T = Y 'S Sy S S |
N T 1 NN RPN T NN W= ==

(OS]

O = Y Ny S SR ' T 'S T NG NG|
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Secuencias Secuencias Secuencias

Especie CHS CHI F3H

P. communis - - 4
P. dactylifera - 1
P. euphratica 10
P. frutescens
P. hybrida 13
P. mume -
P. patens 15
P. persica -
P. pinaster 1
P. trichocarpa 4
P. vulgaris - -
Pyrus x bretschneideri -

R. communis 1 3
. rugosa - -
. sativus

. trigyna

. baicalensis
. bicolor

. indicum
italica - -
lycopersicum 6 7
. melongena - 1
. oleracea - -
. pennellii 5 9
. pinnatisectum - -
. quitensis - -
. tuberosum 13 6
S. viscidula 1 -
T. aestivum - -
T. cacao 3 4
T. hassleriana - -
T. urartu - -
V. angularis -
V. ashei 1
V. breviflora -
V. corymbosum -
V. dichotoma
V. radiata

V. vinifera

Z. jujuba

Z. mays

[\S I \S)
N — 1 DN
Q) == 1
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N
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Anexo IV. Expresion de los distintos miembros de las familias génicas
CHALCONA SINTASA, CHALCONA ISOMERASA, FLAVANONA 3
HIDROXILASA y FLAVONOL SINTASA en tejidos de raiz, hoja y fruto en
diferentes estadios del desarrollo. Las eficiencias de los cebadores para el
célculo de las cantidades relativas se determinaron con el programa LinReg.
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Figura AIV-1. Cantidad relativa (CR)
de ARNm presente en distintos estadios
y tejidos de fruto de tomate para cada
uno de los genes de la familia CHS. O:
ovario, VI: verde inmaduro, VM: verde
maduro, P: pintén, RM: rojo maduro.
Los datos se
medias *+ SE.

presentan como
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Figura AIV-2. Cantidad relativa (CR) de
ARNm presente en distintos estadios y
tejidos de fruto de tomate para cada uno de
los genes de la familia CHI. O: ovario,
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro,
P: pintén, RM: rojo maduro. Los datos se
presentan como medias + SE.
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Figura AIV-3. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios y
tejidos de fruto de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H'y FLS. O:
ovario, VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintén, RM: rojo maduro. Los

datos se presentan como medias * SE.
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Figura AIV-4. Cantidad relativa (CR) de ARNm
presente en distintos estadios del desarrollo de hoja de
tomate para cada uno de los genes de la familia CHS.
BA: brote apical, H3: tercera hoja contando desde el
apice, H8: octava hoja contando desde el apice. Los

datos se presentan como medias * SE.
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Figura AIV-5. Cantidad relativa (CR) de ARNm
presente en distintos estadios del desarrollo de hoja de
tomate para cada uno de los genes de la familia CHI.
BA: brote apical, H3: tercera hoja contando desde el
apice, H8: octava hoja contando desde el apice. Los

datos se presentan como medias + SE.
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Figura AIV-6. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios del
desarrollo de hoja de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H y FLS.
BA: brote apical, H3: tercera hoja contando desde el apice, HS: octava hoja contando desde
el dpice. Los datos se presentan como medias + SE.
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Figura AIV-7. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios
del desarrollo de raiz de tomate para cada uno de los genes de la familia CHS.
No se detecté amplificacion de CHS3 o CHS4 en ninguno de los estadios.
RO: raiz 96 h después de la germinacidén, RS: raiz de plantas con cinco hojas
verdaderas. Los datos se presentan como medias * SE.
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Figura AIV-8. Cantidad relativa (CR) de
ARNm presente en distintos estadios del
desarrollo de raiz de tomate para cada uno de los
genes de la familia CHI. RO: raiz 96 h después
de la germinacidn, RS5: raiz de plantas con cinco
hojas verdaderas. Los datos se presentan como
medias + SE.
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Figura AIV-9. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios
del desarrollo de raiz de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H
y FLS. RO: raiz 96 h después de la germinacién, RS: raiz de plantas con cinco

hojas verdaderas. Los datos se presentan como medias * SE.
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Anexo V. Expresiéon de los distintos miembros de las familias génicas
CHALCONA SINTASA (CHS), CHALCONA ISOMERASA (CHI),
FLAVANONA 3 HIDROXILASA (F3H) y FLAVONOL SINTASA (FLS) en
tejidos de raiz, hoja y fruto en diferentes estadios del desarrollo. Informacién
tomada de la base de datos Tomato Functional Genome Database
(Universidad de Cornell, Ithaca, USA; http://ted.bti.cornell.edu/).

Se seleccion6 la informacién procedente de los ensayos realizados con
entradas de S. lycopersicum de fruto rojo. Los datos procedentes de los
ensayos de microdiseccidon laser de distintos tipos celulares de frutos de
‘Ailsa Craig’ 10dda (Matas et al., 2011), de frutos de ‘Ailsa Craig’ en
distintos estadios del desarrollo y de fruto y hoja de ‘M82’ (Zuluaga et al.,
2016) se determinaron mediante la técnica de pirosecuenciacion 454 del
transcriptoma. Los datos de expresion de fruto, hoja y raiz de ‘Heinz 1706’
proceden del andlisis de la expresion génica mediante la tecnologia RNA-seq
Illumina (Tomato Genome Consortium, 2012). La informacién de fruto de
‘M82’ y ‘Ailsa Craig’ procede de un estudio del perfil transcriptomico de
fruto de tomate (SRP004923, Boyce Thompson Institute).

En las siguientes tablas se muestran los valores de expresion normalizada
como RPKM (reads per kilobase of exon per million reads mapped) para
cada uno de los genes de la familias CHS, CHI, F3H y FLS procedentes de
los ensayos arriba mencionados. En los ensayos realizados con ‘Ailsa Craig’
y ‘M82’ el estadio que se ha denominado rojo maduro corresponde a pintén
més siete dias mientras que en ‘Heinz 1706’ corresponde a pintén més 10
dias. El material de fruto corresponde a pericarpo en el caso de ‘Ailsa Craig’
y ‘M82’ pero no estd indicado para ‘Heinz 1706’. VM: verde maduro, P:
pintén, RM: rojo maduro. El material de hoja de ‘M82’ procede de plantas
con cuatro hojas verdaderas y el de ‘Heinz-1706’ de plantas con frutos. El
estadio del desarrollo de la raiz de ‘Heinz 1706’ no esta indicado.
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CHALCONA SINTASA
CHS1 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ ‘M82’
Epicarpo 10dda 37,06 - -
Mesocarpo 10dda 0 - -
Endocarpo 10dda 0 - -
Fruto 1 cm 0 173,65 -
Fruto 2 cm - 102,78 -
Fruto 3 cm - 3,20 -
Fruto VM 0 4,19 -
Fruto P 0 68,62 -
Fruto RM 0 91,90 0
Hoja - 23,84 0
Raiz - 0,18 -
CHS2 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 1464,44 - -
Mesocarpo 10dda 297,22 - -
Endocarpo 10dda 78,89 - -
Fruto 1 cm 11,67 117,04 -
Fruto 2 cm - 162,45 -
Fruto 3 cm - 30,40 -
Fruto VM 56,67 102,44 -
Fruto P 31,11 717,95 -
Fruto RM 5,00 163,04 73,89
Hoja - 60,49 230,00
Raiz - 0,25 -
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CHS4

‘Ailsa Craig’

‘Heinz 1706’
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CHS7 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 37,06 - -
Mesocarpo 10dda 0 - -
Endocarpo 10dda 0 - -
Fruto 1 cm 0 0 -
Fruto 2 cm - 0 -
Fruto 3 cm - 0 -
Fruto VM 0 0 -
Fruto P 0 0 -
Fruto RM 0 0 0
Hoja - 0 0
Raiz - 0 -
CHS6 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82
Epicarpo 10dda 504,99 - -
Mesocarpo 10dda 53,06 - -
Endocarpo 10dda 0 - -
Fruto 1 cm 0 0 -
Fruto 2 cm - 0 -
Fruto 3 cm - 0 -
Fruto VM 9,99 0 -
Fruto P 0 0 -
Fruto RM 0 0 27,47
Hoja - 0 65,54
Raiz - 0 -
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CHS5 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 37,06 - -
Mesocarpo 10dda 0 - -
Endocarpo 10dda 0 - -
Fruto 1 cm 0 0 -
Fruto 2 cm - 0 -
Fruto 3 cm - 0 -
Fruto VM 0 0 -
Fruto P 0 0 -
Fruto RM 0 0 0
Hoja - 0 0
Raiz - 0 -

CHALCONA ISOMERASA

chi ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 4,84 - -
Mesocarpo 10dda 0 - -
Endocarpo 10dda 0 - -
Fruto 1 cm 0 0 -
Fruto 2 cm - 0 -
Fruto 3 cm - 0,05 -
Fruto VM 0 0 -
Fruto P 0 0 -
Fruto RM 0 0 0
Hoja - 0,45 0
Raiz 0,05 -
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CHI2 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 0 - -
Mesocarpo 10dda 0 - -
Endocarpo 10dda 0 - -
Fruto 1 cm 0 0 -
Fruto 2 cm - 0 -
Fruto 3 cm - 0,06 -
Fruto VM 0 0 -
Fruto P 0 0,11 -
Fruto RM 0 0 0
Hoja - 0 0
Raiz - 0,18 -

CHI3 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82
Epicarpo 10dda 37,14 - -
Mesocarpo 10dda 61,28 - -
Endocarpo 10dda 82,64 - -
Fruto 1 cm 79,85 82,59 -
Fruto 2 cm - 48,26 -
Fruto 3 cm - 40,49 -
Fruto VM 4,64 9,31 -
Fruto P 0 0,29 -
Fruto RM 0 0,16 0

Hoja - 53,08 166,20

Raiz - 3,77 -
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CHI4 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 187,50 - -
Mesocarpo 10dda 65,97 - -
Endocarpo 10dda 15,05 - -
Fruto 1 cm 0 36,21 -
Fruto 2 cm - 41,21 -
Fruto 3 cm - 6,46 -
Fruto VM 0 15,23 -
Fruto P 0 17,21 -

Fruto RM 0 41,56 25,46

Hoja - 57,27 35,88
Raiz - 0,12 -

CHI5 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 30,89 - -
Mesocarpo 10dda 33,20 - -
Endocarpo 10dda 74,90 - -
Fruto 1 cm 33,20 36,97 -
Fruto 2 cm - 45,63 -
Fruto 3 cm - 27,06 -
Fruto VM 0 15,59 -
Fruto P 86,49 4,86 -

Fruto RM 6,95 3,17 16,99

Hoja - 12,97 23,94
Raiz - 10,80 -
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CHI6 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 4,27 - -
Mesocarpo 10dda 28,16 - -
Endocarpo 10dda 18,77 - -
Fruto 1 cm 36,69 18,90 -
Fruto 2 cm - 21,29 -
Fruto 3 cm - 15,18 -
Fruto VM 31,57 12,83 -
Fruto P 0 8,34 -
Fruto RM 15,36 6,41 0
Hoja - 5,61 5,12
Raiz - 3,71 -
CHI7 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82
Epicarpo 10dda 51,23 - -
Mesocarpo 10dda 18,20 - -
Endocarpo 10dda 1,69 - -
Fruto 1 cm 0 9,79 -
Fruto 2 cm - 13,80 -
Fruto 3 cm - 9,32 -
Fruto VM 4,66 11,78 -
Fruto P 23,71 21,53 -
Fruto RM 0 16,95 0
Hoja - 2,66 39,37
Raiz - 6,28 -
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FLAVANONA 3 HIDROXILASA - FLAVONOL SINTASA

F3H1 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 236,96 - -
Mesocarpo 10dda 119,63 - -
Endocarpo 10dda 23,77 - -
Fruto 1 cm 0 75,35 -
Fruto 2 cm - 89,57 -
Fruto 3 cm - 22,56 -
Fruto VM 28,37 53,66 -
Fruto P 0 97,18 -
Fruto RM 0 48,17 0
Hoja - 36,53 75,92
Raiz - 4,20 -
F3H2 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82
Epicarpo 10dda 11,98 - -
Mesocarpo 10dda 0 - -
Endocarpo 10dda 0 - -
Fruto 1 cm 141,40 4,22 -
Fruto 2 cm - 7,15 -
Fruto 3 cm - 4,74 -
Fruto VM 28,76 3,93 -
Fruto P 0 1,46 -
Fruto RM 0 1,25 0
Hoja - 4,68 47,93
Raiz - 15,03 -
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F3HS8 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 22,05 - -
Mesocarpo 10dda 125,39 - -
Endocarpo 10dda 64,27 - -
Fruto 1 cm 94,52 0 -
Fruto 2 cm - 0 -
Fruto 3 cm - 0 -
Fruto VM 10,08 0 -
Fruto P 105,23 0 -
Fruto RM 0 0 13,86
Hoja - 0 15,75
Raiz - 0 -
F3H3-FLS ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ MS82
Epicarpo 10dda 7,56 - -
Mesocarpo 10dda 0 - -
Endocarpo 10dda 0 - -
Fruto 1 cm 15,87 0,7 -
Fruto 2 cm - 19,96 -
Fruto 3 cm - 9,12 -
Fruto VM 3,78 0,15 -
Fruto P 0 0 -
Fruto RM 6,80 0 0
Hoja - 0 0
Raiz - 0 -
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F3H4-FLS
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F3H7-FLS ‘Ailsa Craig’

‘Heinz 1706’

MS82

Epicarpo 10dda 22,05
Mesocarpo 10dda 125,39
Endocarpo 10dda 64,27

Fruto 1 cm 94,52
Fruto 2 cm -
Fruto 3 cm -

Fruto VM 10,08

Fruto P 105,23
Fruto RM 0
Hoja -
Raiz -
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oS O O

=]
o
W

o O o O

0,04
74,70

S O

282



Anexos

Anexo VI. Cantidad de cuticula y de cada uno de sus componentes de plantas
de MM control, CHlox y CHI/FNSox cultivadas en invierno.

Tabla AVI-1. Cantidad de cuticula y de sus principales componentes, cutina,
polisacéridos, ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de desarrollo procedentes de
plantas de MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los valores se
expresan en pg-cm?. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintén, RM: rojo
maduro. Los datos se presentan como medias + SE. Las distintas letras indican diferencias
significativas entre genotipos para un mismo estadio (p < 0,05).

MM CHIox CHI/FNSox
Cuticula
VI 569,1 £10,1 b 650,9+21,1 a 692,9+299 a
VM 9474 +376b 1239,7+36,5 a 1269,2+47.0 a
P 9450+ 319b 919,9+23,1 b 1255,9+50,2 a
RM 1043,8 £48,4 b 1120,1£39,1 b 1634,8+28.6 a
Cutina
VI 350,6 £6,2b 405,2+13,1 a 442.1£19,1 a
VM 599,5+238Db 889,2+26,2 a 850,2+31,5a
P 612,8 +20,7b 681,1+17,1b 864,0+34,5 a
RM 658,8 +30,6 ¢ 801,4+28.0b 1103,8+19,3 a
Polisacaridos
VI 210,2+3,7b 236,3+7,7 ab 243.4+10,5 a
VM 321,4+12,8b 316,4+93 b 384,4+142 a
P 307,1 =104 a 215,654 b 342.8+13,7 a
RM 353,8+16,4b 286,8+10,0 ¢ 444 2+7 8 a
Ceras
VI 83+0,1b 9,4+03 a 7,403 b
VM 26,5+1,1b 342+1,0a 34,6*+1,3 a
P 25,1+£0,8b 23,2+0,6 b 49,1+2,0 a
RM 31,1+1,4b 31,9+1,1b 86,8t1,5a
Fenoles
VI 89+03b 10,7+0,5 a 9,8+0,1 ab
VM 17,5+0,8 a 23.1+2,1a 19,6+0,5 a
p 350+£20a 18,9+1,4b 22.8+1,2b
RM 59,0+1,1a 23.9+0,2 c 31,2+1,3b
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Tabla AVI-2. Cantidad de cuticula y de sus principales
componentes, cutina, polisacaridos, ceras y fenoles, de frutos en
cuatro estadios de desarrollo procedentes de plantas CHlox
hemicigotas y homocigotas. Los valores se expresan en pg-cm>.
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P:pintén, RM: rojo
maduro. Los datos se presentan como medias + SE. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre hemicigotas y homocigotas
para un mismo estadio: *: 0,05>p > 0,01, ** p <0,01.

CHIox
hemicigota homocigota
Cuticula
VI 576,1 £ 16,5 * 650,9 = 21,1
VM 1271,6 = 35,1 1239,7 £ 36,5
P 1052,7 £ 32,5 919,9 £ 23,1 **
RM 1277,8 £ 31,7 1120,1 £39,1 **
Cutina
VI 346,1 £9,9 ** 405,2 + 13,1
VM 823,4+22.7 889,2 £26,2
P 690,1 £21,3 681,1 £ 17,1
RM 834,2 £ 20,7 801,4 £28,0
Polisacaridos
VI 224,1 £ 6,4 236,3+7,7
VM 419,7+ 11,6 316,4 £ 9,3 **
P 329,8 + 10,2 215,6 £5,4 **
RM 402,1 10,0 286,8 + 10,0 **
Ceras
VI 5,9+0,2 ** 94 +0,3
VM 28,5 +0,8 ** 342 +1,0
P 329+1,0 232 £0,6 **
RM 41,5+1,0 31,9 £1,1 **
Fenoles
VI 8,9+0,2* 10,7+0,5
VM 22,1+14 23,1 £2,1
P 20,1 £0,7 189+14
RM 239+1,6 239+0,2
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Tabla AVI-3. Cantidad de cuticula y de sus principales
componentes, cutina, polisacaridos, ceras y fenoles, de frutos en
cuatro estadios de desarrollo procedentes de plantas CHI/FNSox
hemicigotas y homocigotas. Los valores se expresan en pg-cm.
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P:pintén, RM: rojo
maduro. Los datos se presentan como medias + SE. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre hemicigotas y homocigotas

para un mismo estadio: *: 0,05>p > 0,01, ** p <0,01.

CHI/FNSox
hemicigota homocigota
Cuticula
VI 588,5+26,4 * 692,9+29.9
VM 1163,4 £32.0 1269,2 £ 47,0
P 1161,4 £36,2 1255,9 £ 50,2
RM 1685,2 £ 39,7 1634,8 £ 28,6
Cutina
VI 3714 £ 16,7 * 4421 + 19,1
VM 827,0+22.8 850,2+31,5
P 815,2+254 864,0 £ 34,5
RM 11789 £ 27,8 1103,8 £ 19,3 *
Polisacaridos
VI 211,7 £9,5 ** 243,4 + 10,5
VM 305,9 £ 8,4 ** 384,4 + 14,2
P 307,0+9,6 * 3428 + 13,7
RM 440,6 £ 10,4 4442 + 7.8
Ceras
VI 5,4 £0,2 ** 7,4+0,3
VM 30,5+0,8 * 34,6 +1,3
P 392 £1,2 ** 49,1 £2,0
RM 65,7 £ 1,5 ** 86,8 +1,5
Fenoles
VI 8,4 £0,3 ** 9,8 0,1
VM 16,6 + 0,3 *3* 19,6 £0,5
P 19,003 * 22.8+1,2
RM 27,8 +1,0 312+1,3
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