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Introduccion

LA CUTICULA VEGETAL

Uno de los principales logros de la evolucion bioldgica a lo largo de millones de afios
ha sido desarrollar estructuras que sirven como aislamiento y proteccion a los organismos
vivos frente al entorno circundante. En este sentido, las plantas superiores desarrollaron de
una forma efectiva una estructura altamente protectora, aislante y de propiedades fisicas y

quimicas singulares: la cuticula vegetal.

La presencia de una capa diferenciada que cubre el exterior de la superficie de las hojas
y los frutos fue mencionada por primera vez por el botanico griego Theophrastus en el
siglo IV a. C. Esta capa se consideré como la “piel” de los tejidos vegetales, de forma
andloga a la piel de los animales. Sin embargo, la existencia de esta membrana no fue
descrita en mas profundidad hasta el afio 1757 por el botanico francés Theodore Ludwig,
que fue apoyado afios mas tarde por otros dos botanicos, De Saussure en 1762 y Hedwig
en 1793 (Barthélemy, 1868). Esta pelicula fue aislada por primera vez por Brongniart
(1830, 1834) mediante la maceracion de tejidos vegetales. Este autor describio la cuticula
como una estructura no celular, continua, sin color y translicida, adaptada a la superficie
de las células epidérmicas, y le dio el nombre de cuticule. Tras el trabajo llevado a cabo
por Brongniart, fueron muchos los investigadores que se interesaron por la cuticula
vegetal, y muchos los esfuerzos y trabajos realizados para llegar a los conocimientos que
hoy dia se tienen sobre este complejo biopolimero, que han conducido a la utilizacion del
término “cuticula” con el significado moderno de “membrana extracelular que recubre los

organos aéreos de las plantas” (Riederer, 2001).

Morfologia y estructura

La cuticula se encuentra localizada en la parte mas externa de la pared celular de las
células epidérmicas, constituyendo asi una interfase entre la planta y el medio ambiente.
Jeffree (2006) la describid como una capa fundamentalmente laminar en la podian
diferenciarse a su vez una serie de capas, las cuales estaban definidas en funcién de su
posicion y composicion quimica. Este autor distinguid diferentes regiones desde el interior
hacia el exterior de la cuticula: la cuticula secundaria (o capa cuticular o cutinizada), la
cuticula primaria (también llamada capa cuticularizada o cuticula propiamente dicha) con

ceras embebidas (intracuticulares) y, por ultimo, las ceras epicuticulares (Fig. I.1).



Introduccion

Figura I.1: Imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de transmision que muestran dos regiones
a distintos aumentos de un mismo corte transversal de la superficie de un fruto de uva (Vitis vinifera L.). A:
Desde el interior (region inferior) hacia el exterior se aprecia la pared celular apical de las células
epidérmicas (cw), en estrecho contacto con la capa mas interna de la cuticula, la cuticula secundaria (cs) o
capa cutinizada. Inmediatamente por encima aparece una region menos electrodensa correspondiente a la
cuticula primaria con ceras embebidas (cp) y depositadas sobre esta se encuentran las ceras epicuticulares (w)
formando una capa continua. Barra: 20 um. B: Detalle de la capa mas externa de la cuticula donde se
aprecian una primera capa de ceras epicuticulares (w) y la cuticula primaria (cut). Barra: 0.8 pm. (Garcia-
Casado, 2001).

La primera manifestacion morfoloégica de la cuticula consiste en una pelicula
osmiofilica y amorfa, de caracter electrodenso al microscopio electronico, que presenta un
grosor aproximado de 20 nm (Jeffree, 2006). Esta capa va sufriendo diferentes
modificaciones a lo largo del desarrollo que conllevan un incremento de su grosor y una
disminucion de su densidad electronica, generandose una cuticula de transicion globular
que evoluciona hasta transformarse, en mayor o menor medida, en una region polilaminada
y/o reticulada. El ensamblaje de sus componentes con la parte externa de la pared celular
primaria se produce seguidamente a su formacion. El grado de transformacion de esta capa
es variable en cada especie vegetal, lo cual propicia la existencia de cuticulas con distinta

conformacion y morfologia microscopica.

En 1982, Holloway propuso una clasificacion de las cuticulas de las plantas en base a la
taxonomia y a diversos estudios de su ultraestructura realizados mediante microscopia
electronica de transmision (MET). Esta clasificacion comprende seis grandes tipos
morfologicos de membranas cuticulares, que se recogen en la Tabla I.1. La Figura 1.2
ilustra mediante imagenes de MET dos ejemplos de cuticulas encuadradas en esta
clasificacion, una de ellas correspondiente al Tipo 1 (Fig. 1.2, A) y otra referida al Tipo 4

(Fig. 1.2, B).
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Tabla I.1. Clasificacion de las cuticulas vegetales (segiin Holloway, 1982).

Tipo Descripcion Ejemplos

1 Region externa polilaminada, delineada con la Hojas de Clivia miniata y Agave

region interna principalmente reticulada. americana.

2 Region externa débilmente laminada fundida Hojas de Hedera helix y Ficus

gradualmente con una region interna reticulada.  elastica.

3 Region externa amorfa y region interna Hojas de Plantago major, Picea

principalmente reticulada. abies, Citrus limon y Quercus
velutina.

4  Todas las regiones reticuladas. Hojas de Hydrangea macrophylla
y frutos de Solanum
lycopersicum.

5  Todas las regiones laminadas. Hojas de Beta vulgaris 'y
Taraxacum officinale.

6  Principalmente amorfa. Hojas de Potamogeton crispus y

Brassica oleracea

Gemmifera.

var.

Figura L.2: A: Imagen de MET de la cuticula Iris germanica, que se engloba dentro del Tipo 1 descrito en la
Tabla I.1. En ella se distinguen una zona externa polilaminada y una zona interna reticulada. Barra: 0.2 pm
(Jeffree, 2006). B: Imagen de MET de la epidermis de un fruto de tomate cuya cuticula es de Tipo 4. Esta se
manifiesta como una capa externa continua y electrodensa que rodea y penetra en la pared de la célula
epidérmica. cut, cuticula; cw, pared celular; ep, célula epidérmica. Barra: Sum (Dominguez et al., 2011a).

Componentes de la cuticula

Los componentes que constituyen la cuticula vegetal pueden clasificarse en cutina,
ceras y compuestos hidrolizables (Jeffree, 2006; Pollard et al., 2008). En la Tabla 1.2 se

muestra la proporcidon de estos componentes en diferentes cuticulas de hojas y frutos.
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Tabla 1.2. Tanto por ciento de peso seco por unidad de darea y cantidad de los distintos
componentes de diferentes membranas cuticulares aisladas de frutos y hojas (Riederer y
Schonher, 1984). C.H., compuestos hidrolizables; fr, cuticula aislada de frutos; ad, cuticula
aislada de la parte adaxial de la hoja; ab, cuticula aislada de la parte abaxial de la hoja.

Especie Cuticula Ceras Cutina C.H.

(pg/em?) (%) (%) (%)
Capsicum annuum (fr) 1971 10 61 29
Lycopersicon esculentum (fr) 2173 7 69 24
Clivia miniata (ad) 530 20 64 16
Clivia miniata (ab) 466 18 66 16
Ficus elastica (ad) 458 25 56 19
Ficus elastica (ab) 493 37 52 11
Hedera helix (ad) 450 19 60 21
Hedera helix (ab) 430 17 61 22
Olea europaea (ad) 836 29 50 21

Debido a la naturaleza de su composicion y a su fuerte interaccion con la pared celular
subyacente, la cuticula puede considerarse como una pared celular cutinizada (Fig. 1.3). El
componente mayoritario de la cuticula vegetal aislada (entre un 40 y un 80% en peso) es la
cutina, la cual estd constituida por 4cidos grasos hidroxilados primarios y secundarios de
cadena larga, principalmente de 16 atomos de carbono, o de 18, o una mezcla de ambos,
que se organizan formando una red polimérica compleja. La matriz de cutina se origina
como consecuencia del entrecruzamiento de sus monomeros mediante enlaces tipo éster,
concretamente entre los grupos hidroxilo primarios y secundarios y los grupos carboxilo
(Baker et al., 1962; Holloway, 1982). Este tipo de enlace le confiere especial resistencia a
la degradacion quimica convirtiéndolo en un material totalmente insoluble en disolventes
organicos, aunque tras despolimerizarse mediante una hidrdlisis  alcalina,
transesterificaciones u otros métodos analogos se obtiene una mezcla de mondmeros y/o
derivados, los cuales si son solubles en dichos disolventes (Walton, 1990). Los miembros
de la familia C;¢ que aparecen mas frecuentemente en las cuticulas vegetales son los acidos
9,16- y 10,16-dihidroxihexadecanoico y el acido 16-hidroxihexadecanoico. En algunos
casos, el 4cido 16-hidroxi-10-oxohexadecanoico y los acidos 16-0x0-9 o 16-oxo-10-
hidroxihexadecanoico son también monomeros constituyentes de la cutina. En cuanto a la
familia Cg, los principales constituyentes son el 4cido 18-hidroxi-9,10-epoxioctadecanoico
y el acido 9,10, 18-trihidroxioctadecanoico junto con sus homologos monoinsaturados (Fig.

[.4). En algunas cutinas se ha descrito la presencia de otros mondmeros tales como el
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glicerol y el acido théapsico (dcido 1,16-hexadecanodioico) (Graca et al, 2002;
Bonaventure et al., 2004).

Figura 1.3: Imagenes de microscopia optica de cortes transversales de epidermis correspondientes a tomates
verdes maduros (A-C) y a un tomate en el estadio rojo maduro (D). A: Visualizacion de los polisacaridos de
la epidermis mediante el empleo del colorante calcofluor. B: Misma seccién de tejido tefiida con Sudan IV
que permite la visualizar la cuticula. C: La combinacion de A y B muestra de estrecha asociacion entre la
cuticula y la pared celular. D: Visualizacion de las pectinas coloreadas con rojo de rutenio. La cuticula es
facilmente distinguirse gracias al contraste de color propiciado por la acumulacion de flavonoides en el
estadio de rojo maduro. Barra: 20 um (Dominguez et al., 2011a).

OH
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Figura 1.4: Principales mondmeros presentes en las cutinas vegetales (Dominguez ef al., 2011a).

Los componentes mas abundantes en la zona mas externa de la cuticula son las ceras.
Segun puedan o no ser extraidas con elevado rendimiento y baja contaminacién (usando
disolventes organicos como cloroformo, metanol o mezclas de estos a temperatura
ambiente), las ceras se clasifican en epicuticulares e intracuticulares, respectivamente.

Desde un punto de vista quimico, las ceras cuticulares son normalmente una mezcla de
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diversos tipos de compuestos alifaticos. La cantidad y el tipo de los distintos componentes
varian ampliamente de una especie vegetal a otra. Los principales constituyentes de las

ceras cuticulares se muestran en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3. Principales componentes quimicos de las ceras cuticulares (Hamilton, 1996).

Componente Estructura Rango Compflest.os Especies
general mayoritarios

Hidrocarburos  CH3(CH,),CH; Cr1aCys  Cy, Gy Casi todas

Cetonas R,COR, CysaCy;  Cy, Cy Brassica, Rosaceae,
Leptochloa digitata

Alcoholes R;CH(OH)R, Co a Cs; Coo, C34 Pisum sativum,

secundarios Brassica, Rosaceae,
Malus

B-dicetonas R,COCH,COR, Cy;aCi;  Cy, G5y, Css Eucalyptus, Poa
colenasia

Monoésteres R,;COOR, Cy0aCqy  Cyy, Cyq, Cyg, Cs9p Casi todas

Poliésteres Mr 800- Gimnospermas

1500

Alcoholes RCH,0OH CpnaCs  Cy Cyg Casi todas

primarios

Aldehidos RCHO CiyaCyy Cyg, Cog, Gy Vitis, Malus

Acidos RCOOH CipaCss  Ca, Cg, Cig Casi todas

carboxilicos

Terpenos y Acidos ursélicoy  Vitis, Lycopersicon

esteroides oleanico, betulina

Los denominados compuestos hidrolizables, tales como fenoles o polisacaridos, son
aquellos que se eliminan de las cuticulas aisladas tras un reflujo a alta temperatura en
medio fuertemente acido. En diversas especies se han encontrado algunos taninos, acidos
fendlicos como los acidos p- y m- cumarico y ferulico, y flavonoides como la naringenina
y la quercetina (Hunt y Baker, 1980). Ademas, en la cuticula de algunas gimnospermas se
ha detectado una fraccion similar a la lignina (Reina ef al., 2001). Desde un punto de vista
electrodindmico, los compuestos fendlicos son los responsables de la capacidad de
intercambio i6nico de la cuticula. Por ello, este biopolimero puede describirse como una
membrana eléctricamente asimétrica. En una solucion acuosa electrolitica se establece un
gradiente electrocinético a través de la cuticula aislada: mientras que la superficie externa
permanece principalmente sin carga, la interna presenta una carga neta negativa descrita
como potencial de membrana tipo Donnan asociado a fenoles y polisacaridos (Heredia y

Benavente, 1991). Esta carga es una caracteristica fisiolégica muy importante que influye
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en la absorcion, la incorporacion y el transporte de iones y moléculas cargadas y en la
transpiracion cuticular (Dominguez et al, 2011a). La fraccion polisacaridica esta
compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosa y pectinas (Lopez-Casado et al.,

2007).

Por ultimo, en las cuticulas de algunas especies puede encontrarse otro polimero
lipidico, bien como una alternativa o en combinaciéon con la cutina, denominado cutan
(Kolattukudy, 1996). Este material es completamente insoluble, dificilmente hidrolizable y
se compone de derivados de acidos grasos poliinsaturados unidos entre si por enlaces tipo
éter. Este tipo de enlace es el que proporciona al cutdn su elevada resistencia a la
degradacion quimica (Villena et al., 1999). No obstante, algunos estudios mas recientes
han sugerido que este polimero presenta una estructura basada en amplios dominios
aromaticos unidos por cadenas metilénicas de longitud variable y ésteres alifaticos de
pocos atomos de carbono (Sachleben et al., 2004; Deshmukh et al., 2005).
Desafortunadamente, se conoce poco sobre la distribucion de cutan entre las diferentes
especies vegetales y las ventajas potenciales de una cuticula quimicamente mas resistente

basada en este biopolimero.

La Figura 1.5 muestra un esquema general de un corte transversal de la cuticula en el
que se representa la disposicion de los diferentes componentes cuticulares descritos
anteriormente. Como puede observarse, la matriz polimérica de cutina actia de soporte
estructural para el resto. Tanto las ceras intracuticulares como los compuestos fendlicos se
reparten homogéneamente por la cuticula, mientras que las ceras epicuticulares se
encuentran en el exterior en forma mas o menos cristalina, y los polisacaridos, derivados

de la pared de las células epidérmicas, se estructuran en fibrillas en la parte inferior.
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| ceras epicuticulares
Ceras intracuticulares
s Compuestos fendlicos

'H' Polisacdridos

Cuticula vegetal

Cutina

Figura 1.5: Esquema de una seccion transversal de la cuticula vegetal que representa sus diferentes
componentes (Dominguez ef al., 2011a).

Funciones de la cuticula

Como consecuencia de sus caracteristicas fisicas, quimicas y morfoldgicas, la cuticula

presenta una serie de funciones fisiologicas:

- Minimizar la pérdida de agua y solutos. La cuticula actia como una eficaz barrera
hidrofobica que dificulta la evaporacion y transpiracion del agua (Kerstiens 1996;
Riederer y Schereiber, 2001; Schreiber y Schonherr, 2009).
- Impedir la penetracion de patogenos. La membrana cuticular se considera una
barrera fisica que evita la entrada y el ataque de hongos y bacterias (Riederer y Miiller,
2006).
- Proteger frente a dafios mecénicos. Debido a sus propiedades mecénicas la cuticula
es capaz de prevenir el dafio que pudieran ocasionar fenomenos externos tales como la
lluvia y el viento (Niklas, 1992).
- Reflejar la radiacion ultravioleta. Las ceras cristalinas epicuticulares son capaces de
reflejar, y asi atenuar, la radiacion ultravioleta que incide sobre los tejidos vegetales
(Pfiindel et al., 2006).
- Participar en la correcta formacion de los oOrganos en las primeras fases de
desarrollo de planta. La cuticula impide la adhesion indiferenciada de las células
epidérmicas de los 6érganos en formacion (Lolle y Pruitt, 1999).
- Regular las respuestas del desarrollo de la planta. La cuticula acumula moléculas
bioactivas que actian como sefiales del desarrollo de la planta (Mariani y Wolters-Arts,
2000; Kolattukudy, 1996).
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Biofisica de la cuticula

La interaccion con el agua tiene importantes consecuencias sobre el comportamiento de
un material. El agua se comporta principalmente como un agente plastificador que se
intercala entre las cadenas y los grupos funcionales, disminuyendo asi la interaccion entre
estos y provocando que el material se vuelva menos rigido y mas deformable, con
caracteristicas viscoelasticas. Se ha documentado que la cuticula aislada de frutos de
tomate responde a la hidratacion modificando sus propiedades mecanicas (Petracek y
Bukovac, 1995). No obstante, la hidratacion de una cuticula de fruto de tomate no es un
proceso lineal sino que depende del grado de humedad relativa a la que esté expuesta

(Luque et al., 1995).

Desde la década de los 70, varios estudios han evaluado la permeabilidad y la difusion
del agua y los solutos a través de la cutina y de la cuticula en una amplia variedad de
plantas (Fernandez y Eichert, 2009). En general, las cuticulas estomaticas presentan una
baja permeabilidad al agua, la cual es cientos de veces mas baja que la de la pared celular
de las plantas y permanece en un rango comparable al de otros polimeros sintéticos
hidrofobicos (Schreiber y Schonherr, 2009). La cuticula es permeable tanto a compuestos
polares como no polares, donde las ceras juegan un papel clave en la reducciéon de la
permeabilidad, especialmente las ceras epicuticulares, las cuales determinan la capacidad
de la superficie para mojarse (Bukovac et al., 1981). Se ha sugerido, aunque aun no se ha
demostrado, que el transporte del agua ocurre a través de poros acuosos o canales, cuya
presencia parece ser altamente dependiente de la humedad relativa del ambiente (Schreiber

y Schonherr, 2009).

En relacion al agrietado, una fisiopatia que se manifiesta como fracturas en la
superficie de los frutos, Aloni et al. (1998) observaron diferencias en cuanto a las tasas de
transpiracion cuticular entre los cultivares susceptibles y los resistentes al mismo en
distintas variedades de pimiento. Similares resultados se han postulado para el agrietado de
cerezas, donde la morfologia y la composiciéon quimica de la region superior (ceras
epicuticulares) determinarian la capacidad de la superficie para mojarse y la retencion de
moléculas acuosas, condicionando asi la permeabilidad del agua a través de la cuticula y

siendo un factor diferenciador de la susceptibilidad al agrietado (Dominguez et al., 1999).
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La temperatura esta relacionada con las propiedades biofisicas de un polimero,
pudiendo dar lugar a cambios en su estructura y en su perfil de hidratacion. Los métodos
mas empleados para determinar como afecta la temperatura a la cuticula de las plantas
evaltian el calor especifico o capacidad calorifica, un pardmetro termodinamico muy
sensible a los cambios estructurales. La cuticula y la cutina presentan un calor especifico
significativamente mas alto que otros polimeros (Casado y Heredia, 2001). Por ejemplo, el
calor especifico de la cutina oscila entre 2 y 2.5 J K' g, mientras que la celulosa, el
principal componente de las paredes celulares de las plantas, tiene un calor especifico de
1.5 7K' g (Boraston, 2005). Aunque la cuticula contribuye en menor medida a la masa
total de las hojas y los frutos, podria jugar un importante papel como termorregulador entre

las plantas y el ambiente, especialmente en aquellas expuestas a temperaturas extremas.

Lendzian y Kerstiens (1991) indicaron que la existencia de un estado vitreo en la cutina
dependeria probablemente de la temperatura y del contenido de agua de la misma: en
condiciones anhidras la cuticula es relativamente rigida, mientras que mojada tiene un
aspecto mas blando. Estos autores llevaron a cabo una estimacion de la temperatura de
transicion vitrea (7¢) de la cutina de frutos de tomate a partir de un método tedrico
desarrollado por Hopfinger et al. (1988), llegando a la conclusion de que esta cutina debe
tener una 7¢ comprendida entre -70° y -10°C. Mas tarde, Luque y Heredia (1994, 1997)
estudiaron las transiciones de fase que caracterizaban a las membranas cuticulares aisladas
también de frutos de tomate. Estos autores observaron mediante calorimetria diferencial de

barrido (DSC) que la cuticula presentaba una 7¢ en torno a los -30° C.

La cuticula puede servir como un soporte supramolecular estructural con capacidad
mecanica para resistir fuerzas de deformacion, principalmente de tension, en dérganos
vegetales carentes de otras estructuras mads resistentes, como en ciertos frutos globosos
como el tomate, la uva y la cereza (Wiedemann y Neinhuis, 1998), asi como en estructuras
especializadas con requerimientos muy especificos de elasticidad, como es el caso de los
movimientos tigmonasticos de los filamentos estaminales de las flores de Cirsium

horridulum Michx (Marga et al., 2001).

Las propiedades de un tejido dependen, entre otros factores, de su composicion, asi
como de las relaciones moleculares que se establecen entre los diferentes componentes,

siendo importante determinar si el tejido se considera una estructura de naturaleza
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homogénea o si es un material compuesto donde los diferentes componentes se organizan
de forma heterogénea. En este ultimo caso las propiedades mecanicas del tejido
dependeran tanto de la relacion entre los diferentes componentes como de las propiedades
de cada uno de ellos (Spatz et al., 1999). Son varios los métodos que ofrecen una vision
complementaria de las propiedades mecénicas de las cuticulas vegetales en su conjunto.
Los mas utilizados son aquellos ensayos en los que se obtienen las clasicas curvas de
esfuerzo-deformacion o curvas de traccion, en las que se aplica una carga o tension a una
lamina de material y se estima el grado de deformacion obtenido como respuesta del
material. Las principales variables que condicionan estos ensayos son, ademds de las
propiedades del material, el tiempo de aplicacion de la carga, la temperatura, la humedad o
el grado de hidratacion del material. El comportamiento reoldgico y biomecanico de la
cuticula puede describirse como viscoelastico, o lo que es lo mismo, la relacion entre el
esfuerzo y la deformacion es dependiente del tiempo (Niklas, 1992), con un componente
elastico para pequefias deformaciones. En algunas especies, las curvas esfuerzo-
deformacion muestran dos fases con diferentes pendientes: una primera fase elastica que
muestra un comportamiento lineal, y una segunda fase viscoeldstica y no lineal (Matas et

al., 2005).

La mayoria de los andlisis biomecanicos se han realizado con cuticulas de fruto de
tomate. En ellos se ha comprobado que la compleja composicion de la cuticula repercute
en sus propiedades biomecanicas (Dominguez et al., 2011b). Petracek y Bukovac (1995)
observaron una disminucion del esfuerzo de fractura y una intensificacion de su
comportamiento plastico después de retirar las ceras. Las ceras pues restringirian la
movilidad de la matriz de cutina; dicho de otro modo, estos componentes actuarian
incrementando la rigidez de la cuticula. Por otro lado, se ha demostrado que los
polisacaridos son los responsables del comportamiento eléstico lineal de la cuticula y de su
elevado modulo elastico, mientras que la cutina presenta un modulo elastico bajo (Lopez-
Casado et al., 2007). La presencia de material polisacaridico fundamentalmente en la parte
interna de la cuticula le confiere a esta una menor extensibilidad que la que presenta la
superficie externa cubierta de ceras epicuticulares (Wilson y Sterling, 1976). Por tltimo,
los flavonoides contribuyen a la fase eléstica, reforzando la accion de la fraccion
polisacaridica e incrementando la rigidez de la cuticula, es decir, juegan un papel similar al

ya sugerido para las ceras (Dominguez et al., 2009). Dicha contribucién también se ha
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observado en experimentos con frutos de tomate mutantes en los que la cuticula carece del
flavonoide naringenina chalcona, en los cuales la fase eléstica en la correspondiente curva

esfuerzo-deformacion se reduce de forma significativa (Adato et al., 2009).

SINTESIS, MODIFICACION QUIMICA Y TRANSPORTE DE LOS
MONOMEROS DE LA CUTINA VEGETAL

Como se ha comentado anteriormente, la cuticula estd implicada en diversas funciones
fisiologicas de gran relevancia en los organismos vegetales. Debido a ello, son numerosos
los trabajos enfocados en el estudio de este complejo biopolimero, muchos de los cuales

estan centrados en el analisis de su composicion y su estructura.

La sintesis de los mondémeros de cutina viene siendo documentada desde la década de
los 70. Esta tiene lugar en los plastidos de las células epidérmicas (Kolattukudy, 2001,
2002) y procede por dos procesos principales: la transformacion quimica de los &cidos
grasos en el reticulo endoplasmatico, y el transporte de estos precursores modificados a la
pared celular mas externa, donde tiene lugar la polimerizacidén. Varios trabajos realizados
en Arabidopsis thaliana L. han permitido establecer un orden secuencial de algunas de las
reacciones que integran estos procesos. En el caso de los mondémeros de la familia Cjg,
parte de esta secuencia comprenderia la adicion de un grupo hidroxilo a la posicién
) (Xiao et al., 2004; Li et al., 2007; Molina et al., 2008), la activacion debida al CoA
(Bessire et al., 2007; Lu et al., 2009; Weng et al., 2010) y la subsecuente adicion de los
hidroxilos secundarios a la cadena del 4cido graso (Li y Beisson et al., 2009) (Fig. 1.6). La
ruta de reacciones correspondiente a los mondmeros de la familia C;s incluiria una
epoxidacion adicional (Li y Beisson, 2009). No obstante, el orden en el que ocurren estas
reacciones no es definitivo y podria variar en funcion de la especie. Asimismo, se

desconoce si la activacion de los mondmeros es 0 no anterior a su transporte.
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Figura 1.6: Representacion esquematica de la modificacion de los 4cidos grasos en el reticulo
endoplasmatico (Dominguez et al., 2015).

La m-hidroxilacién es catalizada por una m-hidroxilasa perteneciente a la subfamilia

CYP86 del citocromo P450, mientras que la hidroxilacién en el interior de la cadena de
acido graso es codificada por miembros de la subfamilia CYP77 (Li y Beisson, 2009). Las
aciltransferasas que sintetizan el acil-CoA son codificadas por la familia LACS (Long
chain Acyl- CoA Synthetases), de la que se han descrito nueve miembros en Arabidopsis.
De ellos, LACS1 y LACS2 parecen ser responsables de la biosintesis de los mondmeros de
cutina Ci¢ (Yeasts y Rose, 2013). Para la formacion del derivado acil-glicerol se requiere
una aciltransferasa intracelular adicional: la glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT).
Recientemente se ha demostrado que las plantas poseen una unica subfamilia de GAPTs
constituida por enzimas que presentan actividad sn-2 glicerol fosfatasa-aciltransferasa,
produciendo ésteres de 2-monoacilglicerol (Yang et al., 2010). Aunque la secuencia
especifica de reacciones enzimaticas intracelulares requiere una caracterizacion adicional
de la especificidad de cada enzima por su sustrato, el analisis en Arabidopsis de GPATs
bifuncionales indica que existe una fuerte preferencia por la acil-CoA ®-hidroxilacion,
sugiriendo que la reaccion de hidroxilacion precede a la transferencia del glicerol (Yang et
al., 2012). De igual manera, parece ser que el producto final de esta ruta de reacciones es el
2-monoacilgliceril éster. En el caso de la cutina compuesta por acidos 10,16-
dihidroxihexadecanoicos, el precursor es el 2-mono(10,16)-dihidroxihexadecanoil glicerol
(2-MHG) (Yeasts y Rose, 2013). Ademas, se han identificado diversas enzimas
involucradas en la incorporacion de compuestos fenolicos a distintas complejos

moleculares (Molina y Kosma, 2014). Otras enzimas como HOTHEAD y BODYGUARD
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también se han relacionado con la biosintesis o con la deposicion de la cutina (Kurdyukov

et al., 2006a y 2006b; Jakobson ef al., 2016).

Tras la modificacion de los precursores de cutina estos deben ser exportados del
reticulo endoplasmatico y trasladados a la membrana cuticular naciente a través de la
membrana plasmatica. Por tanto, en el transporte de los mondémeros pueden distinguirse
dos fases: una intracelular (desde el reticulo endoplasmatico hasta la membrana
plasmatica) y una extracelular (desde el exterior de la membrana plasmatica hacia la cara
externa de la pared celular). El hecho de que el citoplasma sea principalmente acuoso y que
la pared celular sea hidrofilica y se encuentre hidratada supone un obstaculo a la hora de
establecer la relacion entre los mondmeros, principalmente hidrofobicos, y las potenciales
vias de transporte intra y extracelulares. Es interesante constatar que el transporte de
monoémeros de cutina hacia el exterior de la célula epidérmica constituye un importante
flujo de carbono, en forma de cadenas acilo, de més del 60% del total de los 4cidos grasos

que son sintetizados en las células epidérmicas (Suh et al., 2005).

El desplazamiento de los mondémeros de cutina desde el reticulo endoplasmatico hacia
la membrana podria ocurrir a través de una via de transporte no vesicular. Este mecanismo
estaria mediado por proteinas transportadoras de lipidos (LTPs) e implicaria la existencia
de sitios de contacto entre los dos sistemas de membranas (Samuels y McFarlane, 2012).
No obstante, aun no han sido identificadas con exactitud las especies moleculares que son
transportadas (mondémenos, mondémeros activados de CoA o acil-glicerol derivados y
oligdbmeros, acompafiados o no de enzimas de polimerizacion). En el caso de los
precursores 2-MHG, la fraccion de glicerol les aporta la polaridad suficiente para poder ser
transportados hacia el exterior celular sin la participaciéon de otras moléculas que les
faciliten el paso a través de la membrana plasmatica y la pared celular (Yeasts y Rose,
2013). Otro posible mecanismo de transporte implicaria la exocitosis de vesiculas o gotas

oleofilicas o lipidicas, permitiendo asi el transporte masivo de monomeros.

Los precursores de cutina atraviesan la membrana plasmatica con la ayuda de distintos
tipos de transportadores. Entre ellos se encuentran algunos miembros de la subfamilia de
transportadores ABCG (ATP-binding cassette G) que estan implicados en el transporte de
lipidos y de otras moléculas hidrofobicas (Bessire et al., 2011; Chen et al., 2011). Los

transportadores ABC constituyen una de las familias de proteinas mas amplias que han
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sido identificadas en los organismos. En concreto, el genoma de las plantas codifica para
mas de 100 transportadores ABC, aunque la totalidad de ellos no ha sido analizada
funcionalmente. Estos transportadores actuan tanto como exportadores como por
importadores y su accion esta mediada por la hidrélisis de ATP. Estan constituidos por dos
dominios transmembrana hidrofobicos, los cuales forman un poro a través de la bicapa
lipidica, y dos dominios citosdlicos, conocidos como sitios de union a nucleotidos. Los
transportadores ABC estan involucrados en diversos procesos, entre los que se encuentran
la detoxificacion, el transporte de compuestos conjugados, la respuesta al estrés abiodtico y
a los patogenos, la nutricion vegetal o el crecimiento y el desarrollo de los 6rganos. No
solo se encuentran en la membrana plasmatica sino que, dependiendo de la funciéon que
realicen y el tipo de sustrato que transporten, pueden localizarse en la membrana vacuolar,
la del reticulo endoplasmatico o la de los plastos. En Arabidopsis se ha descrito que los
miembros 12, 13 y 32 de la familia de transportadores ABCG estan implicados en el
transporte y la deposicion de los precursores lipidicos cuticulares en las células
epidérmicas para la formacidon tanto de la capa interna de la cuticula como para la
deposicion de los precursores de las ceras. La realizacion de knock-outs para los genes que
codifican estos transportadores ha posibilitado el analisis funcional de los mismos
(especificidad de sustrato, especies quimicas transportadas, etc). Estos mutantes muestran
anomalias en la capa cuticular debido a la deficiencia de ciertos componentes y a la

consecuente alteracion de sus propiedades (Kang et al., 2011).

El transporte extracelular a través de la pared celular podria ocurrir por la difusion
simple de mondmeros, oligdmeros o gotas lipidicas, o bien por un mecanismo de difusién
facilitada mediado por LTPs extracelulares (Pollard ef al., 2008). Este transporte
extracelular conlleva a la deposicion de los componentes que mas tarde conformaran la
cutina en la parte mas externa de la pared celular epidérmica. Se han identificado varios
factores de transcripcion implicados en la regulacion de la sintesis de la cutina, entre los
que se encuentran SHINE1/WAX INDUCERI, presente en Arabidopsis (Broun et al.,
2004; Shi et al., 2013) y SHINE3 y CUTIN DEFICIENT, localizados en tomate (Isaacson
et al., 2009; Nadakuduti et al., 2012; Kimbara et al., 2013). Sin embargo, aiun se

desconocen los mecanismos exactos a través de los cuales tiene lugar esta regulacion.

En la Figura 1.7 se esquematizan los distintos tipos de transporte intracelular
mencionados, asi como los posibles mecanismos de transporte extracelular.
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Figura 1.7: Vias de transporte de los monoémeros de cutina hacia el exterior de la pared celular y a través de
la misma. Adaptado de Pollard ef al., 2008 y Dominguez et al., 2015.

Recientemente, se ha descrito un modelo segin el cual el transporte a través de la
pared celular de los compuestos celulares excretados se produciria como consecuencia de
sucesivos ciclos de contraccion y de expansion del protoplasto (Paiva, 2016). Asi, el
material acumulado en el espacio periplasmatico se liberaria hacia el exterior y traspasaria
tanto la pared celular més externa como la cuticula. Por un lado, los productos de secrecion
serian transportados hacia la membrana plasmatica por medio de vesiculas procedentes del
reticulo endoplasmatico o del aparato de Golgi. La fusion de las membranas vacuolares
con el plasmalema liberaria el contenido de las vesiculas hacia el espacio periplasmatico.
Al mismo tiempo, el material que se encuentra en el citosol o que procede de los plastidos,
el cual suele ser de naturaleza lipidica, se depositaria en el periplasma como consecuencia
de la fusidon de pequefias gotas con la membrana plasmatica. De igual manera, la vacuola
que ocupa gran parte del volumen celular se expandiria hasta que el tonoplasto y el
plasmalema entraran en contacto y se produjese la exocitosis de nuevo material hacia dicho
espacio periplasmatico. Los diversos productos de secrecion acumulados en esta zona de
forma ininterrumpida ejercerian una fuerza sobre el protoplasto que provocaria su
compresion. El continuado incremento de la presion daria lugar a la ruptura de algunos
plasmodesmos, permitiendo asi el movimiento del protoplasto y causando la expansion
masiva del espacio periplasmatico y la consecuente liberacion de todo el material hacia la

pared celular mas externa. Por tanto, este mecanismo facilitaria que secreciones de
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naturaleza hidrofobica se transportaran a través de la pared celular hidrofilica y alcanzasen

la cuticula.

SINTESIS DE LA CUTINA
Existencia, localizacion y funcion de las aciltransferasas

En 1974, Croteau y Kolattukudy demostraron la existencia de una cutina transacilasa en
Vicia faba que emplea éacidos grasos polihidroxilados activados por CoA para acilar los
grupos hidroxilo libres presentes en los oligobmeros de cutina y en la cutina naciente. Esta
proteina, por tanto, tendria una funcioén polimerizante de la cutina. Mas recientemente se ha
identificado otra aciltransferasa en los pétalos de Arabidopsis, DCR (DEFECTIVE IN
CUTICULAR RIDGES), que parece estar implicada en la incorporaciéon del mondémero
acido 10, 16-dihidroxihexadecanoico al entrecruzado de cutina. DCR podria llevar a cabo
una oligomerizacion parcial de los mondémeros de cutina (Fig. 1.8, A), tanto en especies
donde la cutina presenta una disposicion lineal como en aquellas donde su estructura es
ramificada (Panikashvili et al., 2009, Molina y Kosma, 2014). De forma alternativa, Rani
et al. (2010) han postulado que codifica una diacilglicerol aciltransferasa soluble (Fig. 1.8,

B).
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Figura L.8: Posibles mecanismos de biosintesis de cutina en los que estaria implicada la enzima DCR. A:
Oligomerizacion de los mondmeros de cutina antes de ser exportados al apoplasto. DCR cataliza la
esterificacion del dihidroxidecanoato al grupo hidroxilo secundario de una molécula secundaria o de un
oligomero usando el acil-CoA derivado como acil donador. También es posible su esterificacion al hidroxilo
o-terminal (Panikashvili et al., 2009). B: Transferencia de un dihidroxihexadecanoil-CoA a un grupo
hidroxilo libre de un diacilglicerol para formar un triacilglicerol, el cual puede ser un monémero activado
para la sintesis de cutina (Rani ef al., 2010). Ambos mecanismos sugieren actividades muy diferentes para la
DCR. En el primer caso, DCR lleva a cabo la polimerizacion de los monémeros de cutina hasta formar los
oligbmeros, mientras que en el segundo caso DCR esta implicada en la activacion de mondmeros. Esquema
adaptado de Molina y Kosma, 2014.
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Implicacion de la cutina sintasa en la biosintesis de cutina

En el caso del fruto de tomate, se ha documentado que la polimerizacion de la cutina
ocurre por la transesterificacion de los precursores en forma de hidroxiacilgliceroles. Esta
reaccion esta catalizada por CD1 (Cutin Deficient 1), una lipasa/hidrolasa con un motivo
GDSL. Se han descrito posibles genes ortdlogos en Arabidopsis thaliana y en
Physcomitrella patens (Yeats et al., 2012, 2014) que junto con CD1 constituye un clado de
cutina sintasas (CUS) englobado en la superfamilia GDSL. Las CUS se encuentran muy
conservadas y actllan como poliéster sintasas con una leve actividad hidrolitica. CD1 se
localiza en la cuticula, y de forma mucho menos abundante, en las paredes celulares de
células periclinales y anticlinales (Fig. 1.9). Este patron de localizacion sugiere que esta
proteina interviene en los momentos finales de la ruta de biosintesis de la cutina (Yeats et

al., 2012).

de desarrollo. A: Disposicion de CD1 en la cuticula y en la pared periclinal de una célula epidérmica. B:
Distribucion de la proteina en la cuticula y en la pared anticlinal entre dos células epidérmicas adyacentes.
Barra: 0.5 um. Los circulos amarillos engloban particulas de oro presentes en la cuticula, mientras que los
circulos rojos rodean aquellas que se encuentran en otra localizacion. Los recuadros de menor tamaiio
muestran areas ampliadas 2.5x. Cut, cuticula; ACW, pared celular anticlinal; PCW, pared celular periclinal;
PM, membrana plasmatica; Cyt, citoplasma; Vac, vacuola. (Yeats et al., 2012).

Al igual que otras aciltransferasas de la superfamilia o/B-hidrolasa, CD1 parece actuar
mediante un mecanismo de reaccion Bi-Bi Ping-Pong (Jiang et al., 2011). En primer lugar,
CD1 reaccionaria con una molécula de 2-MHG, formandose un intermediario acil-enzima
y liberandose una molécula de glicerol. En un segundo paso, el intermediario acil-enzima
volveria a reaccionar con una molécula de 2-MHG, generandose asi un producto dimérico
(Fig. 1.10). En el transcurso de estas reacciones se formarian oligdmeros progresivamente
mas largos que actiarian como sustratos al mismo tiempo que la enzima recibiria un grupo
acilo adicional en cada ciclo derivado del 2-MHG. Mediante este mecanismo, diferentes
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monomeros de cutina podrian integrarse en el polimero in vivo a partir de sus respectivos

ésteres de glicerol (Yeats et al., 2014).

Por otra parte, se ha descrito que la actividad 6ptima de CDI1 se alcanza a valores
acidos de pH (en torno a pH 5) mientras que a pH 7 presenta una actividad minima. Esta
circunstancia podria explicar por qué no se produce una polimerizacion prematura en el
ambiente neutro del reticulo endoplasmatico, organulo donde tiene lugar la biosintesis de

los monomeros de cutina (Yeats ef al., 2014).

Figura 1.10: Esquema de las reacciones que conducen a la formacion de un dimero de 10, 16-
dihidroxihexadecanoico a partir de dos moléculas de 2-mono-(10,16-dihidroxidecanoil) glicerol (2-MHG). El
dimero actuaria como sustrato en etapas posteriores, generandose de esta manera productos de mayor
magnitud (Yeats ef al., 2014).

Como se ha comentado, CDI1 es una de las numerosas proteinas englobadas en la
superfamilia de proteinas vegetales que contienen el dominio GDSL. A fin de identificar
proteinas homologas y posibles genes ortdlogos Yeats et al. elaboraron alineamientos
multiples de secuencias de los genomas de Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum,
Brachypodium distachyon, Selaginella moellendorffii y Physcomitrella patens, asi como de
una coleccion de unigenes derivados de secuencias dianas expresadas en Picea sitchensis.
Gracias a ello, se ha elaborado un arbol de distancias mediante el método neighbor-joining
(Fig. I.11), en el cual puede distinguirse un clado de proteinas cutina sintasas en las plantas
espermatofitas. En el caso de las angiospermas analizadas en este estudio (4. thaliana, S.
lycopersicum y B. distachyon), la familia CUS constaria de cuatro o cinco genes

estrechamente relacionados. Aunque con un porcentaje de identidad de secuencias algo
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menor, también fue posible identificar un clado en el que estarian incluidas especies no
espermatofitas (S. Moellendorffii y P. patens). Todo ello sugiere que esta posible familia

de proteinas cutina sintasas esta fuertemente conservada en las plantas terrestres (Yeats et

al., 2014).
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Figura L11: Arbol filogenético de las secuencias relacionadas con CDI en especies de embriofitos
representativas. La filogenia de las especies consideradas se muestra de forma esquematica en la parte

superior. Los genes estan coloreados por especies (Yeats et al. 2014).
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De forma andloga y casi simultanea, Girard et al. (2012) identificaron esta misma
proteina refiriéndose a ella como GDSLI, una enzima perteneciente a la familia
esterasa/hidrolasa GDSL que igualmente se expresaba en la epidermis del fruto de tomate.
Estos autores demostraron que el silenciamiento de GDSL! conlleva una reduccion de la
cantidad de mondémeros de cutina y del nimero de enlaces tipo éster que se establecen en
la matriz polimérica. Como consecuencia de ello aparecen nanoporos en el interior de la

cuticula y disminuye del grosor de la misma.

A pesar de que la identificacion de la cutina sintasa supone un paso muy importante
para comprender el proceso mediante el cual se sintetiza la cutina vegetal aun quedan
cuestiones por esclarecer. Algunas de ellas se fundamentan en el hecho de que esta enzima
parece estar capacitada unicamente para sintetizar oligdbmeros lineales. La naturaleza
parcialmente entrecruzada de la matriz de cutina implica que los grupos hidroxilos
secundarios de algunos monomeros se encuentran esterificados, por lo que debe existir un
mecanismo adicional que permita la formacion de estos entrecruzamientos. Cabe pensar,
por tanto, en la posible implicacién de otros miembros de la familia GDSL que llevarian a
cabo estas esterificaciones de los grupos hidroxilo secundarios, o bien de otro tipo de
moléculas aceptoras o de mondémeros que actuarian como donadores. De igual manera, se
desconoce el mecanismo exacto mediante el cual se transportan tanto los monomenos 2-
MHG como la cutina sintasa desde el citosol hasta la parte externa de la pared celular

donde se estructura la cutina.

AUTO-ENSAMBLAJE MOLECULAR

Debido a la presencia de grupos hidroxilos secundarios adicionales a lo largo de la
cadena hidrofobica, los monomeros de cutina son moléculas de 4cidos grasos peculiares
que no pueden ser clasificadas como lipidos anfifilicos. Se ha demostrado que estos
mondmeros tienen la capacidad de auto-ensamblarse de forma espontinea en una
superficie plana polar, generando asi estructuras interdigitadas (Benitez et al., 2007).
Dicho autoensamblaje es previo a la esterificacion quimica entre los monémeros, razon por
la cual este mecanismo ha sido propuesto como una posible via para la formacion del
biopolimero de cutina (Benitez ef al., 2007). Esta hipotesis ha sido secundada por Heredia-
Guerrero et al. (2008) mediante la generacion de vesiculas polidispersas de tamafios

variables (entre 50-200 nm) a partir de diferentes mondmeros de cutina en disolucion
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acuosa. Estas nanoparticulas, denominadas cutinsomas, presentan un nucleo interno denso
rodeado por una capa externa de 2-4 nm de grosor constituida por membranas

interdigitadas (Fig. 1.12).

-

A

.
-

Figura L.12: A: Imagen de MET donde se observan vesiculas polidispersas formadas a partir de una solucion
de acido 9,10,16-trihidroxihexadecanoico (también llamado acido aleuritico) tefiidas con acetato de uranilo.
Barra: 0.25 um. B: Imagen de MET donde se muestra la fusion de dos de estas vesiculas. Barra: 0.2 pm.
Tomado de Heredia-Guerrero et al. (2008).

La caracteristica mas relevante de estos cutinsomas es su capacidad de polimerizar
espontdneamente en condiciones ambientales, generandose estructuras fibrilares y
precipitados amorfos tipo cutina (Heredia et al., 2009). La formacion de estas vesiculas
tiene lugar cuando el pH del medio alcanza un valor cercano al del pK, de los 4cidos
grasos polihidroxilados. Bajo esta circunstancia, los monémeros se acumulan hasta generar
mediante su auto-ensamblaje particulas y nanogotas, de cuyo interior son excluidas
practicamente la totalidad de las moléculas de agua hasta quedar retenidos en ¢l
unicamente algunos protones. En un paso posterior, se generan oligdémeros cortos unidos
mediante enlaces éster que originan un nucleo hidrofobico. Las moléculas de agua que son
expelidas hacia el medio acuoso se consideran la fuerza conductora de estas interacciones
supramoleculares (Heredia-Guerrero et al., 2008; Dominguez et al, 2010). Estas
nanoparticulas presentan una alta capacidad de agregacion y pueden dar lugar a estructuras
de mayor tamano (Heredia ef al., 2009). Se han propuesto mecanismos de auto-ensamblaje
similares que estarian implicados en la formacion de otros biopolimeros presentes en las
plantas, como la lignina (Achyuthan ef al., 2010), la esporopolenina (Osthoff y Wiermann,
1987) y el cutan (Villena et al., 1999).

Recientemente se ha descrito la formacidon de cutinsomas in vitro a partir de una
solucion de acido aleuritico, pectinas y una mezcla de mondmeros de cutina presentes en el

fruto de tomate (Guzman-Puyol et al., 2015). Mediante MET fue posible distinguir en ellos
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un nucleo lipidico rodeado de una capa pectinica (Fig. 1.13, A). Las pectinas podrian
facilitar la generacion de este sistema, ya que constituyen una interfase entre el nucleo
lipidico y el ambiente acuoso en el cual se forma la nanoparticula. Estos resultados
sugieren que los polisacaridos constituyentes de la pared celular, ademés de proveer un
soporte mecanico, podrian jugar un papel significativo durante la biosintesis de cutina
mediante su participacion activa en la formacion de cutinsomas (Guzman-Puyol et al.,

2015).

La acumulacion de cutinsomas en la parte externa de la pared celular durante las etapas
iniciales de la formacion de la cutina podria producir la fusion vesicular y el consiguiente
desarrollo del biopolimero. A fin de profundizar sobre este posible mecanismo de sintesis
se ha estudiado la superficie externa de frutos de tomate de 5 dias de desarrollo mediante
microscopia de fuerzas atomicas (MFA). En este estadio temprano del desarrollo la cutina
se muestra como una estructura altamente auto-organizada, en la que se aprecian
agrupaciones con formas globulares y de diversos tamanos (Fig. 1.13, B). Asimismo,
pueden distinguirse en su interior zonas con poros y espacios en forma de canal (Heredia-
Guerrero et al., 2008), las cuales no se encuentran en las cutinas aisladas de frutos mas

maduros, que presentan estructuras continuas de tipo fibrilar (Benitez et al., 2005).

2 um

Figura I.13: A: Imagen de MET de una nanoparticula formada por una mezcla de los acidos 9,16-dihidroxi y
16-hidroxihexadecanoico, obtenidos tras la despolimerizacién selectiva de la cutina aislada del fruto de
tomate. Barra: 20 nm. B: Imagen de MFA de la topografia de la cutina aislada del fruto de tomate (Heredia-
Guerrero et al., 2008).

El mecanismo de polimerizacion propuesto en el trabajo de Heredia-Guerrero et al.
(2008) no incluye la intervencion de una proteina, lo que se traduciria en la ausencia de
control génico en las ultimas etapas de la sintesis de cutina. A pesar de ello, dicho

mecanismo podria explicar como son transportados los monoémeros hasta el lugar de
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formacion de la cutina. Los cutinsomas podrian constituir una via de transporte vesicular
que tendria lugar a través de la pared celular mas externa de las células epidérmicas hacia
la interfase célula-aire. Esta hipotesis estaria reforzada por los numerosos estudios sobre la
morfologia cuticular de diferentes especies vegetales realizados mediante técnicas de
microscopia electronica descritos en paginas anteriores del presente trabajo, en los cuales
se pone de manifiesto la existencia de globulos nanoscopicos y osmiofilicos en el exterior

de la pared celular durante el desarrollo de la cuticula.

Figura I.14: imagenes de MET correspondientes a cortes transversales del pericarpo de frutos de tomate de 5
dias de desarrollo. A: Imagen a baja resolucion donde se visualiza la procuticula, una capa externa
electrodensa, ondulada y de grosor variable, y las paredes celulares de las células epidérmicas y de las capas
subyacentes, que corresponden a las zonas electroclaras. El recuadro indica la localizacion de las imagenes
de la derecha. Barra: 10 pm. B: Imagen de alta resolucion donde se muestra el marcaje de los cutinsomas en
distintas zonas de la procuticula. Barra: 200 nm. C: Vesicula de una célula epidérmica con marcaje en su
interior. Barra: 100 nm. cut: procuticula; cw: pared celular (Dominguez ef al., 2010).

Igualmente, se ha detectado la presencia de cutinsomas en la epidermis de frutos de
tomate inmaduros mediante técnicas de inmunolocalizacién (Dominguez et al., 2010) (Fig.
[.14). Asimismo, se han llevado a cabo estudios similares en la epidermis de ovario de
Ornithogalum umbellatum (Kwiatkowska et al., 2014), en los que se ha sugerido la
participacion en la sintesis de la cuticula de los cutinsomas y de unas estructuras llamadas
lipotubuloides. Los lipotubuloides son dominios citosélicos especiales localizados en las
proximidades de la membrana plasmatica de las células epidérmicas que parecen estar
implicados en la sintesis lipidica y en la formacion de los cutinsomas. La deteccion de
estas vesiculas en la parte externa de la pared celular y en la cutina naciente, asi como en
los lipotubuloides, en el citoplasma y cerca del plasmalema de las células epidérmicas,
sugiere que los cutinsomas podrian formarse en los lipotubuloides y abandonarian estos
dominios posteriormente para atravesar la pared celular mas externa de la epidermis hasta

llegar finalmente a la cuticula (Fig. I.15).
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Figura 1.15: Imagen de MET de un corte transversal de la epidermis del ovario de Ornithogalum umbellatum
en la que se distinguen la capa cuticular y el lipotubuloide marcados con anticuerpos anti-cutinsomas. A la
derecha se muestran zonas de la imagen a mayor resolucion en la que se resalta con circulos el marcaje. cp,
cuticula propia; cl, capa cuticular; w, pared celular; c, citoplasma; v, vacuola; Ib, cuerpos lipidicos. Barra: 0.5
um (Kwiatkowska et al., 2014).
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Obijetivos

Considerando, como se ha puesto de manifiesto en los antecedentes previamente
resefiados, que la epidermis y cuticula del fruto de tomate constituyen un modelo
experimental del que se dispone una notable informacion sobre sus caracteristicas y
propiedades biofisicas, su morfologia y composicion y sobre su importancia agronémica,
la presente tesis pretende ampliar el conocimiento actual sobre dicho modelo vegetal

investigando tres objetivos principales:

1. Estudiar detalladamente a nivel ultraestructural durante el desarrollo del fruto,
mediante microscopia electronica de transmision, el proceso de formacion de la cuticula a

la vez que el de la pared celular mas externa de las células epidérmicas.

2. En base al anterior estudio, utilizando técnicas inmunohistologicas, profundizar en la
ocurrencia, caracteristicas y potencial cooperatividad o sinergia de dos posibles
mecanismos de la génesis de la pared celular cutinizada: a través de la participacion de una
proteina especifica de sintesis de cutina y a partir de un proceso de autoensamblaje

molecular.

3. Estudiar la variabilidad natural para diferentes caracteristicas anatomicas, opticas,
ultraestructurales y de composicion de la cuticula en las distintas especies silvestres de

tomate que conforman la seccioén Lycopersicon.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

La epidermis es el tejido que recubre todos los o6rganos de las plantas. Estd compuesta
por células unidas firmemente entre ellas a través de unas paredes celulares de mayor
grosor, distribuidas en una o varias capas. Estas muestran caracteristicas y propiedades
fisicas y quimicas especificas que les confieren la resistencia necesaria tanto para mantener
la integridad de la planta como para controlar su crecimiento (Kutschera y Niklas, 2007;
Savaldi-Goldstein et al., 2007; Javelle et al., 2011). El grosor de la pared de las células
epidérmicas no solo difiere con respecto a las células del resto de los tejidos internos, sino
que también existe una asimetria entre las paredes celulares que conforman la epidermis
(Glover, 2000). Asi, la pared celular mas externa, siendo esta la estructura que soporta la
mayor parte de la tension producida por el crecimiento de los tejidos internos, es
considerablemente més gruesa que las paredes anticlinales y periclinales internas (Glover,
2000; Kutschera, 2008). Esta asimetria se ve reforzada a nivel quimico y estructural por la
deposicion en la region mas externa de la capa rica en lipidos que constituye la cuticula.
Por ello, la cuticula puede ser considerada como una modificacion de la pared celular
epidérmica o bien una parte constitutiva de la misma, dado que estd presente desde la
embriogénesis (Javelle et al., 2011). Ademés, debido a esta profunda asociacion e
interaccion entre la cuticula y la pared celular, ambas presentan propiedades y funciones

que son complementarias (Thompson, 2001).

Debido a su importancia economica, el fruto del tomate ha sido profundamente
estudiado tanto a nivel de la cuticula como de la pared celular. Ello ha permitido recabar
una gran cantidad de informacion relevante sobre sus propiedades biofisicas (Bargel ef al.,
2006; Dominguez et al., 2011), fisiologicas (Baker ef al., 1982; Dominguez et al., 2008) y
biomecanicas (Lunn et al., 2013), asi como ahondar en el conocimiento sobre los cambios
fisiologicos que ocurren durante el crecimiento y la maduracion del fruto (Seymour ef al.,

2013).

Los estudios realizados hasta el momento sobre la ultraestructura de la pared celular en
frutos describen cambios significativos que acontecen durante el periodo de maduracion.
Sin embargo, todavia no se conoce cudles son las modificaciones que ocurren a nivel de la
cuticula y de la pared celular de las células epidérmicas a lo largo del crecimiento, al igual

que se desconoce con exactitud qué papel ejerce la pared celular mas externa durante el
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mismo (Fry, 2004; Jeffree, 2006). Todo ello infiere la importancia de investigar en detalle
la distribucion de los distintos componentes de ambas, cuticula y pared celular, y las

posibles interacciones que puedan tener lugar entre ellas durante el desarrollo.

A pesar del importante papel que juegan tanto la epidermis como la cuticula en el
crecimiento de las plantas y en la interaccion de estos organismos con el medio ambiente,
los estudios enfocados en los cambios estructurales que se producen en ellas durante su
desarrollo son muy escasos. El presente capitulo tiene como objetivo principal estudiar
detalladamente la génesis y el desarrollo de la cuticula del fruto de tomate. En este sentido,
dicho objetivo de esta investigacion puede ser considerado doble: describir los cambios
ultraestructurales que se producen a nivel de la cuticula y de la pared de las células
epidérmicas durante del desarrollo del fruto de tomate y correlacionar la informacion ya
existente sobre la composicion quimica y las caracteristicas biofisicas de ambas estructuras

supramoleculares.
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MATERIAL Y METODOS
Instalaciones

Tanto los ensayos de campo como los muestreos se realizaron en las instalaciones de la
Estacion Experimental “La Mayora”, perteneciente al Instituto de Hortofruticultura
Subtropical y Mediterranea (IHSM), situado en el término municipal de Algarrobo
(Mélaga), al sudeste de Espafia. El invernadero donde se llevaron a cabo los ensayos es de
tipo multitinel y presenta unas dimensiones de 60 m de largo por 24 m de ancho, las cuales
permiten ejercer un mayor control sobre los factores ambientales. Esta dotado con una
camara de entrada provista de una doble puerta, asi como de un ventilador para crear una
sobrepresion que impulse el aire hacia la calle con objeto de evitar en la medida de lo
posible el contacto del material vegetal con cualquier tipo de plagas. Asimismo, posee una
apertura cenital y ventanas laterales a lo largo de las dos bandas longitudinales protegidas
por mallas anti-trips de 10 x 16 hilos cm?, y una cubierta de polietileno de larga duracién

con un espesor de 200 um (Fig. 1.1).

Figura 1.1: Invernadero tipo multitinel de la Estacion Experimental “La Mayora” donde se llevaron a cabo
los ensayos de campo.

Material vegetal

El material vegetal seleccionado para llevar a cabo los diferentes ensayos del presente
capitulo es Solanum lycopersicum L. Cascada, un hibrido de porte indeterminado con

planta de entrenudos medios y follaje oscuro. Produce ramilletes divididos en racimos
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simples donde los frutos estan organizados a ambos lados del raquis. Estos frutos son
redondos, muy ligeramente aplastados, con hombros de color verde suave que desaparecen
en la madurez, quedando de color uniforme rojo brillante. Los frutos son de sabor dulce,
muy jugosos y muy tolerantes al agrietado tanto en condiciones de otofio-invierno como de
primavera-verano. Su dureza permite una recoleccion en estado 6ptimo de madurez, tanto
en frutos sueltos como en ramilletes. El cdliz es de tamafio medio y permanece verde, al
igual que el raquis del ramillete, después de alcanzar la maduracion. Este hibrido esta
orientado a la recoleccion en frutos sueltos aunque a veces se dedique también a la

recoleccion por racimos.

Siembra y transplante

En primer lugar, las semillas de Cascada fueron sometidas a un tratamiento con una
solucion de hipoclorito sodico al 2-5% (p/v) durante media hora, tras la cual recibieron 3
lavados con agua destilada. Posteriormente, dichas semillas se dispusieron en placas de
Petri con papel de filtro humedecido y se almacenaron en oscuridad a una temperatura de
25°C. Una vez germinadas, se sembraron en bandejas de polietileno de 54 alvéolos rellenas
con una mezcla de sustrato horticola y fibra de coco, al cual se le aportdé vermiculita para
mejorar la aireacion del sustrato. Las bandejas se mantuvieron en un invernadero de vidrio,
en el cual se regaron cada dos dias hasta el momento del trasplante el cual tuvo lugar
cuando las plantas tuvieron 3 hojas verdaderas. El marco de plantacion fue de 0.5 m entre
plantas y 1.5 m entre filas. Se cultivaron 30 plantas dispuestas en 3 bloques de 10 plantas
cada uno. Las plantas se podaron a 2 tallos y se entutoraron con una rafia atada a la base
del tallo, enrollada a lo largo del mismo y sujeta por arriba a lineas de alambre. Este
alambre se sujetd a la estructura del invernadero a una altura de 2 m. Para favorecer el
cuajado del fruto las flores se vibraron 2 veces por semana. Las plantas se abonaron una

vez por semana con la solucion propuesta por Canovas (1995) para el cultivo del tomate.

Recoleccion de muestras

Los ensayos descritos en el presente capitulo fueron realizados durante el afio 2012 en
la campafia de primavera-verano. En concreto, el periodo de cosecha se extendid desde
principios de mayo hasta mediados de julio. Se procedi6 al marcaje de un gran niimero de

flores y se llevo a cabo una recoleccion pormenorizada de frutos procedentes de diferentes
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plantas. Dichos frutos se encontraban en estadios concretos del desarrollo en el momento
de su recoleccion, que abarcaban desde la formacion del ovario hasta los 55 dias después

de la antesis (dda), momento en el que ocurre la maduracion de los mismos (Fig. 1.2).

Figura 1.2: Fotografia de frutos de Cascada en los diferentes estadios de desarrollo estudiados en este
trabajo. Los niimeros indican los dias transcurridos desde la antesis. El 0 hace referencia al momento en el
que tiene lugar la antesis. Barra: 1 cm.

De forma paralela a la recoleccion de los frutos se realiz6 un seguimiento de su
diametro con la ayuda de un calibrador. Asi, se reunieron las medidas de un minimo de 100

frutos correspondientes a cada estadio de desarrollo, las cuales han sido reflejadas en la

Figura 1.3.
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Figura 1.3: Diametro (mm) de los frutos Cascada durante el desarrollo. Los datos se expresan como la
media + error estandar.
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Fijacion de las muestras

Se obtuvieron pequefios fragmentos de pericarpo procedentes de la zona ecuatorial de
frutos de cada uno de los estadios de desarrollo mencionados con anterioridad para su
inmediata fijacion por inmersion. Aquellas muestras que iban a ser posteriormente
analizadas por microscopia electronica de barrido fueron sumergidas en glutaraldehido al
2.5% en PBS pH 7.2 durante 24 h a 4°C. Las muestras destinadas a ser estudiadas
mediante microscopia electronica de transmision fueron tratadas con paraformaldehido al
4% en tampon fosfato 0.1 M pH 7.4 durante 24 h a 4°C y postfijadas con tetradxido de

osmio (OsOy) al 1% en agua destilada durante 1 h.

Inclusion de las muestras en resina LR White

Una vez fijados, los fragmentos de pericarpo fueron embebidos en resina LR White

siguiendo los pasos descritos a continuacion:

* Deshidratacion: tras lavar las muestras en tampén y posteriormente en agua, estas
fueron deshidratadas mediante su sumersion en diluciones seriadas de etanol al 50% (15

min), 70% (15 min), 90% (10 min) y 100% (10 min).

* Preinfiltracion: para favorecer el contacto entre la muestra y la resina se realizd un
paso previo a la infiltracion consistente en someter a los tejidos a una mezcla de resina y

etanol 100% en una proporcién 1:1 durante 24 h.

* Infiltracion: la inclusidon en la resina comprendid dos pasos, el primero de 2 h y el
segundo de 1 h. Las muestras se mantuvieron en un rotor durante ese tiempo a fin de

favorecer su infiltracion en los tejidos

« Polimerizacién: los fragmentos fueron traspasados al interior de capsulas BEEM®,

cubiertos con resina y almacenados a 65°C durante 48 h.

Una vez que las muestras fueron incluidas se realizaron cortes ultrafinos transversales
de un grosor aproximado de 50 nm con un ultramicrotomo Reichert-Jung modelo Ultracut-
E (Reichert Technologies, Viena, Austria) mediante el empleo de cuchillas de vidrio. Los
cortes obtenidos fueron recogidos y almacenados en rejillas de niquel para su posterior
analisis.
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Microscopia electronica de transmision (MET)

La observacion y el andlisis de los cortes ultrafinos se efectuaron a través de un
microscopio electrénico de transmision JEOL JEM-1400 (Akishima, Tokio, Japdn)
acoplado a un captador de imagenes de 11 megapixeles. El software usado para la captura

de las imagenes fue Digital Micrograph™ (Gatan).

Determinacion del grosor de la cuticula y de 1a pared celular

Las medidas del grosor de la cuticula y de la pared celular fueron obtenidas mediante el
procesamiento de imagenes de MET a través de un programa de captura y andlisis de
imagen (Visilog v. 6.3; Noesis, Crolles, Francia). Para cada estadio de desarrollo se
analizaron un total de 30 imdgenes. Dichas medidas fueron tomadas en la region central
comprendida entre dos invaginaciones cuticulares, ya que esta zona es la menos variable.

Los datos se expresaron como la media + error estandar.

Técnicas inmunohistoquimicas

Parte de los cortes ultrafinos de pericarpo fueron destinados al estudio de la estructura

de la pared celular mediante técnicas de inmunomarcaje.

Por un lado, los cortes fueron tratados previamente con peroxido de hidrégeno (H,0O,)
al 10% durante 15 min con objeto de eliminar el OsOs, ya que este podria provocar que los
anticuerpos utilizados en estas técnicas no reconocieran a su antigeno correspondiente.
Pasado ese tiempo, se realizaron lavados de 10 min con agua destilada y con tampon

fosfato salino (PBS) 0.01M pH 7.4 (Kwiatkowska et al., 2013).

Para analizar la ultralocalizacion de las pectinas se emplearon dos anticuerpos
diferentes que se caracterizan por su capacidad para unirse de forma especifica al
homogalacturonano: el LM19, que se une a sus dominios no esterificados, y el LM20, que
reconoce aquellos dominios metil-esterificados (www.plantprobes.net). En ambos casos el
protocolo a seguir fue similar. Tras los lavados con tampon se realizé un bloqueo de los
sitios de union inespecificos de los anticuerpos al tejido. Para ello, las muestras se pusieron
en contacto con pequenas gotas de BSA (Albimina de suero bovino, del inglés Bovine

serum albumin) al 3% en PBS durante 1 h. Pasado ese tiempo, los cortes se incubaron en
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una dilucién 1:10 de LM19 o de LM20 en tampén PBS durante 1.5 h., o unicamente en
PBS durante ese tiempo para la realizacidon de los controles negativos. Tras una serie de
tres lavados en tampon PBS, las rejillas se incubaron en una dilucién 1:50 con anticuerpos
anti-IgG de rata generados en cabra que llevaban acopladas particulas de oro coloidal de 15
nm de didmetro (Aurion, Wageningen, The Netherlands). Trascurrida 1 h, los cortes se
lavaron nuevamente con PBS y con agua y se tifieron con una solucion de acetato de
uranilo al 4% durante 15 min. Finalmente, las muestras volvieron a lavarse
cuidadosamente con agua destilada. Todos estos pasos se llevaron a cabo a temperatura

ambiente.

En el caso de la celulosa el anticuerpo empleado fue CBM3a (www.plantprobes.net)
que se une de forma especifica a celulosa cristalina (Blake et al. 2006). Tras el paso de
incubacion con BSA descrito anteriormente, las muestras se incubaron en una dilucion
1:100 de este anticuerpo en tampdén PBS con 0.1% de BSA durante 1 h. Posteriormente, se
utilizé una dilucion 1:100 de un anticuerpo monoclonal anti-His de raton desarrollado en
cabra (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en PBS durante 1.5 h. Igualmente, se realizaron
controles negativos con tampdon PBS sin anticuerpo primario. Tras tres lavados con PBS se
realiz6 la incubacién con una dilucion 1:50 de anticuerpos anti-IgG de ratén generados en
cabra con particulas de oro coloidal de 15 nm (Aurion, Wageningen, The Netherlands).

Para la tincion de los cortes se llevaron a cabo los mismos pasos descritos anteriormente.

La densidad de marcaje, expresada como numero de particulas de oro por unidad de
area (um’), fue estimada mediante el empleo de un programa de captura y anélisis de
imagen (Visilog v. 6.3; Noesis, Crolles, Francia). Para cada estadio de desarrollo se
analizaron un total de 30 imagenes de MET correspondientes a 3 réplicas biologicas. Los

datos se expresaron como la media =+ error estandar.

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Primeramente, el material ya fijado se deshidrat6 mediante su sumersién en una
serie de diluciones de etanol al 50%, 70%, 80%, 90% (2 pases de 30 min en cada una de
las diluciones) y 100% (2 pases de 1 h). Una vez deshidratadas, las muestras se sometieron
a secado por punto critico y por Ultimo se recubrieron con una capa de oro coloidal que

proporciona propiedades conductoras a los tejidos. Finalmente, la superficie de los frutos
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fue examinada con un microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-840, Japon)

acoplado a un sistema de adquisicion digital de imagenes.

Densidad de células epidérmicas

A partir de las imagenes obtenidas con el microscopio electronico de barrido se
realizaron conteos del numero de células epidérmicas de los frutos por unidad de superficie
(mm?). En concreto, por cada muestra biolégica se tomaron 5 iméagenes de distintos
campos microscopicos, proceso que se repitio para cada una de las 3 réplicas bioldgicas
procedentes de plantas diferentes. El analisis de las fotografias obtenidas fue realizado con

el programa ImagelJ (National Institutes of Health, Maryland, USA).
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RESULTADOS

El analisis del conjunto de imagenes tomadas mediante SEM permitié registrar los
cambios en el numero de células epidérmicas por unidad de superficie que tienen lugar
durante el crecimiento del fruto. De esta manera, se ha podido determinar en qué estadios
del desarrollo acontecen las dos fases de crecimiento que pueden distinguirse en cualquier
organo vegetal: la division y la expansion celular. Los resultados obtenidos mostraron que,
en el caso del fruto del tomate Cascada, la etapa de division celular se corresponde de
forma aproximada con los primeros 10 dda. Asi pues, la expansion celular ocurre a partir
de los 11 dda. Ademads, se pudo constatar que el numero de células por unidad de
superficie no se mantiene constante durante el periodo de division celular. Una vez que el
fruto se establece, la densidad celular disminuye a los 2 dda y permanece estable hasta los
8 dda. Cuando alcanza los 9 dda se produce una caida significativa en los valores de este
parametro, suceso que vuelve a tener lugar a los 11 dda. A partir de ese momento decrece
lentamente hasta alcanzar un minimo al finalizar el desarrollo del fruto, en el estadio de
rojo maduro. También cabe destacar la existencia de un periodo de transicion entre los 9 y
10 dda en el cual se producen de forma combinada las fases de division y expansion celular
(Fig. 1.4).
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Figura 1.4: Numero de células epidérmicas por unidad de superficie (mm?) durante el crecimiento del fruto
de Cascada. Los datos estan expresados como la media =+ error estandar.
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Ultraestructura de la epidermis durante el periodo de division celular

En este apartado se recogen los resultados obtenidos acerca de la ultraestructura de la
epidermis durante el periodo de division celular. Mediante el estudio de las imagenes de
MET tomadas de forma minuciosa a lo largo del desarrollo del fruto ha sido posible
establecer cuéles son las modificaciones morfoldgicas y estructurales que tienen lugar en el

tejido epidérmico durante los diferentes estadios de crecimiento.

La Figura 1.5 muestra imagenes de microscopia electronica de la epidermis de frutos en
estadios comprendidos entre los 6 primeros dias de desarrollo. Durante la antesis es posible
observar células de diversos tamanos y con perfiles irregulares. Dicho de otro modo, en el
ovario las células de la epidermis se mantienen indiferenciadas. Ademas, no estan
distribuidas en un mismo plano, sino que algunas de ellas sobresalen por encima de la
superficie del fruto. Sin embargo, la pared celular mas externa ya presenta un grosor mayor
que el de las paredes radiales o internas a pesar de que las células protodermales todavia no
se han diferenciado como células epidérmicas (Fig. 1.5, A). A los 2 dda la superficie del
fruto comienza a aplanarse y se inicia la diferenciacion del tejido parenquimatico, aunque
las 2-3 capas celulares mas externas contintlan desorganizadas e indeferenciadas, pudiendo
observarse en ellas diferentes tamafios y morfologias: cubicas, triangulares o esféricas.
(Figs. 1.5, B y 1.6). Estas caracteristicas continllan manifestandose hasta los 6 dda (Fig.

1.5, C y D).

Desde el instante en el que se ha formado el fruto ya es posible observar una capa
electrodensa y muy fina que descansa sobre las paredes celulares mas externas de las
células protodermales: la cuticula. En ese momento también hacen su aparicion las
llamadas crestas cuticulares, que pueden detectarse tanto en la superficie de los frutos
como en cortes transversales del pericarpo (ver flechas en la Fig. 1.5, A-C). Estas no se
deben a un incremento local del material cuticular sino que son una manifestacion de
irregularidades de la pared celular més externa, ya que el grosor de la cuticula no se ve
alterado en dichas areas. Durante la antesis se distribuyen a lo largo de toda la superficie
externa (Fig. 1.5, A) mientras que en periodos posteriores se localizan Unicamente en
regiones cercanas a las paredes anticlinales (ver flechas en Fig.1.5, B y C). Cuando el fruto
alcanza los 5-6 dda (Fig. 1.5, C y D) las arrugas comienzan a ser cada vez menos

numerosas hasta que la superficie de la pared celular mas externa queda completamente
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lisa una vez sobrepasado el estadio de 6 dda. Ademas, tal y como se puede advertir en las
imagenes de MEB (Fig. 1.5, E y F), estos pliegues no presentan una orientacion
determinada sino que se distribuyen aleatoriamente. En ellas también se pone de
manifiesto el aplanamiento de la superficie durante este intervalo de tiempo; durante la
antesis las células epidérmicas muestran una curvatura evidente, mientras que a los 5 dda

esta peculiaridad desaparece y solo se observan las arrugas ya mencionadas.

Figura 1.5: Iméagenes de microscopia electronica de la epidermis de frutos de tomate Cascada durante los 6
primeros dias de crecimiento. A-D: MET; E y F: MEB. A: Ovario, barra: 10 um. B: 2 dda, barra: 2 pm. C: 5
dda, barra: 5 um. D: 6 dda, barra: 10 um. E: ovario, barra: 1 um, 10kV. F: 5 dda, barra: 8§ um, 10kV. Las
flechas indican la presencia de pliegues.
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Figura 1.6: Imagen de MET correspondiente al pericarpo de un fruto de Cascada de 2 dda. Barra: 10 pm.

La diferenciacion de la epidermis y la hipodermis sucede conjuntamente durante un
periodo de tiempo muy concreto, entre los 7 y 8 dda. Asimismo, las células incrementan de
forma notable su tamafio en estos estadios con respecto a las que estan presentes en los
estadios iniciales (Fig. 1.7, A). A nivel de la cuticula, los cambios mas significativos
comienzan a partir de los 8 dda. Durante el transcurso de tan solo dos dias (9 y 10 dda) se
produce un dramatico incremento de la deposicion de material cuticular, lo que se traduce
en un considerable engrosamiento de esta capa (Fig. 1.7, B y C). Este acimulo de material
cuticular no se produce unicamente sobre la pared celular mas externa de las células
epidérmicas, sino que durante estos estadios se inicia ademas la impregnacion cuticular de
las paredes celulares radiales, dando lugar a las denominadas invaginaciones (Fig. 1.7, C).
Este destacado aumento de la cantidad de material cuticular observado a los 10 dda
también es tangible en los dias posteriores, de tal modo que en tan solo 5 dias (a los

15 dda) la cuticula ya ha doblado su grosor (Fig. 1.7, D).
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Figura 1.7: Imagenes de MET de cortes transversales del pericarpo de frutos de Cascada. A: 8 dda, barra: 10
um. B: 9 dda, barra: 5 pm. C: 10 dda, barra: 10 um. D: 15 dda, barra: 5 pm.

En la Figura 1.8 se representan los valores medios de grosor tanto de la cuticula
(definiéndose esta como una pared celular cutinizada), como de la pared celular mas
externa que presenta el fruto de tomate Cascada durante los estadios iniciales del
desarrollo, desde la antesis hasta los primeros 15 dias. Por un lado, el grosor de la cuticula
aumenta de forma paulatina durante los 9 dias iniciales, siendo este de 60 nm en el
momento de la antesis y llegando a los 480 nm a los 9 dda. La repentina intensificacion de
la deposicion del material cuticular que ocurre desde los 9 a los 10 dda anteriormente
mencionada provoca un cambio de escala nanométrica a micrométrica; concretamente, a
los10 dda el grosor de la cuticula alcanza las 5.3 um. Esta tendencia de la cuticula a
incrementar su espesor prosigue hasta alcanzar un valor medio de 9.4 pm a los 15 dda. Con
respecto a la pared celular subyacente, esta refleja un patroén similar al descrito en el caso
de la cuticula: un leve incremento del grosor en el periodo abarcado entre la antesis y los 9
dda, seguido de un notable aumento en los estadios posteriores, entre los 10 y 15 dda. Es
interesante remarcar que el grosor de la pared celular mas externa es significativamente
mas elevado que el de la cuticula en el transcurso de los primeros 9 dias de crecimiento,

llegando a ser hasta 7 veces mayor en el periodo comprendido desde la antesis hasta los 6
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dda, mientras que a partir de los 10 dda esta tendencia se revierte y es la cuticula la

estructura que presenta un mayor espesor.
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Figura 1.8: Evolucion del grosor de la cuticula y la pared celular mas externa durante los estadios iniciales
del crecimiento de los frutos Cascada. Los circulos blancos corresponden al grosor de la cuticula y los
circulos negros al de la pared. Los datos estan expresados como la media + error estandar.

En la Figura 1.9 se recopilan otras imagenes de mayor resolucion de la cuticula
tomadas mediante MET a lo largo del periodo de division celular. Como se ha comentado
anteriormente, la cuticula ya esta presente en el momento de la antesis, manifestindose
como una capa muy delgada de caracter electrodenso que se distribuye uniformemente a lo
largo de la superficie del fruto (Fig. 1.9, A). A los 2 dda ya es posible apreciar una
morfologia globular en la cara interna de esta capa (ver flechas en la Fig. 1.9, B) aunque en
su conjunto todavia conserva una apariencia homogénea en lo relativo a su
electrodensidad. Conforme prosigue el desarrollo del fruto, la naturaleza globular del lado
interno de la cuticula se torna ain mas evidente debido a la entrada en escena de unas
particulas nanoscopicas, polidispersas e igualmente electrodensas. Estas pequefias gotas se
asemejan a vesiculas, y se distribuyen arbitrariamente en la region de la pared celular mas
externa que se encuentra en contacto con la cuticula. Como consecuencia, la cuticula
pierde en gran medida su homogeneidad durante el periodo comprendido entre los 5 y los 9

dda (Fig.1.9, C-E). Una vez que el fruto alcanza el estadio de 10 dda es posible discernir
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dos regiones a lo largo del espesor de la cuticula: la parte media-alta tiene un aspecto
reticular, mientras que la zona mdas interna todavia mantiene un aspecto globular

(Fig. 1.9, F).

Figura 1.9: Imagenes a alta magnificacion de la epidermis de los frutos Cascada durante el periodo de
division celular. A: Ovario, barra: 500 nm. B: 2 dda, barra: 200 nm. C: 7 dda, barra: 500 nm. D: 7 dda, barra:
200 nm. E: 9 dda, barra: 500 nm; F: 10 dda, barra: 500 nm. Las flechas sefialan la localizacion de estructuras
globulares.

Este cambio en la morfologia fina de la cuticula podria ser consecuencia de ciertas
peculiaridades que han sido observadas tanto en la propia cuticula como en la fraccion no
cutinizada de la pared celular més externa. Estas son mas abundantes entre los 7 y los 9

dda, pero aparecen durante todo el periodo de division celular. En la Figura 1.10 se
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recogen imagenes de MET de la epidermis de frutos de Cascada donde se distinguen esas
singularidades. En estos estadios se ha detectado la existencia de dominios citoplasmaticos
que se encuentran en estrecho contacto con la pared celular mas externa. Asimismo, se ha
comprobado que la membrana plasmatica adquiere un perfil muy ondulado y
desorganizado en aquellas regiones donde se localizan estos dominios. En ellos, ademas, es
posible detectar dichas estructuras globulares de naturaleza electrodensa y de tamafio
variable mencionadas anteriormente, muchas de las cuales se localizan en la zona mas
externa de la pared celular, muy proximas a la cara interna de la cuticula (Fig. 1.10, C y
D). A las mencionadas estructuras vesiculares se suma la presencia de un conjunto de
sistemas membranosos que parecen contener material de naturaleza fibrilar o granular en

su interior (Fig. 1.10, A y B).

Figura 1.10: Imagenes de MET de cortes transversales de la epidermis de frutos Cascada en estadios
iniciales del desarrollo en las que se muestra la presencia de estructuras globulares electrodensas y de
sistemas membranosos de contenido granular o fibrilar. A y B: 7 dda, barra: 0.5 pym. C: 8 dda, barra: 1 pm.
D: 9 dda, barra: 0.5 pm.
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Ultraestructura de la epidermis durante la expansion celular

Tras la fase de division celular tiene lugar el periodo de expansion celular, durante el
cual tanto la cuticula como la pared celular mas externa sufren menores modificaciones.
Entre dichos cambios se encuentra por una parte el aumento del grosor cuticular que llega
a alcanzar un maximo en torno a los 25 dda. Una vez alcanzado ese valor, la tendencia
revierte y se produce una disminucion del espesor durante los ultimos dias del desarrollo y
la maduracion del fruto (Fig. 1.11). En cuanto al grosor de la pared celular mas externa, no
se observaron cambios significativos en los estadios comprendidos entre los 15 y los 40
dda. Sin embargo, y al igual que ocurre con el grosor cuticular, aumenta en los estadios
finales del desarrollo y en la maduracion, aunque en este ultimo periodo el incremento es
menos acusado. Cabe destacar que ambas estructuras alcanzan valores similares alrededor
de los 45 dda, circunstancia que persiste hasta el final de la maduracion. Por tltimo, en

ambos casos se observo un crecimiento transitorio a los 50 dda (Fig. 1.11).
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Figura 1.11: Cambios en el grosor de la cuticula y la pared celular més externa a lo largo del crecimiento y
la maduracién del fruto de Cascada. Los circulos blancos corresponden a la cuticula y los circulos negros a la
pared. Los datos estan expresados como la media + error estandar.

La Figura 1.12 muestra imagenes de MET de cortes transversales de la epidermis de

frutos correspondientes a estadios de crecimiento mas avanzados. Una de las caracteristicas
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mas resefiables de este periodo es el gran desarrollo de las invaginaciones de la cuticula,
que se puede apreciar a partir de los 20 dda (Fig. 1.12, A). La deposicién del material
cuticular en las paredes periclinales y anticlinales de la epidermis se produce de manera
continuada hasta que el fruto alcanza el estadio rojo maduro (Fig. 1.12, C-E). Ademas, en
aquellas imagenes que fueron tomadas a mayores aumentos se puede distinguir a la
cuticula como una cubierta electrodensa y homogénea en cuyo interior no existen capas
con diferente comportamiento osmiofilico (Fig. 1.12, B, D y F). La naturaleza globular de
la superficie interna de la cuticula observada en estadios anteriores esta muy disminuida
durante el periodo de expansion celular, a pesar de que la deposicion de material cuticular

prosigue a lo largo del mismo.

Figura 1.12: Imagenes de MET de cortes transversales de la epidermis de frutos de Cascada durante los
periodos de expansion celular y de maduracion. A: 20 dda, barra: 10 um. B: 20 dda, barra: 2 pm. C: 35 dda,
barra: 10 pm. D: 35 dda, barra: 2 pm. E: 55 dda, barra: 10 um. F: 55 dda, barra: 2 pm.
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La pared celular mas externa también sufre modificaciones en su ultraestructura,
marcadas por las fases de division y de expansion celular. En los estadios tempranos del
desarrollo (correspondientes al periodo de divisidon) muestra una apariencia amorfa y
electroclara en su mayor parte, y por tanto claramente distinguible de la cuticula, de
naturaleza electrodensa (Fig. 1.13, A). Cuando el fruto alcanza los 5 dda se aprecia como
la pared adquiere un aspecto reticulado (Fig. 1.13, B). Esta caracteristica se mantiene hasta
los 10 dda, estadio en el que la pared comienza a organizarse en multicapas (Fig. 1.13, C).
Esta disposicion en la cual se alternan capas paralelas de diferente electrodensidad

permanece en los dias sucesivos hasta que el fruto alcanza la maduracion (Fig. 1.13, D-F).

Figura 1.13: Ultraestructura de la pared celular mas externa de la epidermis de los frutos de tomate Cascada.
A: 2 dda, barra: 0.2 um. B: 5 dda, barra: 0.5 um. C: 10 dda, barra: 1 um. D: 14 dda, barra: 1 um. E: 30 dda,
barra: 1 um. F: 50 dda, barra: 2 pm.
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Inmunolocalizacion de los componentes de la pared celular mas externa

Los cambios en la composicion de la pared celular mas externa fueron analizados
mediante el uso de anticuerpos capaces de interaccionar especificamente con epitopos
presentes en las estructuras de la celulosa y las pectinas, tanto las metil-esterificadas como
las no esterificadas.

Tabla 1.1. Densidad de marcaje de la celulosa y de las pectinas en la pared celular mas externa
durante el desarrollo del fruto de tomate Cascada. Los datos estan expresados como la media del
namero de particulas de oro por um” + error estandar. Los controles negativos sin anticuerpos primarios

mostraron una densidad de marcaje < 0.3. dda: dias después de antesis. (-): No hay marcaje o particulas
de oro muy dispersas.

Estadio (dda) Pectinas no esterificadas  Pectinas esterificadas Celulosa cristalina

ovario 27+04 39+0.3 39+04
2 2.7+0.1 30+04 1.3+0.1
5 2.7+£0.7 4.1+0.3 27+0.3
7 29+04 36+0.2 3.1+0.2
9 - 35+£03 32+04
10 - 34+0.2 3.7+0.3
15 - - 31+£03
20 - - 45+03
25 - - 55+0.5
35 - - 55+0.8
45 - 24+£0.1 -
55 - 22+0.3 -

En la Tabla 1.1 se resumen los valores de la densidad de marcaje de estos anticuerpos
en dicha localizacion a lo largo del desarrollo del fruto. Los diferentes componentes
mostraron un patron de localizacion variable durante el transcurso de los distintos estadios
analizados. Por una parte, no se detecto la presencia de las pectinas no esterificadas durante
la fase de expansion celular ni durante el periodo de maduracion. Su marcaje quedo
restringido Unicamente a los primeros estadios de desarrollo, concretamente desde el
momento de la formacion del fruto hasta los 7 dda (Fig. 1.14, A; Tabla 1.1). En cambio, las
existencia de las pectinas esterificadas no solo quedd patente en los primeros estadios de
desarrollo (desde el ovario hasta los 10 dda) (Fig. 1.14, B; Tabla 1.1) sino también mas
adelante, durante la maduracion, aunque la densidad de marcaje fue menor en este ltimo
periodo. En cuanto a la celulosa cristalina, se observaron particulas de oro a lo largo de
todo el crecimiento del fruto pero no durante la maduracion del mismo (Fig. 1.14, C y D;
Tabla 1.1). Este no se restringe a ningin area especifica de la pared celular mas externa,

sino que la celulosa se encuentra distribuida a lo largo de la misma de forma uniforme. Por
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ultimo, cabe destacar la ausencia de marcaje en el interior de la cuticula en todos los

estadios analizados.

T

Figura 1.14: Inmunolocalizacion de los componentes de la pared celular en cortes transversales de epidermis
de frutos de tomate Cascada. A: Pectinas no esterificadas a los 7 dda. B: pectinas esterificadas presentes en el
estadio de 5 dda. C y D: celulosa cristalina en el ovario y a los 35 dda, respectivamente. Las particulas de oro
estan rodeadas por circulos rojos. Barra: 200 nm.
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DISCUSION

De acuerdo con la nomenclatura estandar clésica, que prevalece en la actualidad, la
cuticula de las plantas estaria constituida por dos capas bien diferenciadas: la cuticula
propia (cuticle proper), que es aquella region mas externa que ya se manifiesta en los
estadios iniciales de desarrollo, y la capa cuticular subyacente (cuticle layer), la cual
aparece con posterioridad como consecuencia de la impregnacion de cutina que sufre una
parte de la pared celular mas externa (Jeffree, 2006). Asi, la cuticula propia, mas
electrodensa, esta compuesta principalmente de cutina, mientras que la capa cuticular
contiene ademads polisacaridos derivados de la pared (Jeffree, 2006). En esta tesis se ha
omitido esta nomenclatura en base a diversas razones. Tal y como demuestran las
imagenes de MET mostradas con anterioridad, en la cuticula del fruto de tomate no se
distinguen regiones con diferente electrodensidad, sino que esta se manifiesta como una
capa osmiofilica mas o menos homogénea. Ademas, en contra de lo que ocurre en otras
especies, como es el caso de Agave americana L., Picea abies (L) H. karst. y otras (Jeffree,
2006), no se ha detectado una delimitacion clara en el interior de la cuticula que permita
diferenciar entre una zona rica en fibrillas y otra carente de ellas. En este sentido, las
técnicas de localizacion mediante anticuerpos de los componentes de la pared celular
realizadas en este trabajo no fueron efectivas para el caso de la cuticula. La ausencia de
marcaje en esta estructura podria ser debida a que su naturaleza principalmente lipidica
obstaculice el reconocimiento de los epitopos (Marcus et al., 2008). Por todo ello, en este
capitulo se distinguen dos regiones en la pared celular mas externa en base a la presencia o
ausencia de material osmiofilico de naturaleza lipidica: la cuticula (o pared celular

cutinizada) y la pared celular mas externa (o pared celular no cutinizada).

Diferenciacion tisular

En el breve periodo de tiempo comprendido entre la antesis y los dos dias siguientes a
la misma ya ha tenido lugar la fecundacion y el fruto comienza a cuajarse. Es por ello que
el fruto de tomate Cascada incrementa su tamafio de forma significativa durante este
periodo, de manera que casi llega a duplicarse. Este notable cambio en su envergadura
viene acompafiado de diversas modificaciones morfologicas y estructurales de la epidermis
que han quedado reflejadas en los numerosos cortes transversales obtenidos a partir del

conjunto de muestras de pericarpo. El tejido parenquimatico comienza a diferenciarse a los
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2 dda, durante el cual las células incrementan su tamafio y al mismo tiempo empiezan a
organizarse, distribuyéndose en capas. Sin embargo, las tres primeras capas, que son
aquellas que mas tarde constituiran la epidermis y el colénquima, permanecen todavia
indiferenciadas. La diferenciaciéon de ambos tejidos no da comienzo hasta los 7 dda,
previamente al inicio del periodo de expansion celular. Pero a pesar de que la disposicion
de las células epidérmicas en forma de capas (lo cual se considera la caracteristica
principal de este tejido) no tiene lugar hasta ese momento, en la pared celular mas externa
del ovario es posible distinguir una regién muy fina y electrodensa localizada en la zona

que estd en contacto directo con el exterior que ya se encuentra cutinizada.

El desarrollo de los 6rganos de los organismos vegetales viene determinado por unos
patrones de crecimiento especificos, tanto espaciales como temporales (Anastasiou y
Lenhard, 2007). Este crecimiento es producto de dos procesos integrados: la division y la
expansion celular. Mientras que la primera fase ocurre principalmente en los estadios
tempranos del desarrollo, la expansion celular es el fenomeno responsable de la mayor
parte del crecimiento de los o6rganos, y tiene lugar principalmente tras la finalizacion del
periodo de division celular. En el caso de los tomates tipo cereza, la transicion entre estas
dos fases ocurre alrededor de los 11-14 dda (Bertin ef al., 2007; Espana et al., 2014). Se
han identificado varios factores de transcripcion implicados en la regulacion de ambos
procesos (Anastasiou y Lenhard, 2007). Mas recientemente se ha estudiado la relacion de
la cuticula con el momento en el que tiene lugar la transicion entre la division y la
expansion celular, que ha sido constatada por los cambios de sus propiedades mecanicas
que acontecen durante la misma (Espafa et al., 2014). Los resultados obtenidos en el
presente capitulo muestran una correlacion temporal entre diversas modificaciones
bioquimicas y morfoldgicas que ocurren a nivel de la pared celular mas externa y la
transicion de los dos procesos que causan el crecimiento del fruto. En aquellos estadios en
los que tiene lugar la division celular, la pared celular mas externa es una pared con una
minima cutinizacidén compuesta en su mayor parte por pectinas, tanto esterificadas como
no esterificadas. Sin embargo, en la transicion al periodo de expansion celular se produce
un notable incremento del grosor de dicha pared debido a la creciente acumulacion de
material cuticular. Asimismo, las pectinas localizadas en la region de la pared celular que
permanece sin cutinizar fueron detectadas muy débilmente durante esta fase. Una vez que

el fruto alcanza los estadios correspondientes a la etapa de expansion celular, la cuticula
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representa el 60-75% del grosor de la pared celular mas externa. Fujino e Itoh (1998)
también observaron un incremento significativo en el grosor de la pared celular mas
externa de los tallos de guisante que tenia lugar durante la transicion entre la division y la
expansion. En el caso de los frutos de Cascada la cuticula incrementa 4 veces su grosor
durante la expansion celular, mientras que el grosor de la pared celular mas externa de las
células en elongacion solo es 2.5 veces mayor que el de la pared de las células que se
encuentran en periodo de division. Recientemente, se han estudiado las propiedades
biomecanicas de la cuticula en base a los cambios en la proporcion de cutina/polisacaridos
presente en ella. Asi, se ha constatado que la cantidad relativa de estos componentes
influye en la deformacion viscoelastica de la cuticula y por ende en el crecimiento (Espana
et al., 2014). Por ello, seria de especial interés investigar si estos cambios que se han
observado en el grosor de la cuticula y de la pared durante la transicion entre la division y
la expansion celular podrian jugar un papel similar en relacién a sus propiedades

biomecanicas.

Formacion de la pared celular cutinizada

El analisis de las imagenes de MEB tomadas a la superficie de los frutos Cascada
durante su desarrollo permitié confirmar la presencia en determinados estadios de un gran
nimero de arrugas sin una orientacion clara. Estas son facilmente distinguibles durante la
antesis y van desapareciendo de forma progresiva a lo largo de los primeros 5 dias del
crecimiento del fruto. Estos pliegues cuticulares también han sido detectados en los frutos
de Vitis vinifera L. (Considine y Knox, 1979; Casado y Heredia, 2001), y en las hojas de
Aesculus hippocastanum L. (Martin y Juniper, 1970), Syringa vulgaris L. (Holloway,
1971) y Acer pseudoplatanus L. (Wilson, 1984), entre otras especies. Sin embargo, la
evolucion de estas arrugas solo ha sido caracterizada en frutos de uva y de manzana, en los
que se observd un aplanamiento de su superficie conforme més avanzando era el estadio de
desarrollo estudiado (Casado y Heredia, 2001; Bringe, 2007). De acuerdo con Rosenquist y
Morrison (1988), estas arrugas representan material cuticular acumulado que se esparce
posteriormente durante el abrupto crecimiento que tiene lugar en los primeros dias de
desarrollo. Sin embargo, los numerosos cortes transversales de la epidermis de los frutos
que han sido analizados en el presente trabajo muestran que esas arrugas no estan

compuestas Unicamente de material cuticular, sino que son el resultado de una
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irregularidad en el contorno de la pared celular mas externa que queda reflejada en la

cuticula adyacente.

A pesar de que este tipo de arrugas se han encontrado en diversas especies y
estructuras, su funcion aun no ha sido clarificada. Segun Jeffree (1996), su presencia puede
suponer un incremento de la superficie, llegando a duplicarla e incluso a triplicarla. Sin
embargo, en determinados casos se sospecha que podrian jugar un papel diferente, como
por ejemplo en la superficie de los pétalos bien desarrollados (Jeffree, 2006; Li-Beisson et
al., 2009). En Cascada, el hecho de que comienzan a desaparecer una vez iniciado el
crecimiento del fruto hasta alcanzar los 6 dda, cuando la superficie es completamente plana
a pesar de que el tamafio del fruto solo es del 10% con respecto al tamano final, sumado a
la certeza de que estas arrugas ya estan presentes antes de la antesis (Fig. 1.15) sugiere que
su rol podria estar relacionado con la apariencia irregular de la superficie de la protodermis

del ovario.

Figura 1.15: Imagen de MEB de la superficie del ovario Cascada 2 dias antes de la antesis. Barra: 5 pm.

Ademas de estos pliegues superficiales, durante los primeros instantes del crecimiento
del fruto se han observado diversos cambios a nivel cuticular. En antesis la cuticula se
muestra como una capa electrodensa muy delgada pero bien definida. Tan solo dos dias
mas tarde, su grosor se incrementa de forma notable hasta llegar a duplicarse pero contintia
manifestindose como una fina lamina, aunque en este estadio ya es posible discernir el
aspecto globular de su cara interna. A partir de ese instante y hasta los 9 dda la cuticula va
aumentando su grosor moderadamente, al tiempo que la apariencia globular de la parte

interna se torna mas patente. De acuerdo con los estudios basados en la ultraestructura
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cuticular realizados hasta el momento, esta fina capa presente hasta los 9 dda podria
considerarse como la procuticula, la cual se define como un estadio de desarrollo temprano
de la cuticula en el cual estd compuesta unicamente por cutina y que se encuentra
sustentada por una capa de naturaleza pectinica en su mayor parte que se comporta como
un polianion (Jeffree, 2006). La procuticula ha sido identificada solamente en unas pocas
especies (ver referencias en Jeffree, 2006), siendo esta la primera vez que se describe en

frutos de tomate.

Es de destacar que en los estadios correspondientes al periodo de division celular se ha
detectado la presencia de dominios citoplasmaticos que se encuentran en estrecho contacto
con la pared celular mas externa. En ellos existen estructuras globulares electrodensas de
diversos tamafios localizadas en su mayoria en la parte superior de la pared, proximas a la
cara interna de la procuticula. Estas nanoestructuras han sido previamente observadas en
otros organismos vegetales como Eucalyptus sp., Clivia miniata, Utricularia sandersonii o
Hakea suaveolens, en los cuales se localizan en la zona de la pared celular més cercana a la
procuticula, asi como en la superficie mas externa de la membrana plasmatica (Frey-
Wyssling y Miihlethaler, 1965; Hallam, 1970; Heide-Jorgensen, 1978, 1991; Jeffree,
2006). Dicha ubicacion hace entrever una posible migracion de los gldébulos desde la célula
epidérmica a la procuticula. A pesar de que estos autores los consideraron como los
precursores de la procuticula, su contenido (lipidico, proteico y/o polisacaridico) asi como
su origen a dia de hoy se desconocen. Estas estructuras podrian actuar como vesiculas
cargadas de material lipidico que, tras su migracion a través de la pared celular, liberarian
su contenido a la cuticula creciente. Asi, la forma irregular de la cara interna de la
procuticula seria una consecuencia de la acumulacion progresiva y el ensamblaje de
dominios de cutina que habrian sido previamente transportados por estas nanoestructuras.
En este sentido, se ha sugerido que la acumulacion y la fusion de estas nanogotas o
nanoparticulas en la parte mas externa de la pared celular de las células epidérmicas podria
funcionar como un posible mecanismo para la formaciéon de la procuticula (Heredia-
Guerrero et al., 2008; Dominguez et al., 2010; D’Angeli et al., 2013; Kwiatkowska et al.,
2014).

Asimismo, se han descrito otro tipo de dominios citoplasmaticos singulares en el ovario
de Ornithogalum umbellatum llamados lipotubuloides, en los cuales abundan cuerpos

lipidicos, mitocondrias y membranas de reticulo endoplasmatico (Kwiatkowska et al.,

71



Capitulo 1

2014). La sintesis de material lipidico en el interior de los lipotubuloides ha sido
demostrada, razon por la cual se han postulado como posibles regiones donde tiene lugar la
sintesis de mondémeros de cutina. Los acidos grasos han sido propuestos recientemente
como reguladores del crecimiento de los 6rganos vegetales durante el periodo de division
celular (Anastasiou y Lenhard, 2007). Igualmente, se ha recalcado la importancia del

material lipidico extracelular en la sefializacion de este proceso (Kamata et al., 2013).

Los dominios citoplasmaticos y estructuras globulares observados en este trabajo no
habian sido descritos a dia de hoy ni en la epidermis ni en la cuticula del fruto de tomate.
El hecho de que su cuticula sea de aspecto reticulado y de naturaleza amorfa, muy distinta
a la cuticula polilaminada de las especies en las cuales se han descrito previamente estas
singularidades, podria indicar la existencia de una via comun en la sintesis de esta capa que
tendria lugar durante los estadios iniciales de su desarrollo. Por tanto, se propone necesario
un analisis mas profundo de estas micro- y nanoestructuras que permitiera clarificar tanto

su naturaleza como su funcion.

Durante el periodo de expansion celular (comprendido seglin los resultados obtenidos
desde aproximadamente los 11 dda hasta el estadio rojo maduro), la cuticula sufre pocos
cambios en su apariencia y en su ultraestructura. Es por ello que se podria afirmar que el
armazon principal de la cuticula ya ha sido construido previamente a esta fase, ya que los
unicos cambios observables durante la misma son, por un lado, un mayor desarrollo de las
invaginaciones entre las células epidérmicas adyacentes, y por otra parte, un
engrosamiento de la cuticula, probablemente debido a la reorganizacion de la matriz
lipidica, ya que es importante constatar que la cantidad de cutina se mantiene invariable

durante este periodo (Dominguez ef al., 2008).

A lo largo del presente trabajo se han descrito dos cambios remarcables en cuanto al
grosor de la cuticula a lo largo de su desarrollo. Este oscila dentro de una escala
nanométrica durante los primeros 9 dias transcurridos desde el momento de la antesis,
mientras que a los 10 dda la cuticula incrementa hasta 11 veces su espesor como
consecuencia de un crecimiento abrupto, alcanzando asi valores comprendidos dentro de
una escala micrométrica. Esta fluctuacion del grosor de la cuticula fue descrita
previamente en el mismo cultivar mediante el uso de técnicas de microscopia convencional

y el empleo de tinciones especificas. En este caso, el material cuticular acumulado provoco
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que esta capa cuadruplicara su grosor (Dominguez et al., 2008). En este punto cabe
recalcar que a pesar de que los valores medios de grosor recogidos en este trabajo son
similares a los descritos por Dominguez et al. (2008) existe una discrepancia significativa
con respecto al estadio correspondiente a los 10 dda. En concreto, estos valores medios son
mas elevados, lo cual podria deberse a que el osmio es mas sensible a las bajas cantidades
de material lipidico que el Sudan IV, colorante utilizado por dichos autores. Ademas, hay
que tener presente que la resolucion de una técnica de microscopia electronica es 100 veces
mayor que una de microscopia Optica convencional. Posteriormente, el grosor cuticular
contina incrementandose hasta los 25 dda, y finalmente disminuye durante el periodo de
maduracion del fruto. Al contrario de lo que cabria esperar, esta disminucion del espesor
de la cuticula no viene acompafiada de una pérdida de material cuticular (Dominguez et al.,
2008), lo cual sugiere que durante esta fase podria existir un reordenamiento de sus

componentes que diese lugar a tal descenso.

Formacion de la pared celular no cutinizada

La pared celular polisacaridica de las células epidérmicas sirve como un armazon para
la deposicion y el desarrollo de la cuticula. Es ademds una estructura supramolecular
dindmica que sufre continuos cambios durante el crecimiento del fruto de tomate. Entre
dichas modificaciones se encuentra un incremento significativo en el grosor de la pared
celular mas externa a lo largo de todo su desarrollo, aunque este aumento es mucho menos
acusado en comparacion con el que tiene lugar en el caso de la cuticula. Dicha variacion es
mas notable en la fase de division celular, durante la cual aumenta 4 veces su espesor en un
breve intervalo de tiempo. Mds tarde, este incremento continlla aunque de una manera mas
moderada hasta que el fruto alcanza los 20 dda. A partir de ese momento no sufre nuevas
variaciones en su grosor hasta el periodo de maduracion, en el cual se incrementa
levemente, fendémeno que ha sido descrito previamente en otras especies (Redgwell ef al.,

1997).

Salvo excepciones (Jeffree, 2006), la mayoria de los estudios centrados el desarrollo de
la cuticula no han ido acompafiados de un andlisis de la pared celular subyacente. A pesar
de que se considera una pared celular con caracteristicas singulares existe muy poca
informacion sobre los cambios que se producen a este nivel durante el desarrollo. En los

tallos de Pisum sativum L. se ha comprobado que esta pared contiene una cantidad de
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celulosa mayor que la que se localiza en las paredes primarias tipicas (Bret-Harte y
Talbott, 1993). Por otro lado, el aislamiento de la fraccion polisacaridica de cuticulas
pertenecientes a frutos de tomate maduros puso de manifiesto que la celulosa, la
hemicelulosa y las pectinas (los principales componentes de la pared celular) contribuyen
de forma equimolecular a la composicion de la misma (Lopez-Casado et al., 2007). Mas
recientemente, se ha puesto en evidencia la localizacion de la celulosa y de las pectinas en
cuticulas aisladas de hojas de Eucalyptus L'Hér., Populus L., y Pyrus L. mediante su
marcaje inmunoenzimatico (Guzman et al., 2014). El empleo de anticuerpos especificos
durante el desarrollo del presente trabajo ha permitido esbozar un escenario molecular de
diferentes componentes de la pared celular (la celulosa cristalina y las pectinas, tanto las
esterificadas como las no esterificadas). La celulosa cristalina estd presente en la pared
celular mas externa a lo largo de todo el desarrollo, exceptuando la fase de maduracion, lo
que concuerda con los resultados obtenidos tras varios andlisis bioquimicos de las paredes
celulares que también han sido realizados en frutos de tomate (Lunn et al., 2013). La
existencia de pectinas no esterificadas en dicha pared queda restringida exclusivamente a
los primeros estadios de desarrollo, los cuales corresponden al periodo de division celular.
En cambio, las pectinas esterificadas, las cuales constituyen la mayor parte de los
polisacaridos que conforman la matriz gelatinosa de las paredes celulares (Burton et al.,
2010), no solo estan presentes durante este periodo de division, sino también durante la
maduracion. La escasa deteccion de este tipo de pectinas durante el periodo de expansion
celular podria deberse a una disminucion de la cantidad de estas moléculas, pero también
cabria la posibilidad de que se produzca un enmascaramiento de aquellos epitopos a los
que deberian haberse unido los anticuerpos utilizados en los experimentos que dieron lugar

a estos resultados (Marcus et al., 2008).

Se han descrito diversos estudios que sugieren una posible implicacion de las pectinas
metilesterificadas en el crecimiento de la pared celular. Por un lado, diversos analisis
inmunocitoquimicos realizados en células de raiz han mostrado que aquellas células en
divisién contienen niveles mdas bajos de las pectinas que no se encuentran esterificadas,
mientras que en el caso de las pectinas esterificadas no existen diferencias entre las células
que estan dividiéndose con respecto a las que no lo estan (Dolan et al., 1997). Igualmente,
las pectinas no esterificadas son detectadas en menor medida en las paredes de las células

epidérmicas en elongacion que en las células que permanecen invariables (Fujino e Itoh,
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1998). Esta disminucién de los niveles de las pectinas no esterificadas ha sido descrita en
diversas ocasiones (Derbyshire et al., 2007; Guénin et al., 2011), aunque en algin caso
también se ha observado el comportamiento opuesto (Pelletier et al., 2010). Por otra parte,
se ha sugerido que la distribucion local de los polisacaridos de la pared celular
(principalmente de las pectinas) podria jugar un papel relevante en las propiedades
fisicoquimicas de la misma (Levesque-Tremblay et al., 2015). En algunas ocasiones se ha
encontrado una distribucidon transversal heterogénea de las pectinas esterificadas y no
esterificadas a lo largo de la pared celular mas externa. Esta heterogeneidad reside en la
localizacion de las pectinas no esterificadas en la parte externa y en la mayor abundancia
de las pectinas esterificadas en la zona interna (Jauneau et al., 1997; Fujino e Itol, 1998).
Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis no muestran ningin patréon de

distribucion de los distintos componentes de la pared celular analizados.

Ademés de las modificaciones referidas a sus componentes, la pared celular mas
externa también sufre un cambio ultraestructural relevante que tiene lugar durante el
periodo de expansion celular: la aparicion de multiples capas paralelas dispuestas de forma
helicoidal (Fig. 1.13). Segun Kutschera (2008) estas capas podrian estar compuestas de
microfibrillas de celulosa. La ordenacion paralela de las microfibrillas podria ser el

resultado de un preciso mecanismo de auto-ensamblaje (Rey, 2010).

Las diversas modificaciones que suceden a nivel de la pared celular de los frutos
durante la maduracién ha sido ampliamente analizada en una gran cantidad de estudios
(Brummell, 2006). En el caso del fruto de tomate estos cambios implican por un lado una
disminucién de la cantidad de celulosa, al mismo tiempo que se incrementa la de las
pectinas no esterificadas (Roy et al., 1992; Steele et al., 1997; Lunn et al., 2013). Sin
embargo, estos trabajos se llevaron a cabo en las paredes celulares del tejido
parenquimatico y no en la pared celular més externa. Los resultados recogidos en esta tesis
sugieren un comportamiento ligeramente diferente en el caso de dicha pared: durante la
maduracion del fruto de Cascada se produce una disminucion de la cantidad de celulosa

cristalina y un aumento de la de las pectinas que se encuentran esterificadas.

A modo de resumen, los resultados aqui expuestos indican que la pared celular mas
externa es una estructura altamente dindmica que sufre modificaciones significativas

durante los primeros estadios del desarrollo del fruto de tomate. Se ha constatado la
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existencia de una profunda coordinacidn e interconexion entre el poliéster de cutina y la
matriz polisacaridica, las dos estructuras supramoleculares que componen la pared celular
mas externa. Es por ello que seria de especial interés investigar cuales son los mecanismos
y las sefales moleculares que estdn implicados en este desarrollo tan meticulosamente

sincronizado.

A la vista de los resultados obtenidos, la cuticula y la epidermis de las plantas deberian
ser estudiadas en su conjunto. En este sentido, el analisis de mutantes podria considerarse
como una excelente via para profundizar en el conocimiento de las interacciones que se
producen entre ambas, asi como para ahondar en el papel que juegan los diversos genes

cuticulares descritos en la actualidad.

Debido a la gran implicacion de la epidermis en el desarrollo del fruto, asi como en su
calidad, los resultados aqui recogidos podrian ser valiosos en investigaciones futuras que
tengan como finalidad la creacion de nuevas variedades comerciales con unas
caracteristicas determinadas. Por ultimo, los resultados descritos en este capitulo
demuestran la importancia de los primeros estadios del desarrollo del fruto en la
deposicion y la estructuracion de la cutina. Por ello, este periodo de tiempo deberia tenerse
en especial consideracion a la hora de profundizar sobre los diferentes mecanismos de

sintesis de este biopolimero.
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INTRODUCCION

Como se ha indicado detalladamente en la Introduccion de la presente tesis, a lo largo
de los ultimos afios ha cobrado gran interés el estudio de la identificacion de los
mecanismos responsables de la sintesis de la cutina, asi como de las vias de transporte de
sus mondmeros hacia el exterior (Dominguez et al., 2015). En la actualidad se han
propuesto dos hipotesis que tratan de esclarecer como se produce la sintesis y la deposicion
de la cutina en el fruto del tomate. Una de ellas describe la existencia de una proteina
lipasa/hidrolasa con un motivo GDSL (CUSI) que se localiza en la region cutinizada de la
pared celular mas externa. Esta enzima actuaria como una aciltransferasa, entrecruzando
los monomeros de cutina activados (Girard et al., 2012; Yeats et al., 2012; Philippe et al.,
2016). Ademas, se han identificado posibles ortdlogos de CUSI en otras especies, lo que
sugiere que la formacion de cutina tiene lugar por un mecanismo conservado en diversos
grupos de plantas terrestres (Yeats et al., 2014). Asimismo, se han descrito cuatro
paralogos de CUSI en tomate, aunque atin no ha se ha precisado su papel en la sintesis de

la matriz de cutina (Yeats et al., 2014).

Por otra parte, se ha postulado que la cutina podria ser el resultado final de un proceso
de autoensamblaje molecular emergente (Heredia-Guerrero et al., 2008, 2010; Heredia et
al., 2009; Dominguez et al., 2015). Esta hipdtesis esta sustentada por la demostrada
capacidad de los mondémeros de cutina de autoensamblarse y polimerizar parcialmente in
vitro, dando lugar a unas nanoestructuras lipidicas especiales denominadas cutinsomas.
Estas particulas podrian ser transportadas de forma pasiva hacia la parte mas externa de la
pared celular de la célula epidérmica, donde se acumularian y se fusionarian hasta formar
la procuticula o cuticula temprana (Heredia-Guerrero et al., 2008). Los cutinsomas han
sido detectados en la epidermis y en la cuticula naciente del fruto de tomate inmaduro
mediante el uso de anticuerpos especificos (Dominguez ef al., 2010) asi como en el ovario
de Ornithogalum umbellatum L. (Kwiatkowska et al., 2014), lo que refuerza su posible

papel en el desarrollo de la cuticula, interviniendo en sus estadios iniciales.

En los ultimos afios, el fruto de tomate se ha convertido en un modelo ampliamente
utilizado para el estudio de diversos aspectos de la cuticula. Ello es debido en buena parte a
que presenta una cuticula facilmente extraible y manejable, pero quizas su caracteristica

mas resefiable radica en su composicion, ya que su cutina esta constituida por
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polihidroxiacidos grasos Ci¢, los cuales estdn presentes en las cuticulas de numerosas
especies vegetales. En base a ello se han descrito cuales son los estadios en los que se
produce la maxima deposicion de material cuticular y el mayor incremento del grosor de la
cuticula del fruto de tomate (Dominguez et al., 2008). Igualmente, se han descrito los
cambios que acontecen durante el desarrollo de su pared celular mas externa (ver
capitulo 1). Por tanto, la epidermis del fruto puede considerarse un escenario apropiado
para el estudio de cada una de las hipotesis postuladas, para asi determinar de qué modo
contribuye cada mecanismo de sintesis en la deposicion de la cutina en la pared celular
mas externa y en el desarrollo de la cuticula definitiva. Este constituye el objetivo principal

de este capitulo.
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MATERIAL Y METODOS
Material vegetal e instalaciones

Los diferentes experimentos que se engloban en el presente capitulo se llevaron a cabo
en plantas de Solanum lycopersicum L. Cascada, las cuales cultivadas durante la campana
de primavera-verano del afio 2013. Los ensayos de campo se realizaron en las instalaciones
de la Estacion Experimental La Mayora, perteneciente al Instituto de Hortofruticultura
Subtropical y Mediterranea (IHSM), situado en el término municipal de Algarrobo
(Malaga), al sudeste de Espafia. Previamente, las semillas fueron cultivadas en un
invernadero especifico cuyo disefio minimiza la entrada de insectos. Una vez que
alcanzaron el estadio de crecimiento con tres hojas verdaderas, se transplantaron al suelo
en un invernadero de plastico donde fueron distribuidas al azar en tres bloques,
conteniendo 10 plantas cada bloque. El espacio entre las distintas hileras fue de 1.5 m, y de
0.5 m dentro de cada hilera. Las plantas se regaron con una solucion nutritiva (Cénovas,
1995) y, con objeto de mantenerlas erguidas, se sostuvieron con cuerdas y se podaron a un
solo tallo. Posteriormente, se realiz6 el marcaje de un gran nimero de flores en antesis v,
por ultimo, se procedid a la recoleccion pormenorizada de un gran numero de frutos
correspondientes a estadios concretos, que abarcan desde la formacion del ovario hasta los

55 dias después de la antesis (dda).

Fijacion de las muestras

De forma previa a la inclusion de las muestras se obtuvieron pequefios fragmentos
procedentes de la zona ecuatorial del pericarpo de los frutos para su fijacién por inmersion.
De cada uno de los estadios de desarrollo a analizar se reunieron 3 trozos de pericarpo
procedentes de diferentes frutos. Inmediatamente después de su obtencion se sumergieron
en paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 0.1 M pH 7.4 y se almaceraron a 4°C
durante un 24 h. Otro conjunto de muestras fue procesado de igual manera, y transcurrido
ese tiempo, se lavaron en el mismo tampon y se realizd sobre ellos una segunda fijacion

mediante su inmersion en tetroxido de osmio (OsOy) al 1% en agua destilada durante 1 h.
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Inclusion de las muestras en resina LR White

* Deshidratacion: tras lavar en tampon y posteriormente en agua las muestras fijadas con
paraformaldehido y OsQ,, estas fueron deshidratadas sumergiéndolas en diluciones

seriadas de etanol al 50% (15 min), 70% (15 min), 90% (10 min) y 100% (10 min).

* Preinfiltracion: para favorecer el contacto entre la muestra y la resina se realizé un paso
previo a la infiltracion que consistié en someter a los tejidos a una mezcla de resina y

etanol 100% en una proporcion 1:1 durante 24 h.

* Infiltracion: la inclusion en la resina comprendio dos pasos, el primero de 2 h de duracioén
y el segundo de 1 h. Para favorecer su infiltracion en los tejidos, las muestras se

mantuvieron en un rotor a lo largo del proceso.

* Polimerizacion: los fragmentos fueron traspasados al interior de céapsulas BEEM®,

cubiertos con resina y almacenados a 65°C durante 48 h.

Inclusion en resina Unicryl

* Deshidratacion: las muestras fijadas unicamente con paraformaldehido fueron lavadas
previamente en tampdn fosfato (3 pasos de 10 min) y posteriormente en agua. Tras los
lavados, fueron deshidratadas sumergiéndolas en diluciones seriadas de etanol al 70%,

90% y 100% (3 pasos de 10 min para cada dilucion).

* Infiltracion: la inclusién en la resina se realizo en tres pasos, los dos primeros de 1 h de
duracion y un ultimo paso en el cual las muestras se mantuvieron en resina toda la noche.

Los fragmentos se mantuvieron en un rotor para promover su infiltracion en los tejidos.

« Polimerizacién: las muestras fueron traspasadas al interior de capsulas BEEM®, donde se
cubrieron de nuevo con resina. La polimerizacion se realizo a 4°C con dos lamparas de UV
(360 nm) de 8 W cada una, situadas a una distancia de 15 cm de las capsulas, durante 2

dias.

Obtencion de cortes

Una vez que las muestras fueron incluidas se realizaron cortes ultrafinos transversales

de un grosor aproximado de 50 nm. Para ello se emplearon cuchillas de vidrio y un
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ultramicrotomo Reichert-Jung modelo Ultracut-E (Reichert Technologies, Viena, Austria).
Los cortes obtenidos fueron recogidos y almacenados en rejillas de niquel para su posterior

analisis.

Microscopia electronica de transmision (MET)

La observacion y el andlisis de los cortes ultrafinos se realizaron a través de un
microscopio electronico de transmision JEOL JEM-1400 (Akishima, Tokio, Japon)
acoplado a un captador de imagenes de 11 megapixeles, a una aceleracion de voltaje de 80

kV. El software usado para la captura de las imagenes fue Digital Micrograph™ (Gatan).

Generacion de anticuerpos anti-cutinsomas

La obtencion de estos anticuerpos ha sido descrita en Dominguez et al. (2010).
Brevemente, se inmunizaron intraperitonealmente dos ratones hembras BALB/c con 50 pL
de una dispersion de cutinsomas emulsificada con el mismo volumen adyuvante completo
de Freund (Sigma Aldrich, Espafia). Las siguientes inmunizaciones se administraron 2 y 4
semanas después en adyuvante incompleto de Freund. Las respuestas de los animales
fueron evaluadas por ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay,
esto es, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas), usando el suero obtenido 10 dias

después de cada inmunizacion.

Técnicas inmunohistoquimicas

En primer lugar, aquellos cortes fijados con OsO4 fueron tratados con peroxido de
hidrogeno al 10% durante 15 min con objeto de eliminar el mismo, ya que este podria
enmascarar el reconocimiento del antigeno por su correspondiente anticuerpo.
Transcurrido ese tiempo, se lavaron con agua destilada y mas tarde en tampdn fosfato
salino (PBS) 0.01M pH 7.4 (Kwiatkowska et al., 2013). Tras los lavados se realizo un
bloqueo de los sitios de unidn inespecificos de los anticuerpos al tejido. Para ello, las
muestras se pusieron en contacto con pequefias gotas de BSA (Albumina de suero bovino,
del inglés Bovine serum albumin) al 3% en PBS. Transcurrida 1 h, los cortes se incubaron
bien en una dilucién 1:300 en tampdon PBS en el caso de los anticuerpos anti-CUSI, los
cuales fueron amablemente cedidos por la Dra. Bénédicte Bakan, del Institut National de la

Recherche Agronomique (Nantes, Francia), o en una dilucién 1:50 para los anticuerpos
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anti-cutinsomas. Simultdneamente, se realizaron controles negativos sin el anticuerpo
primario correspondiente, poniendo los cortes en contacto Unicamente con la soluciéon
diluyente. Después de 1.5 h se realizo una serie de tres lavados en tampon PBS tras la cual
las rejillas se pusieron en contacto una dilucion 1:50 de los anticuerpos secundarios
durante 1 h. Para detectar la proteina CUS1 se emplearon anticuerpos anti-IgG de conejo
generados en cabra acoplados a particulas de oro coloidal de 10 nm de didmetro, mientras
que en el caso de los cutinsomas se utilizaron anticuerpos anti-IgG de raton generados en
cabra, con particulas de oro coloidal de 25 nm de didmetro (Aurion, Wageningen, Paises
Bajos). A continuacioén, los cortes se lavaron con PBS y con agua y se tifieron con una
solucion de acetato de uranilo al 4% durante 15 min. Finalmente, las muestras volvieron a
lavarse cuidadosamente con agua destilada. Todos estos pasos se llevaron a cabo a

temperatura ambiente.

La densidad de marcaje, expresada como niimero de particulas de oro por unidad de
area (um?), fue estimada mediante un programa de captura y analisis de imagen (Visilog v.
6.3; Noesis, Crolles, Francia). Para cada estadio de desarrollo se analizaron un total de 30
micrografias correspondientes a 3 réplicas biologicas. Los datos se expresaron como la

media + error estandar.

Bioinformatica

Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los diferentes genes y proteinas CUS
analizados en este capitulo fueron obtenidas de la base de datos Sol Genomics Network
(SGN, http://solgenomics.net/), en la cual se encuentra recogido el genoma completo de
Solanum Lycopersicum L. Una vez reunidas se alinearon por medio del programa ClustalX
2.0 (Larkin et al., 2007). El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los distintos
miembros de familia CUS se muestra en la Figura 2.1. Los posibles marcos abiertos de
lectura se identificaron con la herramienta ORF Finder, mientras que la comparacion entre
pares de secuencias aminoacidicas se llevo a cabo a través de la herramienta BLAST 2
Seq, ambas proporcionadas por el Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, USA). Por otra parte se realizo el disefio de
cebadores con el programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) (Rozen y Skaletsky, 1999),
los cuales fueron comparados con el genoma completo del tomate mediante la herramienta

In Silico PCR (http://solgenomics.net/).
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Figura 2.1: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los miembros de la familia CUS. Los residuos
conservados dentro de esta familia se marcan en verde, mientras que el motivo GDSL se resalta en amarillo.
Las flechas indican los residuos activos.

Extraccion y purificacion de ADN y ARN

El aislamiento de ADN se realiz6 a partir de un total de 24 hojas jovenes, mientras que
la extraccion de ARN se llevd a cabo en muestras de epicarpo de frutos de tomate de
diferentes estadios, que abarcan desde el ovario hasta los 55 dias de desarrollo. En el caso
del ovario y los frutos de 5 dda la extraccion se realiz6 a partir del fruto entero, ya que su
tamafio tan reducido imposibilita la separacion del epicarpo con un escalpelo, tal y como se
hizo en los frutos correspondientes al resto de los estadios. Las muestras se sumergieron en

N, liquido de forma inmediata y se homogeneizaron con la ayuda de un mortero,

91



Capitulo 2

manteniendo en todo momento las condiciones de congelacion. Una vez homogeneizado,
el material se almacen6 a -80°C para su posterior procesamiento. Este procedimiento se

llevo a cabo por triplicado para cada uno de los estadios.

La extraccion de ADN se realizé con DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, USA) siguiendo
las instrucciones del fabricante. El aislamiento de ARN se llevé a cabo por dos
procedimientos alternativos en base al estadio de desarrollo. Las muestras fueron tratadas
con el kit RNeasy Plant (Qiagen, USA) en el caso de los frutos de estadios iniciales,
mientras que para los estadios de 25 dda en adelante se utilizé Trizol® (Life Technologies,
USA). En estos ultimos el numero de células por cantidad de tejido es menor que en los
frutos de estadios iniciales debido a que las células del epicarpo son de un tamafio mayor.
Esta circunstancia podria causar que la cantidad de ARN extraida sea més baja, razéon por
la cual se utilizé una metodologia diferente que permitiera manejar una cantidad de tejido
superior a la que permite el Kit RNeasy Plant. E1 ARN obtenido mediante el protocolo con
Trizol ® genera impurezas, por lo que fue necesario utilizar el kit Nucleospin RNA-clean
up (Macherey-Nagel, Alemania) para eliminarlas. Con independencia del protocolo de
extraccion utilizado, las muestras se sometieron a un tratamiento con RNase-free DNase

(Qiagen, USA) con objeto de eliminar el ADN gendmico.

Cuantificacion de ADN y ARN

Para cuantificar tanto el ADN como el ARN extraido se determino la absorbancia de
luz UV a 260nm (Aye) de cada una de las muestras en un espectrofotometro Nanodrop
1000 (Thermo Fisher Scientific, Espafia). De esta manera, se estimé la concentracion del
acido nucleico y al mismo tiempo se recogieron los datos espectrales completos con objeto
de evaluar su pureza y determinar la posible existencia de determinados contaminantes
mediante el andlisis de las proporciones Axeso/Azso ¥ Azeo/Azzo . La primera arroja
informacion sobre la presencia de proteinas o de fenol, y su valor se situ6 entre 1.7 y 1.9,
que el caso del ADN, y en torno a 2 en el caso del ARN. La segunda es indicativa de la
aparicion de contaminantes como el EDTA, los carbohidratos o igualmente de fenol, y
oscilé entre 1.8 y 2.2. Tras la cuantificacion y el analisis de la pureza se procedi6 a valorar
la eficiencia del acido nucleico extraido mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%

(p/v) en tampon TAE 1X.
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Sintesis de ADNc¢

La sintesis de ADN complementario (ADNCc) se llevé a cabo a partir del ARN total
extraido, empleando el kit Super Script III First-Strand Synthesis Super Mix for qRT-PCR
(Invitrogen, USA) segun el protocolo descrito por el fabricante. E1 ADNc resultante se
alicuoto y se almacen6 a -20°C. Por cada estadio de desarrollo del fruto se realizaron un

total de 3 réplicas biolodgicas.

RT-PCR cuantitativa a tiempo real

El analisis de la expresion génica de los distintos miembros de la familia CUS en el
pericarpo del fruto de tomate se llevé a cabo mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real
por medio de un termociclador Bio-Rad C1000 acoplado a un sistema de deteccion
CFX96™ Real-Time PCR (Bio-Rad, USA). Para ello se empleo el kit SsoAdvanced™
SYBR" Green Supermix (Bio-Rad, USA) en base a las instrucciones del fabricante, para
un volumen final de reaccion de 20 pL con una concentracion 0.125 uM de cebadores y 25
ng ADNc por reaccion. Las reacciones de amplificacion se efectuaron en placas de 96
pocillos (Applied Biosystems, USA) bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de 3
min a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15 s a 95°C, 15 s a 58°C y 20 s a 72°C , y un ciclo
final de 10 s a 95°C. Por cada estadio de desarrollo y cada uno de los genes CUS se
analizaron un total de 3 réplicas biologicas. Con objeto de normalizar las muestras se
emplearon 3 genes enddgenos recomendados por Exposito-Rodriguez et al. (2008) para el
analisis de la expresion génica en frutos de tomate: CAC (Solyc082006960), EXPRESSED
(Solyc07g025390) y SAND (Solyc03g115810). La cantidad relativa de los transcritos (RQ)
de los diferentes genes CUS se determind por el método ACt considerando la eficiencia de
los cebadores (Pfaffl, 2001) e incluyendo los genes endogenos (Vandesompele et al.,
2002). La eficiencia de los cebadores se calculd6 mediante curvas de calibracion con un
R*>0.99 y un error < 0.05, las cuales fueron elaboradas a partir de diluciones seriadas cuyo
rango de concentracion abarcaba 3 oOrdenes de magnitud (Bustin et al., 2009). Los
cebadores usados para la amplificacion y sus correspondientes eficiencias se muestran en

la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Secuencias de cebadores usados para el analisis de expresion génica de los miembros de la
familia CUS mediante PCR cuantitativa a tiempo real. Para cada una se indica la longitud en pares de
bases (pb) del amplicon generado y la eficiencia de amplificacion. ' Girard er al. (2012), * este trabajo, *
Exposito-Rodriguez et al. (2008).

Simbolo Locus gen Secuencia de cebadores sentido y Longitud Eficiencia
gen antisentido (5’-3°) (pb)
CUS 1 Solyc11g006250 '~ GCAACACTTCATGTTGTGCTACTT 110 0.928
CAATATCACACTCCACCCTACAAA
CUS2 Solyc04g050730 >  ATCCACCAAACGCATATTCATTT 115 0.952
CACAAAATGCAAGCACTAAAAGT
CUS3 Solyc04g050570 °  TCACACCAAAACATATACACACA 81 0.912
AGAATGAATGAACTAGGTGGTGT
CUS 4 Solyc06g083650 > ACCTCGTGCTTTCTTTGTGT 91 1.002
AGGTGGAGAATCTGCCCTTG
CUS 5 Solyc09g063060 > ACATGTACTCTCAGGGGATCA 88 0.999
ACGTAAAACATGACAATCCGGA
cAC Solyc08g006960 * CCTCCGTTGTGATGTAACTGG 173 0918
ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG
EXP Solyc07g025390 * GCTAAGAACGCTGGACCTAATG 183 0.957
TGGGTGTGCCTTTCTGAATG
SAND Solyc03g115810 ° TTGCTTGGAGGAACAGACG 164 0.944
GCAAACAGAACCCCTGAATC
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RESULTADOS

Tal y como se ha comentado en el capitulo 1 de esta tesis, en la pared celular mas
externa pueden distinguirse dos zonas bien definidas: una regién no cutinizada,
correspondiente a la parte polisacaridica de la pared, y una region cutinizada, mas externa,
rica en material lipidico. A fin de determinar en estas regiones la presencia y la
localizacion tanto de los cutinsomas como de la proteina CUS1 se realizaron diversos
ensayos de inmunolocalizacidn sobre cortes de epidermis de frutos de tomate de un amplio
abanico de estadios de desarrollo, desde el ovario hasta el estadio de rojo maduro. Una vez
concluidos se procedi6 al andlisis de la densidad de marcaje de los distintos anticuerpos,
cuyos valores medios se recogen en la Tabla 2.2. Estos datos permitieron, por un lado,
confirmar la presencia tanto de los cutinsomas como de la CUSI en la epidermis de los
frutos de tomate. Asimismo, en ambos casos se constatd la ausencia de marcaje en las
capas celulares localizadas por debajo de la epidermis. La enzima CUS1 fue detectada a lo
largo de los primeros 20 dias de desarrollo del fruto. Una vez alcanzado ese estadio, la
densidad de marcaje disminuye de manera significativa hasta ser practicamente nula entre
el periodo comprendido entre los 30 dda y la maduracion. En los estadios iniciales del
desarrollo también se registro la presencia de los cutinsomas, pero en su caso el marcaje
quedo restringido Uinicamente a los estadios comprendidos entre el ovario y los 10 dda,
ambos inclusive. Cabe destacar que el valor maximo en la densidad de marcaje se alcanzo
de forma casi simultanea en ambos casos, abarcando un espacio de tiempo muy limitado
comprendido desde los 7 dda, momento en el cual se produjo el pico de densidad de CUSI,

hasta los 9 dda, en el que tuvo lugar el de los cutinsomas.
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Tabla 2.2. Densidad de marcaje de CUS1 y de cutinsomas durante el desarrollo del fruto de tomate.
Los datos estan expresados como la media del namero de particulas de oro por pm?*+ error estandar. dda, dias
después de antesis. (-), no hay marcaje o las particulas de oro se encuentran muy dispersas. Los controles sin
anticuerpos primarios mostraron una densidad de marcaje <0.15.

Estadio (dda) CUS1 Cutinsomas

ovario 4.03 +£0.28 1.17£0.11

2 3.24+0.32 0.93 £0.09

5 3.70£0.23 0.78 £0.10

7 5.25+£0.31 0.76 £0.07

9 3.84+£0.31 1.95+0.11

10 2.98+£0.20 0.26 £0.04
15 3.21+£0.21 -
20 2.37+0.16 -
25 0.68 £0.05 -
35 - -
45 - -
55 - -

Inmunolocalizacion de la proteina CUS1

Los ensayos de inmunolocalizacion de CUS1 no solo revelaron diferencias temporales
a lo largo del desarrollo sino que también se observaron cambios espaciales significativos,
pudiendo distinguirse distintas localizaciones de la proteina en funcion del estadio en el
que se encuentre el fruto. Asi, en los estadios tempranos del crecimiento de este 6rgano,
mas concretamente desde la antesis a los 6 dda, CUS1 se ubica exclusivamente en el
interior de las células epidérmicas y en aquella zona de la pared celular mas externa que no
estd cutinizada (Fig. 2.2, A-D).7 dda podria considerarse como un estadio de transicion en
el que ademas de situarse en dichas regiones también estd presente en la cuticula (Fig. 2.3,
A). Sin embargo, la enzima abandona el interior celular a partir de los 8 dda, aunque sigue
encontrandose tanto en la region cutinizada de la pared celular més externa como en la no
cutinizada (Fig. 2.3, B-C). Una vez que el fruto alcanza los 10 dias de desarrollo y hasta el

estadio de 25 dda la proteina se localiza inicamente en la zona cutinizada (Fig. 2.3, D).

Asimismo, la ausencia de un patron de distribucion uniforme queda patente en las
imagenes recogidas en las Figuras 2.2 y 2.3. Por un lado, en aquellos estadios en los que la
proteina estd presente en el interior de las células epidérmicas se puede observar que su
localizacion queda restringida a la parte mas apical de la célula, en estrecha proximidad
con la membrana plasmatica y la pared celular mas externa (Figs.2.2, Ay Dy 2.3, A). En

aquellos frutos en los que la proteina se detecta en la region cutinizada y en la no
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cutinizada las particulas de oro se encuentran en su mayor parte cerca de la parte interna de
la cuticula (Fig. 2.3, A-C). Sin embargo, en estadios posteriores, donde CUS1 se distribuye
unicamente por la cuticula, no es posible distinguir regiones con una mayor o menor
densidad de marcaje, ya que se dispone de forma indistinta a lo largo de la misma (Fig. 2.3,

D).

En las Figuras 2.2 y 2.3, A-C se puede distinguir la procuticula, una capa delgada,
electrodensa y de naturaleza uniforme. Como ya se comentd en el capitulo 1, la cara
interna de esta procuticula no es homogénea sino que presenta una naturaleza globular
debido al acimulo de gotas electrodensas de tamafio variable (Figs. 2.2, Cy D y 2.3, A-C).
Los diversos ensayos de inmunolocalizacion constataron que CUSI no se localiza en el
interior de estas gotas osmiofilicas, aunque cabe destacar que en determinados casos las
particulas de oro se encontraron en estrecha proximidad con esos globulos, tal y como
muestra la Figura 2.2, D. La morfologia irregular de la cara interna de la cuticula
desaparece a los 10 dda, estadio que coincide con el momento en el que CUSI sufre un

cambio en su distribucion y se localiza inicamente en esta capa (Fig. 2.3, D).
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Figura 2.2: Inmunolocalizacion de la proteina CUS1 en cortes transversales de la epidermis de frutos de
tomate Cascada durante los primeros seis dias de crecimiento. A: Ovario. B: 2 dda. C: 5 dda. D: 6 dda. Las
particulas de oro se marcan con circulos rojos. Barra: 0.2 pm. dda: dias después de antesis.
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Figura 2.3: Inmunolocalizacion de la proteina CUSI en cortes transversales de la epidermis de frutos de
tomate Cascada. A: 7 dda, barra: 0.2 um. B: 8 dda, barra: 0.2 pm. C: 9 dda, barra: 0.2 pm. D: 10 dda, barra:
0.5 pm. Las particulas de oro se muestran rodeadas por circulos rojos. dda, dias después de antesis.

Inmunolocalizacion de los cutinsomas

A diferencia de lo observado en los distintos ensayos de inmunolocalizacion realizados
para la proteina CUSI1, el marcaje de los cutinsomas mediante anticuerpos especificos no
revelé ninguna modificacion destacable a lo largo del desarrollo en lo referente a su
localizacién en el pericarpo del fruto. Estas nanoparticulas se encuentran en la region mas
externa del interior de las células epidérmicas, préximas a la membrana plasmatica, asi
como en la region no cutinizada de la pared celular mas externa (Fig. 2.4, A-D). Esta
distribucion se mantiene desde el momento de la antesis hasta los 10 dias de desarrollo del

fruto y solo de forma excepcional se encontraron particulas de oro en el interior de la
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procuticula. En estos casos, el marcaje quedo restringido a la parte mdas interna de esta

capa, cerca de la region no cutinizada (Fig. 2.4, D).

¥ F i ~ -
£ X 1 | ] . 0 1‘; | W
Figura 2.4: Inmunolocalizacion de cutinsomas en cortes transversales de la epidermis de frutos de tomate

Cascada. A: Ovario, barra 0.2 um. B: 2 dda, barra: 0.5 pm. C: 7 dda, barra: 0.5 pm. D: 9 dda, barra: 0.2 pm.
Las particulas de oro se marcan con circulos rojos. dda: dias después de antesis.

Adicionalmente, se tomd una serie de imagenes de MET a mayor resoluciéon con el
objetivo de constatar la presencia de los cutinsomas en aquellos frutos que no habian sido
tratados con OsOy4 (Fig. 2.5). En estas iméagenes se puede observar que la superficie interna
de la procuticula presenta una estructura amorfa en la cual se agrupan un gran niimero de
globulos electrodensos que estdn en estrecho contacto con esta capa, aunque también
pueden distinguirse en sus proximidades (Fig. 2.5, A-C). En estas regiones de la pared
celular mas externa donde se acumula material electrodenso fue posible detectar marcaje

de los cutinsomas (Fig. 2.5, A-C). Por ultimo, la Figura 2.5, D muestra una imagen de alta
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resolucion donde se acumulan particulas de oro tanto en el interior como en el exterior de
una célula epidérmica, distribuyéndose por la cara interna de la region no cutinizada de la

pared celular mas externa.

Figura 2.5: Imagenes a alta magnificacion de la epidermis de frutos de tomate Cascada de 5 dias de
desarrollo en las que se muestra la inmunolocalizacion de los cutinsomas. A-B: Barra: 0.2 um. C: barra: 100
nm. D: barra: 500 nm. Los circulos rojos enmarcan las particulas de oro.

Otras observaciones microscopicas

Es importante constatar que en un elevado nimero de células epidérmicas se ha
observado que durante el periodo comprendido entre los 6-8 dda la membrana plasmatica
adquiere un aspecto sinusoidal por la region apical. Al mismo tiempo, aparecen vesiculas o
acumulos de material electrodenso rodeados por el plasmalema y que parecen migrar hacia

la pared celular mas externa (Fig. 2.6).
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Figura 2.6: Imagenes de MET correspondientes a la region apical de diversas células epidérmicas de frutos
de tomate Cascada. En ellas se muestra la ondulacion de la membrana plasmatica en aquellas zonas donde se
acumulan vesiculas o material electrodenso en el espacio periplasmatico. A: 6 dda, barra: 0.2 um. B: 7 dda,
barra: 0.2 um. C: 7 dda, barra: 0.5 pm. D: 8 dda, barra: 0.5 pm. dda: dias después de antesis.

Expresion de las proteinas CUS

Como se ha indicado en la introduccion de este capitulo, la proteina CUSI se engloba
dentro de una familia génica que en el caso del tomate estd comprendida por 5 miembros
(Yeats et al., 2014). La comparacion de las secuencias aminoacidicas correspondientes a
estos 5 miembros de la familia CUS dio como resultado un porcentaje de identidad del
50.7%. Aunque CUS2 y CUS3 son los genes que muestran una mayor identidad con
respecto a CUS1 (76% y 74%, respectivamente), el nimero de residuos de CUS4 y CUSS

idénticos a CUS1 también result6 ser muy elevado (69% y 67%, respectivamente).
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Una vez comparadas sus secuencias aminoacidicas se analizaron los niveles de
expresion de los miembros de la familia CUS en la epidermis del fruto de tomate a lo largo
del desarrollo. Los resultados obtenidos se muestran en las graficas de la Figura 2.7. Por un
lado, estos resultados indican que la totalidad de los genes que componen la familia CUS
se expresan en la epidermis del fruto de tomate, siendo CUSI el que alcanza, con gran
diferencia con respecto al resto, el mayor nivel de expresion. En el caso de CUSI, el
maximo de expresion se alcanza a los 10 dda. A partir de ese estadio, su expresion
disminuye hasta alcanzar un minimo a los 25 dda, ya que en el intervalo comprendido entre

los 30 dda y el estadio de maduracion practicamente no se registro expresion de este gen.
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En cuanto a CUS2, solo se observd expresion en los primeros estadios de desarrollo,
concretamente desde el momento de la antesis hasta los 10 dda. En cambio, tanto CUS3
como CUS4 se expresan a lo largo del desarrollo en la totalidad de los estadios analizados,
produciéndose un pico de expresion de CUS4 entre los 10 y los 20 dda. Por ultimo, se
observd que CUSS5 se expresa unicamente desde los 10 dda hasta que comienza la

maduracion del fruto.
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DISCUSION
Implicacion de la aciltransferasa CUSI1 en la formacion de cutina

CUSI es una lipasa/hidrolasa con un dominio GDSL de la que se ha descrito su
participacion en la sintesis del biopolimero de cutina (Girard et al., 2012; Yeats et al.,
2012). Su implicacién directa en la deposicion del material cutinico fue puesta de
manifiesto por primera vez con la caracterizacion fenotipica de cutin deficient 1(cdl), una
mutacion que conlleva una disminucion significativa en la cantidad de cutina del fruto de
tomate maduro (Isaacson et al., 2009). CUSI1 se expresa en el pericarpo y, tal y como han
revelado diferentes ensayos de inmunolocalizacion de la proteina, presenta una
localizacion extracelular, mayoritariamente por la region cutinizada de la pared celular mas
externa (Girard ef al., 2012; Yeats et al., 2012). Ademas de expresarse en este tejido, se
encuentra en las hojas, y en menor grado, en las flores y en los tallos de tomate (Yeats et

al., 2012).

Los resultados que se recogen en este capitulo muestran una fuerte correlacion entre la
expresion génica de CUS1 y su inmunolocalizacion. Dados los niveles de expresion tan
bajos que los restantes miembros de la familia CUS muestran en el tejido epidérmico, se ha
obviado la posibilidad de que los anticuerpos utilizados pudieran reconocer los epitopos de
las otras proteinas CUS a consecuencia de la alta similitud entre sus secuencias. Por otra
parte, se ha observado que los niveles de expresion de CUSI1 durante la antesis y a los 5
dda son bajos a pesar de que los ensayos inmunoldgicos revelan que en esos estadios del
desarrollo la proteina se localiza en el interior celular. Esta discrepancia podria ser debida a
un factor de dilucion derivado del método de extraccion del RNA empleado. A diferencia
de los restantes, los frutos correspondientes a estos estadios no pudieron ser pelados debido
a su tamafio tan reducido, con lo que la extraccion tuvo que realizarse a partir del fruto
entero. Por otro lado, el pico de expresion observado entre los 10 y los 20 dias de
desarrollo coincide con el momento en el que la proteina comienza a localizarse en su
escenario molecular natural: la cuticula en crecimiento. Estos resultados concuerdan con el
incremento tan pronunciado de la cantidad de cuticula registrado durante este periodo por
Dominguez et al. (2008). En este punto cabe recordar que las pectinas de naturaleza 4cida
se hallan en la pared celular més externa durante el periodo comprendido entre la antesis y

los 7 primeros dias de desarrollo del fruto (como se describido en el capitulo 1). El
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momento en el que CUS1 comienza a ubicarse en la region cutinizada coincide por tanto
con el estadio en el que las pectinas acidas son menos abundantes. Sin embargo, se ha
descrito que la actividad optima de CUSI se alcanza a un valor de pH en torno a 5 (Yeats
et al., 2014). Por ello, seria necesaria una investigacion mas profunda sobre este aspecto
que permita clarificar como afecta este descenso de la cantidad de las pectinas no
esterificadas al pH del apoplasto, o mas concretamente, al pH de la cuticula en

crecimiento.

La expresion de CUSI se reduce notablemente a los 25 dda hasta llegar a ser
practicamente nula a partir de los 30 dda. Sin embargo, se ha visto que el crecimiento del
fruto del tomate continta hasta el estadio de rojo maduro (Dominguez ef al., 2012) y que
ademas, la cantidad de cuticula del mismo no disminuye durante los estadios finales del
desarrollo, sino que permanece invariable e incluso puede llegar a aumentar (Dominguez et
al., 2008; Espafa et al., 2014). Asimismo, tal y como se corroboro6 en el capitulo anterior,
aproximadamente el 50% de la expansion de la superficie del fruto ocurre desde los 25 dda
hasta el estadio final de desarrollo, lo cual hace pensar que en ese periodo se produce una
deposicion lipidica adicional. Por lo tanto, cabe inferir en la existencia de otro mecanismo,
o muy probablemente, en la implicacion de otra enzima u enzimas, en la deposicion de
cutina durante los estadios finales del desarrollo del fruto. Esta idea se reafirma con los
resultados obtenidos previamente por Isaacson et al. (2009) en los tomates cdl, en los
cuales la deposicion de cutina permanece invariable desde el estadio verde inmaduro hasta

el rojo maduro.

Los 4acidos grasos polihidroxilados que componen la cutina del fruto del tomate
conforman un polimero fuertemente entrecruzado debido a la participacién tanto de los
hidroxilos primarios como de los secundarios (Dominguez ef al., 2015). Sin embargo, se
han descrito estudios in vitro de la actividad de CUSI en los que se sefiala que la cuticula
es el resultado de una polimerizacion lineal en la que la esterificacion solo se produce entre
la “cabeza” y la “cola” de los acidos grasos constituyentes de la cutina (Yeats et al., 2014).
Recientemente, se ha constatado que en la cutina de frutos en las que existe una regulacion
negativa de CUS]1 se produce una disminucion en la proporcion relativa de los hidroxilos
secundarios esterificados al mismo tiempo que se incrementa la esterificacion de los
hidroxilos primarios (Philippe et al., 2016). Estos resultados sugieren que la proteina
CUSI1 podria estar implicada en el entrecruzamiento de la matriz de cutina, aunque cabria
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la posibilidad de que se viera afectada la expresion de una o varias enzimas que serian las
responsables de esos cambios (Philippe et al., 2016). Los cuatro genes CUS adicionales
identificados en tomate (Yeats et al., 2014), que presentan un porcentaje de identidad en
sus proteinas del 51% y la totalidad de los aminodcidos cataliticos conservados, podrian
estar implicados en la deposicion de cutina en los estadios finales del desarrollo; o bien, al
igual que CUSI, podrian ser responsables del entrecruzamiento de los monomeros. No
obstante, ninguno de estos cuatro genes se expresa de forma especifica en dichos estadios,
aunque cabe destacar que CUS2, CUS4 y CUSS5 muestran un patron de expresion similar a

CUSI.

La cutina como resultado de un mecanismo de autoensamblaje emergente en los

estadios iniciales del desarrollo

Los diversos estudios que se han realizado hasta la fecha enfocados en la cutinizacion
de la pared celular mas externa describen de manera sistematica en diferentes especies la
presencia de globulos electrodensos de tamafio variable en los estadios iniciales del
desarrollo que parecen migrar desde esta pared hacia la procuticula naciente, la cual
presenta un contorno irregular (ver Jeffree, 2006 y las referencias alli recogidas). Estas
estructuras globulares han sido propuestas como precursores de la procutina, en las que se
sintetiza o bien se ensambla la cutina (Frey-Wyssling y Miihlethaler, 1965; Hallam, 1970;
Heide-Jorgensen, 1978, 1991; Jeffree, 2006). Igualmente, se han encontrado globulos
osmiofilicos similares en la interfase entre la membrana plasmadtica y la pared celular mas
externa tras un tratamiento con auxina, hormona inductora del crecimiento (Kutschera et

al., 1987).

Los cutinsomas son particulas lipidicas formadas tras el autoensamblaje y la
polimerizacion parcial de mondmeros de cutina. Su presencia tanto en la epidermis como
en la pared celular mas externa de algunas especies ha sido constatada mediante el uso de
anticuerpos capaces de reconocer especificamente estas estructuras (Dominguez et al.,
2010; Kwiatkowska et al., 2014). Mas recientemente, se ha descrito su posible papel en la
deposicion de la cuticula del fruto de Olea europea L. (D’Angeli et al., 2013, 2016). Sin
embargo, la implicacion de dichas particulas en la sintesis y la deposicion de cutina atn no

ha sido abordada de manera generalizada.
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En el caso del fruto de tomate, los cutinsomas se localizan tanto en las células
epidérmicas como en la pared celular mas externa durante un periodo de tiempo muy
concreto, desde el ovario hasta los 10 dda. Al contrario de lo observado en los ensayos de
inmunolocalizacion de CUSI estas particulas ya estan presentes en el ovario, dispuestas en
el limite entre la zona cutinizada y la no cutinizada de la pared celular mas externa, lo que
sugiere una participacion activa en la formacion de la procuticula del mismo. En cambio,
estas nanoparticulas no se ubican en el interior de la cutina bien desarrollada, ni tampoco
presentan un patrén de distribucion diferente en funcion del estadio de desarrollo en el que
se encuentre el fruto. Aquellas que se localizan en el interior de las células epidérmicas lo
hacen siempre en las proximidades de la membrana plasmatica, o bien en la region del
citoplasma contigua a la pared celular mas externa. Los cutinsomas también han sido
identificados en las células epidérmicas del ovario de O.umbellatum, donde se distribuyen
en unos dominios citoplasmaticos especificos llamados lipotubuloides (Kwiatkowska,
2004; Kwiatkowska et al, 2014). Recientemente, se ha descrito que estos dominios podrian
actuar como metabolones integrados funcional y estructuralmente en los que tiene lugar la
sintesis lipidica (Kwiatkowska et al., 2015). Ademas, se ha visto que la formacién de los
cutinsomas se ve favorecida por un ambiente acido (Heredia-Guerrero et al., 2008). Por
ello, seria de especial interés para futuras investigaciones analizar como influye el pH del

citoplasma, localizacion celular en la que tiene lugar la formacidn de estas particulas.

El periodo en el cual los cutinsomas fueron detectados en el pericarpo del fruto se
corresponde con la fase en la cual se desarrolla la procuticula, es decir, la etapa de division
celular. Cabe recordar, como se describid en el capitulo 1, que en dicha etapa la pared
celular més externa es rica en pectinas acidas. La presencia de estas pectinas dcidas en la
region no cutinizada de la pared durante los primeros 7 dias de desarrollo del fruto podria
facilitar la estabilizacion quimica de los cutinsomas in vivo, induciendo la agregacion en
cadenas ramificadas y la condensacion de los mondmeros de cutina, tal y como ocurre in

vitro (Guzman-Puyol et al., 2015).

Asimismo, durante la etapa de division celular fue posible observar el acimulo de
vesiculas o material electrodenso en el espacio periplasmatico de la region apical de las
células epidérmicas del fruto, especialmente entre los 6-8 dda. Al mismo tiempo la
membrana plasmatica adquiere una apariencia sinusoidal en aquellas regiones donde se
agrupan vesiculas. Todo ello sugiere que en estas células podria estar sucediéndose un
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mecanismo de transporte similar al descrito por Paiva (2016), mediante el cual los
productos de secrecion se acumularian en el espacio periplasmatico y se liberarian hacia la
pared celular mas externa y la cuticula tras repetidos ciclos de contraccién y expansion
celular. Esta via podria facilitar el transporte de los constituyentes de la cutina, de
naturaleza lipidica y por tanto hidrofobica, desde el interior celular hacia la region

cutinizada de la pared celular mas externa.

Los resultados obtenidos en este capitulo contribuyen a describir un complejo escenario
sobre la sintesis y deposicion de cutina. La deposicion de cutina en los estadios iniciales de
desarrollo parece estar mediada por dos mecanismos. En un primer momento, el
autoensamblaje y la polimerizacién de los mondmeros de cutina actian como una fuerza
motriz que posibilita la formacion de una estructura supramolecular primaria, la
procuticula. Mas tarde, ocurre una deposicion masiva de cutina en la que se produce la
esterificacion quimica de los monomeros o de los oligdmeros lineales por mediacion de la
proteina CUSI. Existe un corto pero significativo periodo de tiempo, entre los 7 y los 10
dias de desarrollo del fruto, en el que los dos mecanismos actlian conjuntamente. En el
transcurso de estos dias, ademas, sucede una serie de cambios coordinados a nivel de la
pared celular mas externa, tal y como se describié en el capitulo 1. En base a todo ello,
seria interesante investigar la naturaleza de la interaccion entre ambos mecanismos en este
lapso de tiempo, que podria ser sinérgica o bien cooperativa, asi como su relacion con los
eventos que ocurren en las células epidérmicas. En este sentido, Isaacson et al. (2009) han
indicado que la cantidad de cutina de los tomates cd/ en comparacion con los silvestres es
significativamente menor en el estadio verde inmaduro. La caracterizacion de la cuticula
de estos mutantes durante el periodo en el que dichos mecanismos actuan simultdneamente
podria proporcionar informacion relevante que permita dilucidar la naturaleza de la

interaccion entre ambos.

Los cutinsomas no solo estarian implicados en la formacion de la cutina temprana sino
que también podrian participar en el transporte vesicular establecido entre la célula
epidérmica y la region mas externa de su pared celular apical. En los tltimos afos, el
transporte vesicular hacia la superficie celular de macromoléculas constituyentes de la
pared celular parcialmente sintetizadas se ha establecido como una via de investigacion de
especial interés (Casadevall et al., 2009; Toyooka et al., 2009). Cabe destacar que a dia de

hoy se desconoce el mecanismo exacto por el cual la proteina CUSI es transportada desde
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las células epidérmicas hacia la region cutinizada de la pared celular mas externa. Se ha
sugerido que el cambio en la localizacion de esta enzima podria estar facilitado por las
LTPs, o bien podria estar mediado por vesiculas (Dominguez et al., 2015). Por tanto, los
cutinsomas podrian constituir una via de transporte de CUS1 o de cualquier otra enzima
implicada en el desarrollo de la cuticula. Sin embargo, las diferencias temporales y
espaciales entre estas nanoparticulas y CUSI1 denotan lo contrario, por lo que seria
necesario ahondar en el andlisis de esta cuestion. Una investigacion mas detallada sobre la
naturaleza y morfologia del material celular que, como se describié anteriormente, se

excreta durante los 7-9 dda podria ser clave.

Como se ha comentado con anterioridad, la cuticula del fruto de tomate muestra una
estructura amorfa, aunque en otras especies es muy comun que la cuticula manifieste una
morfologia laminar o fibrilar (Jeffree, 2006). En base a ello podrian establecerse nuevas
vias de investigacion con el objetivo de determinar la implicacion de los cutinsomas y de

CUSI1 en la formacidn de esas estructuras altamente ordenadas.

Los mecanismos de sintesis de cutina que se han postulado en este capitulo hacen
referencia unicamente a los primeros estadios de desarrollo de la cuticula. Estos
constituyen la base de un escenario a nivel molecular més complejo que ademas incluiria la
implicacion de una enzima, o bien un conjunto de enzimas, en la ramificacion de la cutina
por medio de la esterificacion de los hidroxilos secundarios, y en la deposicion de la cutina
durante los estadios més avanzados del desarrollo. Teniendo en cuenta el papel primordial
que la cuticula juega en la supervivencia de la planta y como esta responde a los cambios
en el medio ambiente seria de especial interés la identificacion de estas proteinas y de los

mecanismos por los cuales se regulan todos estos procesos.

110



Capitulo 2

BIBLIOGRAFIA

Bustin SA, Benes V, Garson JA, Hellemans J, Huggett J, Kubista M, Mueller R, Nolan T, Pfaffl
MW, Shipley GL, Vandesompele J, Wittwer CT. 2009. The MIQE guidelines: minimum information for

publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin Chem 55:611-622.

Canovas F.1995. Manejo del cultivo sin suelo. In: F Nuez, ed, El Cultivo del Tomate. Mundi Prensa,
Madrid, Spain, pp: 227-254.

Casadevall A, Nosanchuk JD, Williamson P, Rodrigues ML. 2009. Vesicular transport across the fungal
cell wall. Trends Microbiol 17: 158-162.

D'Angeli S, Falasca G, Matteucci M, Altamura MM. 2013. Cold perception and gene expression differ in
Olea europaea seed coat and embryo during drupe cold acclimation. New Phytol 197: 123-138.

D'Angeli S, Matteucci M, Fattorini L, Gismondi A, Ludovici M, Canini A, Altamura MM. 2016.
OeFADS, OeLIP and OeOSM expression and activity in cold-acclimation of Olea europaea, a perennial dicot
without winter-dormancy. Planta 243: 1279-1296.

Dominguez E, Lopez-Casado G, Cuartero J, Heredia A. 2008. Development of fruit cuticle in cherry
tomato (Solanum lycopersicum). Funct Plant Biol 35: 403-411.

Dominguez E, Heredia-Guerrero JA, Benitez JJ, Heredia A. 2010. Self-assembly of supramolecular lipid
nanoparticles in the formation of plant biopolyester cutin. Mol Biosyst 6: 948-950.

Dominguez E, Heredia-Guerrero JA, Heredia A. 2011. The biophysical design of plant cuticles: an
overview. New Phytol 189: 938-949.

Dominguez E, Fernandez MD, Lopez Hernandez JC, Pérez-Parra J, Espaiia L, Heredia A, Cuartero J.
2012. Tomato fruit continues growing while ripening, affecting cuticle properties and cracking. Physiol Plant

146: 473-486.

Dominguez E, Heredia-Guerrero JA, Heredia A. 2015. Plant cutin genesis: unanswered questions. Trends

Plant Sci 20: 551-558.

Espaiia L, Heredia-Guerrero, Segado P, Benitez JJ, Heredia A, Dominguez E. 2014. Biomechanical
properties of tomato fruit cuticle during development are modulated by changes in the relative amount of

their components. New Phytol 202: 790-802.

Expésito-Rodriguez M, Borges AA, Borges-Pérez A, Pérez JA. 2008. Selection of internal control genes
for quantitative real-time RT-PCR studies during tomato development process. BMC Plant Biol 8: 131.

Frey-Wyssling A, Miihlenthaler A. 1965. Ultrastructural Plant Cytology. Elsevier, Amsterdam, The
Netherlands.

111


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hellemans%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huggett%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kubista%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mueller%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nolan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pfaffl%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pfaffl%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shipley%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandesompele%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wittwer%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19246619

Capitulo 2

Girard AL, Mounet F, Lemaire-Chamley M, Gaillard C, Elmorjani K, Vivancos J, Runavot JL,
Quemener B, Petit J, Germain V, Rothan C, Marion D, Bakan B. 2012. Tomato GDSLI is required for
cutin deposition in the fruit cuticle. Plant Cell 24: 3119-3134.

Guzman-Puyol S, Benitez JJ, Dominguez E, Bayer IS, Cingolani R, Athanassiou A, Heredia A,
Heredia-Guerrero JA. 2015. Pectin-lipid self-assembly: influence on the formation of polyhydroxy fatty
acids nanoparticles. PLoS One 10:e0124639.

Hallam ND. 1970. Leaf wax fine structure and ontogeny in Eucalyptus demonstrated by means of a

specialized fixation technique. J Microsc 92:137-144.

Heide-Jorgensen HS. 1978. The xeromorphic leaves of Hakea suaveolens R.Br. 11. Structure of epidermal

cells, cuticle development and ectodesmata. Bot Tidsskr 72: 227-244.

Heide-Jorgensen HS.1991. Cuticle development and ultrastructure: evidence for a procuticle of high

osmium affinity. Planta 183: 511-519.

Heredia A. 2003. Biophysical and biochemical characteristics of cutin, a plant barrier biopolymer. Biochim

Biophys Acta 1620: 1-7.

Heredia A, Heredia-Guerrero JA, Dominguez E, Benitez JJ. 2009. Cutin synthesis: A slippery paradigm.
Biointerphases 4: 1-3.

Heredia-Guerrero JA, Benitez JJ y Heredia A. 2008. Self-assembled polyhydroxy fatty acids vesicles: a

mechanism for plant cutin synthesis. Bioessays 30: 273-277.

Heredia-Guerrero JA, Dominguez E, Luna M, Benitez JJ, Heredia A. 2010. Structural characterization

of polyhydroxy fatty acid nanoparticles related to plant lipid biopolyesters. Chem Phys Lipids 163: 329-333.

Isaacson T, Kosma DK, Matas AJ, Buda GJ, He Y, Yu B, Pravitasari A, Batteas JD, Stark RE, Jenks
MA, Rose JK. 2009. Cutin deficiency in the tomato fruit cuticle consistently affects resistance to microbial

infection and biomechanical properties, but not transpirational water loss. Plant J 60: 363-377.

Jeffree CE. 2006. The fine structure of the plant cuticle. In: M Riederer M, C Miiller, eds, Biology of the
Plant Cuticle. Blackwell Publishing, Oxford, UK, pp: 11-125.

Kwiatkowska M. 2004. The incorporation of 3H-palmitic acid into Ornithogalum umbellatum lipotubuloids,
which are a cytoplasmic domain rich in lipid bodies and microtubules. Light and EM autoradiography. Acta

Soc Bot Pol 73: 181-186.

Kwiatkowska M, Polit JT, Poplonska K, Stepinski D, Wojtczak A. 2013. Immunogold method evidences
that kinesin and myosin bind to and coupe microtubules and actin filaments in lipotubuloids of Ornithogalum

umbellatum ovary epidermis. Acta Physiol Plant 35: 1967-1977.

112



Capitulo 2

Kwiatkowska M, Wojtczak A, Poplonska K, Polit JT, Stepinski D, Dominguez E, Heredia A. 2014.
Cutinsomes and lipotubuloids appear to participate in cuticle formation in Ornithogalum umbellatum ovary

epidermis: EM-immunogold research. Protoplasma 251: 1151-1161.

Kwiatkowska M, Polit JT, Stepinski D, Poploniska K, Wojtczak A, Dominguez E, Heredia A. 2015.
Lipotubuloids in ovary epidermis of Ornithogalum umbellatum act as metabolons: suggestion of the name

‘lipotubuloid metabolon’. J Exp Bot 66: 1157-1163.

Kutschera U, Bergfeld R, Schopfer P. 1987. Cooperation of epidermis and inner tissues in auxin-mediated

growth of maize coleoptiles. Planta 170: 168-180.

Larkin MA, Blackshields G, Brown NP, Chenna R, McGettigan PA, McWilliam H, Valentin F,
Wallace IM, Wilm A, Lopez R, Thompson JD, Gibson TJ, Higgins DG. 2007. Clustal W and Clustal X
version 2.0. Bioinformatics 23: 2947-2948.

Pfaffl MW. 2001. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR. Nucleic Acids
Res 29: e45.

Philippe G, Gaillard C, Petit J, Geneix N, Dalgalarrondo M, Bres C, Mauxion JP, Franke R, Rothan
C, Schreiber L, Marion D, Bakan B. 2016. Ester cross-link profiling of the cutin polymer of wild-type and
cutin synthase tomato mutants highlights different mechanisms of polymerization. Plant Physiol 170: 807-
820.

Prats-Mateu B, Hauser MT, Heredia A, Gierlinger N. 2016. Waterproofing in Arabidopsis: following
phenolics and lipids in situ by Confocal Raman Microscopy. Front Chem 4: 10-16.

Toyooka K, Goto Y, Asatsuma S, Koizumi M, Mitsui T, Matsuoka K. 2009. A mobile secretory vesicle
cluster involved in mass transport from the Golgi to the plant cell exterior. Plant Cell 21: 1212-1229.

Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, Poppe B, Van Roy N, De Paepe A, Speleman F. 2002. Accurate
normalization of real-time quantitative RT-PCR data by geometric averaging of multiple internal control

genes. Genome Biol 3: research 0034.

Yeats TH, Martin L, Viart H, Isaacson T, He Y, Zhao L, Matas AJ, Buda G, Domozych DS, Clausen
MH, Rose JKC. 2012. The identification of cutin synthase: formation of the plant polyester cutin. Nature
Chem Biol 8: 609-611.

Yeats TH, Huang W, Chatterjee S, Viart HM, Clausen MH, Stark RE, Rose JK. 2014. Tomato Cutin
Deficient 1 (CD1) and putative orthologs comprise an ancient family of cutin synthase-like (CUS) proteins

that are conserved among land plants. Plant J 77: 667-675.

Yeats TH, Rose JKC. 2013. The formation and function of plant cuticles. Plant Physiol 163: 5-20.

113



YOVIYIN 3d
AvaISd3AINND




CAPITULO 3

ESTUDIO DE LA CUTICULA DEL
FRUTO DE TOMATE DE LAS
ESPECIES DE LA SECCION
LYCOPERSICON



YOVIYIN 3d
AvaISd3AINND




Capitulo 3

INTRODUCCION

El tomate cultivado (Solanum Ilycopersicum L.) es un miembro de la familia
Solanaceae, encuadrado actualmente en el género Solanum dentro de la seccion
Lycopersicon (Peralta et al., 2008). No obstante, su ubicacion genérica dentro de esta
familia ha sido tema de controversia a lo largo de los afios. Los boténicos reconocieron
desde un principio su afinidad con otras plantas de la actual familia Solanaceae tras la
introduccion de los tomates en Europa. En 1561, Anguillara identifico al tomate como la
planta descrita por Galeno en el siglo II d.C. denominada Lycopersicon (Peralta y Spooner,
2006). Un siglo mas tarde, Tournefort (1694) consideré que el tomate cultivado formaba
parte de un grupo distinto de las plantas que actualmente forman el género Solanum y lo
encuadr6 en uno diferente al que denomind Lycopersicon, de acuerdo con el nombre
previamente propuesto por Anguillara. Sin embargo, unos afios después, Linneo (1753)
incluyd al tomate cultivado dentro del género Solanum bajo el nombre Solanum
lycopersicum mientras que Miller (1754) definié formalmente el género Lycopersicon,
clasificando al tomate cultivado como Lycopersicon esculentum (1768). Esta ultima
clasificacion persisti6 durante décadas hasta que, en base a la informaciéon morfologica y
molecular recabada a lo largo de los ultimos afios, el tomate cultivado ha quedado
nuevamente englobado dentro del género Solanum, al igual que las 12 especies de tomates
silvestres emparentadas con dicha especie. Todas ellas conforman la seccion Lycopersicon

(Peralta y Spooner, 2000, Foolad, 2007; Peralta et al., 2008).

Los tomates silvestres se distribuyen por la region andina, que abarca las islas
Galéapagos y los paises de Colombia, Perti, Ecuador, Bolivia y Chile. La vasta extension de
esta zona incluye habitats muy diversos, desde las costas aridas del océano pacifico hasta
los 3300 metros de altitud de las montafias de los Andes, pasando por los numerosos valles
que caracterizan a esta region. Su adaptacion a los diferentes microclimas y a la
heterogeneidad de las condiciones del suelo les ha permitido desarrollarse en dareas
geograficamente aisladas. De esta forma, la variedad geografica ha desencadenado la
diversidad de las distintas especies de tomates silvestres (Warnock, 1988; Peralta y
Spooner, 2000). Por ello, las especies encuadradas en la seccion Lycopersicon (Tabla 3.1)
representan un excelente modelo para el estudio de la demografia de los organismos
vegetales y su adaptacion local (Bondel et al., 2015). Asi, es posible encontrar en este

grupo desde especies endémicas como S. cheesmaniae o S. galapagense, propias de las
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islas Galapagos (Darwin et al, 2003), hasta especies adaptadas a ambientes desérticos,
como S. chilense, o costeros, como S. peruvianum, asi como algunas capaces de

desarrollarse a elevada altitud en pendientes rocosas, como S. neorickii (Peralta et al.,

2008).

Tabla 3.1. Especies que conforman la seccién Lycopersicon. Tomado de Peralta ef al. (2005, 2008).

Especie Habitat Altitud (m)
S. arcanum Peralta Pendientes y valles secos. 100-2800
S. cheesmaniae (L. Riley) Gran variedad de habitats.
. . 0-500
Fosberg Ambientes salinos.
S. chilense (Dunal) Reiche Llaquras FESTRS WL EE: 0-3250
Desiertos costeros.
S. chmielewskii (C.M. Rick,
Kesicki, Fobes & M. Holle) L
D.M. Spooner, G.J. Anderson Valles ridos. 1600-3200
& R.K. Jansen
S GO Pendientes rocosas y arenosas. 200-3300
Macbr.
S. galapagense S. Darwin &  Regiones costeras y aridas de
oy 0-50
Peralta rocas basalticas y lava.
S. habrochaites S. Knapp &
D.M Spooner f.glabratum Ambientes forestales. 200-3300
C.H. Miill.
S. huaylasense Peralta Pendientes rocosas. Valle del rio 1700-3000
Fortaleza.
. Gran variedad de habitats
S TR L distribuidos por todo el mundo. bl
5. neort ckii (C.M. Rick, Pendientes rocosas. A menudo
Kesicki, Fobes & M. Holle)
puede encontrarse en las 1950-2600
D.M. Spooner, G.J. Anderson o
inmediaciones de las carreteras.
& R.K. Jansen
§ el Coel Laderas rocosas y secas y areas 0-2300
arenosas.
Colinas y desiertos costeros.
. Ocasionalmente crece en los
8. peruvianum L. valles costeros, al borde de los 0-600
rios.
0-500
S. pimpinellifolium L. Habitats costeros secos. (excepcionalmente

hasta 1400)
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Las relaciones filogenéticas entre las distintas especies emparentadas con el tomate
cultivado han sido objeto de numerosos estudios y atin no han sido totalmente esclarecidas.
Peralta et al. (2008), basandose en estudios cladisticos y fenéticos previos que incluian
datos morfologicos y moleculares, reconocieron cuatro grupos informales dentro de la
seccion Lycopersicon: ‘Lycopersicon’, ‘Arcanum’, ‘Eriopersicon’ y ‘Neolycopersicon’,
que reflejan las posibles relaciones entre las diferentes especies de la seccion.
‘Lycopersicon’ esta formado por las especies S. lycopersicum, S. pimpinellifolium, S.
galapagense 'y S. cheesmaniae. ‘Arcanum’ incluye las especies S. arcanum, S.
chmielewskii 'y S. neorickii mientras que ‘Eriopersicon’ incluye las especies S.
huaylasense, S. chilense, S. cornelliomuelleri, S. peruvianum y S. habrochaites.
Finalmente, ‘Neolycopersicon’ s6lo contiene la especie S. pennellii y se considera hermana
del resto de la seccion. Estudios filogenéticos posteriores apoyan esta clasificacion con
algunas salvedades (Rodriguez et al., 2009; Aflitos et al., 2014; Dodsworth et al., 2016).
Asi, en el andlisis realizado por Rodriguez et al. (2009) con 18 marcadores COSII
(Conserved Ortholog Set II), S. huaylasense queda como especie hermana del grupo
‘Arcanum’ en lugar de formar parte del grupo ‘Eriopersicon’ mientras que S. habrochaites
y S. pennellii agrupan juntas como taxones hermanos (Fig. 3.1.A). Esto ultimo también
queda reflejado en el andlisis filogenético realizado por Aflitos et al. (2014) basado en
marcadores SNP (Single-Nucleotide Polymorphism) de todo el genoma (Fig. 3.1.B). En
este caso, S. huaylasense si queda integrada en el grupo ‘Eriopersicon’. Més recientemente,
Dodsworth et al. (2016) emplearon los elementos repetitivos del genoma, obtenidos en la
secuenciacion del genoma (Aflitos ef al., 2014), para realizar un anélisis de las distintas
especies de la seccion Lycopersicon (Fig. 3.1.C). Estos autores obtuvieron algunas
diferencias notables con respecto a lo obtenido por Aflitos et al. (2014). Asi, S.
habrochaites aparece como especie hermana de los grupos ‘Lycopersicon’ y ‘Eriopersicon’
y no como especie hermana de S. pennellii. Por su parte, el grupo ‘Arcanum’ desaparece
quedando S. chmielewskii y S. arcanum dentro del grupo ‘Lycopersicon’ y S. neorickii
como especie hermana de este grupo. Esta localizacion de S. chmielewskii y S. arcanum
podria estar reflejando su empleo en la mejora del tomate cultivado como fuente de
introgresion de diversos caracteres (Dodsworth et al., 2016). En este sentido, ‘Heinz 1706
BG’ contiene multiples introgresiones de S. pimpinellifolium (Tomato Genome

Consortium, 2012) y Lin et al. (2014) encontraron en lineas puras y en tomates de industria
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fragmentos exoticos de ADN que contenian genes de resistencia, los cuales permanecieron

intactos tras varias generaciones de retrocruzamientos.

A 5. cheesmaniae B

5 cheesmaniae
5. galapagense 5. galapagense
5. pimpinellifelivm 5 pimpinellifolium
5. lyveopersicum & lycopersicum
5 neorickil 5 chmielewskii
5. chmielewskii E 5. neorickii
5, arcanur

S. arcanum < chilense
———————————————— 5 huaylasense ¥
5 5. peruvianum
o e 5 huaylasense
= 5. corneliomulleri 5 corneliomulleri
5. peruviantm — & habrochaites
-
— 5 habrochaites & pennellil
| S— pennellii
C — 5. cheesmaniae LAD483

S chmielewskii LA2663
— 8. Ivcopersicum LYC2962
— 5. Ivcopersicum PI129097

G0 S lvcopersicum LYC3153
5. lycopersicum LYC1969

— 5. Iycopersicum LAZT06

5. galapagense LA1044
99 —% pimpinellifolium LA1584
S Ivcopersicum LAZ838A
_‘6—3_.5‘.amanum L.'?LEITZ
100 S. Iveopersicurm EA01049
5. neorickii LAQ735
— S corneliomulleri LAD118

100
100 5. peruvianum LA1278
8 =5~ S chilense CGN15530
100 5. huaylasense LA1365

5. pennellii LA716
5. habrochaites LYC4
- 5. tuberosum 2000

Figura 3.1: Relaciones filogenéticas de la seccion Lycopersicon. Imagen tomada de Dodsworth ef al. (2016).
A: Representacion realizada por Dodsworth et al. (2016) del filograma bayesiano propuesto por Rodriguez et
al. (2009). Todas las ramas tienen valores de analisis de bootstrap elevados con excepcion de la sefialada con
un asterisco. B: Representacion realizada por Dodsworth et al. (2016) del arbol de consenso estricto obtenido
por Aflitos et al. (2014) mediante analisis de maxima verosimilitud. Todas las ramas tienen valores de
analisis de bootstrap elevados. C: Arbol filogenético obtenido por analisis de maxima parsimonia
(Dodsworth et al., 2016). Los niimeros indican los valores del analisis de bootstrap. La longitud de las ramas

es proporcional al nimero de cambios en la abundancia de los elementos repetitivos (barra).

El tomate alcanzo un alto grado de domesticacion antes de ser llevado a Europa, donde
fue identificado por primera vez por el botanico Matthiolus en el afio 1544. En un primer

momento fue cultivado como planta ornamental, ya que por entonces existia la creencia de
120



Capitulo 3

que podria ser venenoso. No fue hasta finales del siglo XVI cuando fue considerado como
comestibles en regiones del sur de Europa, desde las cuales se extendi6 a los paises del
norte y a otras areas del mundo (Liedl ef al., 2013). No obstante, el curso de su
domesticacion a partir de las especies silvestres ain no se conoce con total certeza.
Actualmente son dos las hipotesis mas aceptadas; una de ellas sostiene que el centro del
origen de la domesticacion estd en Pert (de Candolle, 1886) mientras que Jenkins (1948)
lo sitiia en México (Esquinas-Alcazar y Nuez, 1995; Peralta y Spooner, 2007; Bauchet y
Causse, 2012). El analisis comparativo de entradas de tomate procedentes de ambas
regiones ha mostrado que comparten isoenzimas (Rick y Fobes, 1975) y marcadores
moleculares similares (Villand et al., 1998). No obstante, ninguna de estas hipdtesis es
concluyente, por lo que también se ha planteado la opcion de que la domesticacion surgiera
de manera independiente en ambas localizaciones (Peralta y Spooner, 2006; Bauchet y

Causse, 2012).

Otra de las cuestiones que genera cierta controversia acerca de la domesticacion es el
posible papel de S. lycopersicum var. cerasiforme (Alef.) Voss en este proceso. Mientras
que algunos autores han propuesto a esta variedad como un intermediario entre S.
pimpinellifolium y el tomate cultivado (Rick y Fobes, 1975; Blanca et al., 2012) diversos
estudios genéticos han mostrado que la mayor parte de las entradas pertenecientes a la
misma son una mezcla de tomates silvestres y cultivados en vez del ancestro de las formas
cultivadas (Nesbitt y Tanksley, 2002; Peralta et al, 2008). Blanca et al. (2012) han
sefialado que un gran nimero de entradas de dicha variedad son una mezcla entre el tomate
cultivado y S. pimpinellifolium, mientras que aquellas que no lo son podrian ser similares
al ancestro a partir del cual se origino el tomate cultivado. Asi, estos autores proponen una
hipotesis por la que el proceso de domesticacion tendria lugar en dos pasos: una
predomesticacion que habria tenido lugar en la region andina seguida de una auténtica
domesticacion en Mesoamérica. Cabe aclarar que en base a los resultados de los estudios
moleculares mencionados (Nesbitt & Tanksley, 2002) y dado que no es posible distinguir
las formas cultivadas de las silvestres en especimenes de herbario, la clasificacion actual

del tomate no reconoce la variedad cerasiforme (Peralta et al., 2008).

El empleo de plantas modelo ha permitido un importante avance en la comprension de
procesos fundamentales relacionados con la bioquimica, genética, fisiologia, desarrollo,

etc. (Hunter, 2008). El tomate se ha convertido en un modelo de planta con fruto tipo baya
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ya que tiene varias de las caracteristicas que definen a las plantas modelo, esto es, un
genoma relativamente pequeiio, pocos cromosomas, se puede transformar facilmente y
ademas hay una amplia coleccion de mutaciones monogénicas disponibles para su estudio
(Rick, 1974; Peterson et al., 1998; Lozano et al., 2009; Tomato Genetics Resource Center,
http://tgrc.ucdavis.edu/). Asi, en las ultimas décadas ha habido un avance considerable en
el conocimiento de diversos aspectos relacionados con la anatomia (Gillaspy et al., 1993),
el crecimiento y la maduracion del fruto (Seymour et al., 2013), la composicion y cambios
estructurales de la pared celular (Lunn et al, 2013) al igual que con el desarrollo y
propiedades de la cuticula (Dominguez et al., 2011; Martin y Rose, 2014). En este sentido,
se ha puesto de manifiesto el importante papel que juega la cuticula en aspectos como el
desarrollo de la epidermis, la firmeza e integridad del fruto, la pérdida de agua o la
resistencia a fisiopatias tales como el agrietado (Young, 1947; Paran y van der Knaap,

2007; Javelle et al., 2010; Dominguez et al., 2011; Rodriguez et al., 2011).

La variabilidad natural presente en las especies silvestres de tomate convierte a estas en
un potente recurso para la mejora del tomate cultivado. Asi, se ha identificado tolerancia a
la sal en S. cheesmaniae (Monforte et al., 1996, 1997, 1999), mayor contenido en solidos
solubles en S. chmielewskii (Azanza et al., 1995), caracteres asociados a la cosecha y
mayor contenido en azucares del fruto en S. pennellii (Eshed y Zamir, 1995; Fridman et
al., 2000, 2002) o resistencia a arafia roja y oidio en S. pimpinellifolium y S. habrochaites,
respectivamente (Ferndndez-Muiioz et al., 2003; Alba et al., 2009; Satkova et al., 2016).
Sin embargo, a nivel de cuticula son pocos los trabajos que han ahondado en la
variabilidad natural existente, estando la mayoria centrados en el anélisis de la variabilidad
dentro del tomate cultivado (Matas et al., 2004; Bargel y Neinhuis, 2005; Lopez-Casado et
al., 2007; Dominguez et al., 2008, 2009) o del efecto de determinadas mutaciones sobre la
cuticula y su desarrollo (Bargel y Neinhuis, 2004; Adato ef al., 2009; Isaacson et al., 2009;
Kosma et al., 2010; Nadakuduti et al., 2012). Mas recientemente se ha empezado a
explorar la variabilidad natural presente en las especies silvestres aunque de modo
limitado. Asi, Yeats et al. (2012a) realizaron una primera aproximacion estudiando algunos
caracteres de la cuticula de frutos maduros en seis entradas silvestres y Halinski y
Stepnowski (2016) han estudiado el perfil de alcanos de las ceras epicuticulares de hoja en
otras seis especies silvestres. Sin embargo, no se ha realizado ningin estudio en

profundidad de la cuticula de las especies silvestres emparentadas con el tomate cultivado
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con vistas a la identificacion de entradas con caracteres potencialmente deseables. Es este
precisamente, el objetivo de este trabajo, una caracterizacion preliminar de la cuticula de
diversas entradas de las especies de la seccion Lycopersicon con especial énfasis en el
desarrollo anatémico de la epidermis de los frutos, la arquitectura y composicion de la
cuticula y en las propiedades Opticas de la misma. Esta aproximacion, inédita por su
extension y objetivos de estudio, permitird, ademas de profundizar en el conocimiento de
la ultraestrcutura de la cuticula del fruto, establecer unas primeras bases para la utilidad de

determinadas especies con fines puntuales de mejora agrondmica.
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MATERIAL Y METODOS
Instalaciones

Los diferentes cultivos necesarios para la consecucion del presente capitulo se
realizaron en las instalaciones de la Estacion Experimental “La Mayora”, perteneciente al
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), situadas al sudeste de Espafia en

el término municipal de Algarrobo (Malaga).

El invernadero donde se llevaron a cabo es de tipo multitunel, constituido por tres
naves de policarbonato distribuidas en una superficie total de 576 m® (24 m x 24 m).
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.

Material vegetal

El material vegetal cultivado y analizado en el presente capitulo engloba a un conjunto
de 33 entradas correspondientes a las 13 especies de tomate incluidas en la seccidon
Lycopersicon (Tabla 3.2). A lo largo de la presente memoria las entradas iran acompanadas
de abreviaturas formadas por las 3 primeras letras del nombre de la especie a la que
pertenecen para facilitar su identificacion. En el caso de la variedad cerasiforme de
S. lycopersicum, la abreviatura estd formada por las 3 primeras letras de la variedad,
obviandose la especie. De igual manera la forma glabratum de S. habrochaites se abrevia
con las 3 primeras letras de la forma. La entrada de Heinz empleada corresponde a ‘Heinz
1706 BG’, aunque en la presente memoria se la denomina Heinz. El cultivar
‘Moneymaker’ estd abreviado en esta memoria como MM. En las Figuras 3.2, 3.3 y 3.4 se
indican la localizacion geografica y la altitud en las que fueron recolectadas.

Cabe resefiar que la clasificacion actual de la seccion Lycopersicon no reconoce ningiin
taxon por debajo del nivel de especie (Peralta et al., 2008). Sin embargo, en la presente
memoria se ha mantenido la nomenclatura de S.lycopersicum var. cerasiforme ya que la
entrada Mex-70 es una variedad local de tamafio intermedio entre el tomate domesticado y
S. pimpinellifolium. Asimismo, es necesario aclarar que, aunque la entrada PE-67 esta
catalogada como S./ycopersicum var. cerasiforme en el Tomato Genetics Resource Center
(http://tgrc.ucdavis.edu/, Universidad de Davis, USA), estudios moleculares recientes han

determinado que pertenece a la especie S. pimpinellifolium (Blanca et al., 2012).
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Tabla 3.2. Entradas empleadas en el presente trabajo. Para cada una de ellas se indica la especie a la que
pertenece, la ciudad o provincia y pais en el que fueron recolectadas, el modo de compatibilidad y el color de

sus frutos.
Especie Entrada Recoleccion Caracteristicas
MM Cultivar tradicional de mejora  Frutos rojos.
obtenido por F. Stoner Seed
Co. (RU).
Slcene e Heinz Cultivar moderno californiano  Frutos rojos.
de industria obtenido por
HeinzSeed Co. (USA).
S.lycopersicum var. Mex-70 Huauchinango (México). Autégama. Frutos rojos.
cerasiforme
PE-67 La Convencion (Pert). Autdgama. Frutos rojos.
LA-1589 Vira (Peru). Autogama. Frutos rojos.
S. pimpinellifolium
PE-7 Chiclayo (Pert). Autdgama facultativa. Frutos
rojos.
TO-937 Chiclayo (Pert). Autdgama facultativa. Frutos
rosa oscuro.
LA-0429 Isla de Santa Cruz (Galapagos, Autdgama. Frutos amarillentos.
Ecuador).
S. cheesmaniae
LA-1139 Isla de Isabela (Galapagos, Autégama. Frutos amarillentos.
Ecuador).
LA-0317 Isla de Bartolomé (Galapagos, Autdégama. Frutos anaranjados.
Ecuador).
S. galapagense . . .
LA-0530 Isla de Fernandina (Galapagos, Autdégama. Frutos anaranjados.
Ecuador).
LA-1028 Abancay (Pert). Autégama facultativa. Frutos
verdes.
LA-2678 Anta (Peru). Autogama facultativa. Frutos
amarillos.
LA-2695 Paruro (Peru). Autégama facutativa. Frutos
S. chmielewskii verdes.
LA-3644 Paruro (Peru). Autdgama facutativa. Frutos de
color variable (blanco, amarillo
o purpura).
LA-3654 Abancay (Peru). Autogama facultativa. Frutos
amarillos.
LA-2200 Chachapoyas (Pert). Autogama. Frutos verdes.
S. neorickii
PE-52 Abancay (Pert). Autégama. Frutos verdes.
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Tabla 3.2 (continuacion).

Especie Entrada Recoleccion Caracteristicas
PE-29 Contumaza (Peru). Aldgama autoincompatible.
Frutos verdes-blanquecinos.
S. arcanum ) )
PE-33 Otuzco (Peru). Aldgama autoincompatible.
Frutos verdes-blanquecinos.
PE-18 Huaylas (Peru). Aldgama autoincompatible.
Frutos verdes.
S. huaylasense
PE-20 Huaylas (Peru). Aldgama autoincompatible.
Frutos verdes.
PE-81 Entre Camana y Caylloma Alégama autoincompatible.
(Peru). Frutos verdes-blanquecinos.
S. peruvianum ) )
P1-212407 Barranca (Pert). Aldégama autoincompatible
Frutos verdes-blanquecinos.
PI-126448 Canta (Peru). Aldgama autoincompatible.
Frutos verdes.
S. corneliomuelleri ) ) )
PI-251311 Arequipa (Peru). Alégama autoincompatible.
Frutos verdes.
LA-1969 Tarata (Pert). Aldgama autoincompatible.
Frutos verdes-blanquecinos.
S. chilense
LA-2779 Parinacota (Chile). Aldgama autoincompatible
Frutos verdes.
LA-1777 Ancash (Peru). Alégama autoincompatible.
Frutos verdes.
S. habrochaites
PI-126445 Canta (Peru). Aldgama autoincompatible.
Frutos verdes.
PI-134418 Guayas (Ecuador). Aldgama autoincompatible.
S. habrochaites f. gla Frutos verdes.
LA-0716 Caraveli (Pert). Autocompatible facultativa.
Frutos verdes.
S. pennellii
PE-45 Santa (Pert). Aldgama autoincompatible.

Frutos verdes.

Todas las entradas recogidas en la Tabla 3.2 fueron cultivadas durante la campaiia

primavera-verano de 2014. Asimismo, en la primavera de 2015 se cultivaron nuevamente

las entradas MM lyc, PE-18 hua, PE-20 hua, PE-29 arc y PE-33 arc junto con algunas

entradas adicionales de estas dos ultimas especies. PE-19 hua: recolectada en Ancash,

Pert, y PE-16 arc, PE-30 arc, PE-31 arc y PE-32 arc, recolectadas en Cajamarca, Peru.
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Figura 3.2: Localizacion geografica de las entradas recolectadas en el continente americano. Se incluye el
estado, provincia o region (segun el pais) al que pertenece la localidad donde fueron recolectadas asi como la

altitud.
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Figura 3.3: Localizacion geografica de las entradas endémicas de las Islas Galapagos. Se incluye la altitud.
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Figura 3.4: Localizacion geografica de las entradas propias de Pert. Se incluye el departamento al que

pertenece la localidad donde fueron recolectadas asi como la altitud.

Cabe aclarar que TO-937 es una linea pura de mejora derivada, tras varios pasos de
autofecundacion, de la entrada silvestre PE-2 (Alba et al, 2009). La localizacion

geografica descrita en la Tabla 3.2 y en la Figura 3.2 para TO-937 corresponde en realidad

a PE-2.

Semilleros y cultivos

Por cada entrada se cultivaron 25 plantas. 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 solucion de hipoclorito sédico al 4% (p/v) durante media hora y tres

lavados posteriores con agua destilada. Una vez germinadas, se sembraron en bandejas de

128



Capitulo 3

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. Al mismo tiempo 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,
pasandolas a balas de fibra de coco a razon de 3 plantas por bala. 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 0.5 m entre plantas y 1.8 m entre lineas. Las
plantas se entutoraron con una rafia atada a la base del tallo, enrollada a lo largo del mismo
y sujeta 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 niumero de flores, las cuales se vibraron 2 veces por semana para facilitar su
polinizacion. En cuanto a las plantas procedentes de especies autoincompatibles (S.
chmielewskii, S, pennellii, S. habrochaites, S. chilense, S. peruvianum, S. huaylasense, S.
corneliomuelleri y S. arcanum) se procedid a la polinizacion manual con una mezcla de

polen de todas las plantas de una misma entrada. Se cultivaron 15 plantas por entrada.

Por la red de riego del invernadero se dispensé la solucion nutritiva Hoagland
(Hoagland y Arnon, 1950) modificada para el cultivo del tomate. La composicion de dicha
solucion se muestra en la Tabla 3.3. El pH final fue de 5.83, y su conductividad eléctrica
oscilo entre 2130-2170 uS. El riego se realiz6 mediante un sistema programado de goteo
antidrenante con un caudal de 2 L/h. Se realizaron un total de 6 riegos al dia, con una
duracién de 8 min y espaciados cada 1 h 20 min, desde las 10 am hasta las 6 pm. Las
entradas procedentes de especies de climas aridos (S. pennelli, S. galapagense, S.
cheesmaniae, S. neorickii y S. chilense) se distribuyeron en un sector del invernadero

aparte, en cuyo caso los riegos fueron de 6 min.
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Tabla 3.3. Composicién de la solucién nutritiva Hoagland modificada para el cultivo de tomate.

Macronutrientes mM Micronutrientes pM
KNO; 6.60 H;BO; 92.20
NH4H2PO4 1.00 Mnc12 37.80
MgSO, 2.04 ZnS0O, 2.84
CaCl, 5.30 CuSOy, 1.00
HNO3 2.00 (NH4)(,MO7024 0.70

FeNaEDTA 51.60

Para prevenir las principales enfermedades que afectan al cultivo de tomate se
administraron regularmente dos tratamientos: uno insecticida contra mosca blanca y
pulgdn y otro fungicida contra oidio. El tratamiento insecticida se aplico semanalmente y
se alternaron dos soluciones diferentes (solucion 1: imidacloprid + piriproxifen; solucion 2:
metomilo + buprofezin). El tratamiento fungicida solo se aplico en caso de presencia del

hongo y se alternaron diferentes materias activas como bupirimato, azoxystrobin, etc.

El cultivo de primavera-verano de 2015 se realiz6 en un invernadero de tipo multitinel
donde las plantas se cultivaron en suelo con un marco de plantacion de 0.5 m entre plantas
y 1.5 m entre filas. Se cultivaron 15 plantas de cada entrada, las cuales se podaron a 2
tallos y se abonaron una vez por semana con la solucion nutritiva propuesta por Canovas
(1995). Las entradas de las especies S. arcanum y S. huaylasense se polinizaron

manualmente con una mezcla de polen de todas las plantas de la misma entrada.

Recoleccion de muestras

Los ensayos descritos en el presente capitulo fueron llevados a cabo durante los afios
2014 y 2015. El periodo de cosecha se extendid desde principios de mayo hasta mediados
de julio. En ambas campanas se procedio al marcaje de un gran numero de flores y se llevo
a cabo una recoleccion pormenorizada de frutos procedentes de diferentes plantas de cada
entrada en dos momentos concretos del desarrollo: a los 15 dda y en la maduracion. La
recoleccion en el caso de aquellas entradas cuyos frutos presentan una coloracién verdosa
cuando estos alcanzan el estadio maduro se fundament6 en la localizacién de los que
habian sufrido un cambio sutil en su coloracién o bien en su consistencia, teniendo ademas

en consideracion la posicion que estos ocupaban en el racimo de la planta.
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Paralelamente a la recoleccion de los frutos se realizd un seguimiento de su didmetro
ecuatorial con la ayuda de un calibre. Asi, por cada entrada se reunieron las medidas de un

minimo de 20-30 frutos en cada estadio de desarrollo.

Fijacion de las muestras

De forma previa a la inclusion de las muestras se obtuvieron pequefios fragmentos del
pericarpo de los frutos procedentes de la zona ecuatorial para su fijacion por inmersion.
Por cada entrada y por cada estadio de desarrollo se reunieron dos grupos, cada uno
constituido por 3 fragmentos. Uno de esos grupos se fijo mediante su inmersion en FAA
(compuesto por 1 parte de fomaldehido, 1 parte de acetona y 18 partes de etanol) durante
un minimo de 24 h, conservandose posteriormente a una temperatura de 4° C hasta el
momento de la inclusién en historesina Leica. El segundo grupo se sumergid en
paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 0.1 M pH 7.4 y se mantuvo a 4°C hasta el dia
siguiente. Transcurrido ese tiempo, las muestras se lavaron en el mismo tampon y se

procedio a su inclusion en resina LR White.

Inclusion en resina Leica

El protocolo de inclusion en resina Leica (Kit Leica Historesin, Heidelberg, Alemania)
se aplico sobre aquellos fragmentos de pericarpo previamente fijados con FAA y conllevé

los siguientes pasos:

* Deshidratacion: La eliminacién del agua contenida en los tejidos se llevo a cabo en
diluciones seriadas de etanol al 70% (2 pases de 30 min), 80% (2 pases de 30 min) y 95%
(2 pases de 1 h).

* Preinfiltracion: las muestras se sumergieron en una mezcla de la solucion de infiltracion y
etanol 95% en proporcion 1:1 durante 1 h para favorecer el contacto entre las mismas y la
resina. Tras ello, se sometieron a vacio de forma inmediata durante 15 min con el objetivo

de facilitar la infiltracion de la resina.

* Infiltracion: los fragmentos se pusieron en contacto con la solucion de infiltracion (50 ml
resina basica + 0.5 g activador) durante 2 h y de nuevo se sometieron a vacio para

favorecer la impregnacion de los tejidos con la solucion.
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* Inclusion: La inclusion final de las muestras se realizé a partir de una mezcla de 15 ml de
solucion de infiltracion + 1 ml de compuesto endurecedor y se complet6 tras 40-120 min a

temperatura ambiente.

Inclusion en resina LR White

Las muestras previamente fijadas en paraformaldehido fueron incluidas en resina LR

White mediante el siguiente protocolo de inclusion:

* Deshidratacion: tras lavar los fragmentos en tampon y posteriormente en agua, estos
fueron deshidratados sumergiéndolos en diluciones seriadas de etanol al 50% (15 min),

70% (15 min), 90% (10 min) y 100% (10 min).

* Preinfiltracion: para favorecer el contacto entre las muestras y la resina “London White”
se realizd un paso previo a la infiltracion que consistié en someterlas a una mezcla de

resina y etanol 100% en una proporcion 1:1 durante 24 h.

* Infiltracion: la inclusion en la resina comprendi6 dos pasos, el primero de 2 h de duracion
y el segundo de 1 h. Las muestras se mantuvieron en un rotor a lo largo del proceso para

promover la penetracion de la resina en los tejidos.

* Polimerizacion: finalmente, los fragmentos fueron traspasados al interior de capsulas
BEEM" (Fedelco, Espafia), cubiertos con resina y almacenados a 65°C durante 24 h, tras

las cuales fueron almacenados a temperatura ambiente.

Preparacion de portaobjetos gelatinizados

La gelatinizacion de los portaobjetos tiene como finalidad favorecer la adhesion de las
muestras a los mismos en aquellos casos en los que se aplican metodologias que implican
el uso de soluciones liquidas. Para ello, los portaobjetos se mantuvieron en una solucion
desengrasante (etanol 100% y éter dietilico en proporcion 1:1) durante un minimo de 24 h,
tras las cuales se lavaron con etanol. La solucion de gelatina se prepard calentando 200 mL
de agua destilada a 60°C en una placa calefactora y disolviendo en ella 1 g de gelatina oro
(Panreac) y 0.1 g de sulfato de potasio y cromo (III) dodecahidrato (Merck). Una vez
preparada, los portaobjetos fueron colocados en una canastilla y se sumergieron durante

10 s en la mezcla; tras este tiempo, se mantuvieron al aire durante 5 min y se volvieron a
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sumergir otros 10 s. Finalmente, se dispusieron en una estufa a 37°C en la que se dejaron

secar durante 2 dias.

Obtencion de cortes

Por un lado, se obtuvieron cortes con un grosor de 4 um a partir de aquellos fragmentos
de pericarpo incluidos en resina Leica. Estos se realizaron con la ayuda de un microtomo
de rotacién (Leica, RM2125, Alemania) y se depositaron sobre gotas de agua en
portaobjetos previamente gelatinizados. Tras ello, se secaron en una estufa (Selecta,
Espana) a 37°C durante 24 h y se almacenaron a temperatura ambiente para su posterior

analisis por microscopia Optica.

Las muestras incluidas en resina LR White se emplearon para realizar cortes ultrafinos
transversales de un grosor aproximado de 50 nm. Para ello se utilizé una cuchilla de
diamante Diatome con un angulo de 45° (Hatfield, Pensilvania, Estados Unidos) acoplada a
un ultramicrotomo Reichert-Jung modelo Ultracut-E (Reichert Technologies, Alemania).
Dichas secciones fueron recogidas y almacenadas en rejillas de niquel para su estudio

mediante microscopia electronica de transmision.

Tincion histologica con Sudan IV

El Sudan IV se emple6 para la visualizacion de la cuticula, ya que al ser sustancia
lisocroma es capaz de disolverse en los lipidos que la constituyen, tornandolos a un color
anaranjado o rojizo. La solucion colorante de Sudan IV se prepard a una concentracion
0.5% en etanol al 85%. Las secciones de pericarpo de 4 um de grosor distribuidas en
portaobjetos gelatinizados se cubrieron con el colorante a temperatura ambiente durante 15
min y se aclararon posteriormente con alcohol al 50% para eliminar el exceso de la
solucion. Una vez tefiidas, las preparaciones fueron visualizadas con un microscopio Optico
convencional Nikon E800 equipado con una cdmara fotografica digital Nikon DXM1200

conectada a un ordenador provisto con el programa ACT-1 v 2.63 (Nikon).

Tincion histologica con hemisulfato de berberina

El hemisulfato de berberina se empled para la visualizacion de compuestos fenolicos.

La solucién colorante se prepar6 a una concentracion 0.1% en agua bidestilada. Las
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secciones de pericarpo de 4 um de grosor distribuidas en portaobjetos gelatinizados se
cubrieron con el colorante a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 min y se
lavaron posteriormente 3 veces con agua. A continuacion se empled como medio de
montaje una solucion de FeCl; al 0.1% en una mezcla de glicerol y agua a partes iguales.
Las preparaciones fueron visualizadas con el filtro UV del microscopio Optico de
epifluorescencia Nikon E800 equipado con una cémara fotografica digital Nikon

DXM1200 conectada a un ordenador provisto con el programa ACT-1 v 2.63 (Nikon).

Determinacion del grosor de la cuticula

El grosor de la cuticula se determiné a partir de aquellas muestras de pericarpo que
fueron tefiidas con Sudan IV. Para ello se llevo a cabo la toma sistematizada de iméagenes
mediante un microscopio optico convencional Nikon eclipse E400 acoplado a una camara
digital Sony DFW-X700 asociada a su vez a un ordenador provisto del programa de
captura y andlisis de imagen Visilog-Noesis v 6.3 (Noesis, Francia). Las medidas se
realizaron en aquella zona de la cuticula situada sobre la region central de cada célula, ya
que esta se considera la regién menos variable. Se realizaron 10 medidas en un minimo de
5 cortes histologicos no seriados para cada una de las 3 réplicas biologicas. Este
procedimiento se aplicé tanto para los frutos de 15 dda como para los frutos maduros. Los

datos se expresaron como la media =+ error estandar.

Microscopia electronica de transmision (MET)

La observacion y el andlisis de los cortes ultrafinos se realizaron a través de un
microscopio electronico de transmision JEOL JEM-1400 (Akishima, Tokio, Japdn)
acoplado a un captador de iméagenes de 11 megapixeles, con un voltaje de aceleracion de
80 kV. El software usado para la captura de las imagenes fue Digital Micrograph™
(Gatan).

Microscopia electronica de barrido (MEB)

El material previamente fijado se deshidratd6 mediante su inmersion en una serie de
diluciones de etanol al 50%, 70%, 80%, 90% (2 pases de 30 min en cada una de las
diluciones) y 100% (2 pases de 1 h). Una vez deshidratadas, las muestras se sometieron a

secado por punto critico y por ultimo se recubrieron con una capa de oro coloidal que le
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proporciona propiedades conductoras a los tejidos. Finalmente, la superficie de los frutos
PI-126448 cor fue examinada con un microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-840,

Japon) acoplado a un sistema de adquisicion digital de imagenes.

Técnicas inmunohistoquimicas

Tras el exhaustivo analisis del conjunto de las imagenes del pericarpo de todas las
especies tomadas por MET se procedi6 a la seleccion de un conjunto de entradas al que se
le aplico un protocolo inmunohistoquimico con objeto de detectar la posible presencia de
la proteina CUSI1 y determinar su ultralocalizacion en sus frutos de 15 dda. Para ello los
cortes se incubaron con BSA (Albimina de suero bovino, del inglés Bovine serum
albumin) al 3% en PBS con el objeto de bloquear los sitios de union inespecificos de los
anticuerpos al tejido durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se realizaron 3 lavados con
tampon PBS de 5 min cada uno. A continuaciéon se incubaron en una dilucion 1:300 del
anticuerpo primario anti-CUS1 en tampon PBS, los cuales fueron amablemente cedidos
por la Dra. Bénédicte Bakan, del Institut National de la Recherche Agronomique (Nantes,
Francia). Simultaneamente se realizaron controles negativos con tampon PBS sin el
anticuerpo primario diluido. Transcurridas 1.5 h se realizaron tres lavados en PBS y
seguidamente, las rejillas se dispusieron durante 1 h sobre gotas de una dilucion 1:50 de
anticuerpos anti-IgG de conejo generados en cabra y acoplados a particulas de oro coloidal
de 10 nm de diametro (Aurion, Wageningen, Paises Bajos). A continuacion, los cortes se
lavaron nuevamente con PBS y con agua destilada y se tifieron con una solucion de acetato
de uranilo al 4% durante 15 min. Finalmente, las muestras volvieron a lavarse
cuidadosamente con agua destilada. Todos estos pasos se llevaron a cabo a temperatura

ambiente.

Cuantificacion de la autofluorescencia

Para evaluar la autofluorescencia de la cuticula de los frutos correspondientes a cada
una de las entradas se procedid, en primer lugar, a la obtencion de una serie de cortes del
pericarpo de 4 um de grosor dispuestos en portaobjetos mediante la metodologia descrita
con anterioridad. Para cada estadio (15 dda y maduro) se estudiaron 3 réplicas biologicas
procedentes de fragmentos de pericarpo de frutos de distintas plantas. Para cada réplica se

realizaron 12 cortes no seriados. Posteriormente, se analizaron a través de un microscopio
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optico Nikon equipado con una ldmpara de mercurio de alta presion de 100W y una serie
de filtros que permiten visualizar la epifluorescencia de las muestras. Ademads, estd dotado
de una camara digital de alta resolucion (Nikon DXM1200) conectada a un ordenador
provisto del programa ACT-1 v 2.63 (Nikon), que permitieron la captacion, el almacenaje
y el tratamiento de fotografias. Los filtros utilizados en este estudio fueron el UV-2A
(filtro de excitacion (EX): 330-380 nm; espejo dicroico (DM):400 nm; filtro de barrera
(BA): 420 nm) y el FITC (EX 465-495 nm; DM 505 nm; BA 515-555 nm). Se tomaron 7
imagenes procedentes de cortes distintos y no seriados para cada una de las 3 réplicas
bioldgicas. El procesamiento de las iméagenes a través del software ImagelJ (Maryland,
USA) permitio, por un lado, segmentarlas para aislar de la imagen solamente la zona de la
cuticula y eliminar la interferencia de autofluorescencia emitida en una buena parte de los
casos por otras estructuras del pericarpo, asi como la separacion de los canales rojo, verde
y azul (RGB) que conforman una imagen en color, su conversion a escala de grises y
posterior medida de la intensidad de la autofluorescencia. Finalmente, los datos obtenidos
referentes a cada uno de los canales se expresaron como media de la intensidad de la
autofluorescencia (la razon entre la suma de los valores de los pixeles y el nimero total de
pixeles) para cada imagen. Previo a la medida de la autofluorescencia se determin6, con un
subconjunto de imagenes representativo de la variabilidad existente, el valor umbral que
permitid la eliminacion del ruido de fondo sin afectar a la deteccion de la fluorescencia.
Una vez determinado dicho valor umbral, se aplic6 a la medida de autofluorescencia de
todas las imagenes. El célculo de la intensidad de autofluorescencia total se realizd

aplicando la expresion matematica y=0.333(Rojo) + 0.333 (Verde) + 0.333 (Azul).

Aislamiento de la cuticula

Para la extraccion de las membranas cuticulares de los frutos maduros se aplico el
procedimiento descrito por Orgell (1955) y modificado por Yamada et al. (1964) tal y
como aparece en Petracek y Bukovac (1995). Esta metodologia conllevo en primer lugar la
recogida de frutos sin anomalias superficiales procedentes de diferentes plantas de las
distintas entradas, los cuales se lavaron superficialmente con agua destilada. Una vez
lavados, fueron divididos en 4 secciones a las que se les extrajo todo el tejido de pericarpo
cuidadosamente con ayuda de un escalpelo. Tras ello, se suspendieron en una solucion
acuosa de tampodn citrato pH 4.0 (Panreac) con una mezcla de celulasa (0.2% p/v, Fluka-

Sigma, EC 3.2.1.4) y pectinasa (2% p/v, Sigma, EC 3.2.1.15) de origen fungico. A la
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solucién de extraccion se le afiadio ademas 1 mM de NaNj (Sigma) para prevenir el
crecimiento microbiano. Para facilitar la infiltracion de la solucion enzimatica en el tejido,
las muestras fueron sometidas a vacio antes de su incubacion a 36°C en un bafio
termostatizado con agitacion. Transcurridos entre 4 y 7 dias, las cuticulas se separaron del
tejido epidérmico y la solucidon enzimatica se reemplazo por otra recientemente preparada
en la que se mantuvieron durante otros 7 dias. Tras ellos, las membranas cuticulares se
lavaron exhaustivamente en agua destilada durante 2 dias para eliminar restos de la
solucion enzimatica. Por Ultimo, se pasaron unos segundos por metanol y se dejaron secar
a temperatura ambiente sobre una superficie de teflon. Una vez secas, las muestras se

guardaron en un desecador con gel de silice para su posterior estudio.

Determinacion del peso especifico de las cuticulas aisladas

La cantidad de cuticula por unidad de area se determiné a partir de trozos de cuticulas
aisladas procedentes de distintos frutos en el estadio maduro a las que se les cortaron los
bordes con el fin de obtener ldminas 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. Tras ello, se calcul6 la superficie total de cada uno mediante la
toma de fotografias gracias a una camara LCC-RCA equipada con una lente macro
MS18Z6 (Ernitec, Dinamarca) asociada un ordenador Nikon eclipse E400 a un programa
de captura y andlisis de imagen (Visilog-Noesis v 6.3, Noesis, Francia). Una vez conocida
su superficie, las muestras se dispusieron en camaras con gel de silice para su completa
deshidratacion y posterior pesado. El peso especifico se expresé como la media de la
cantidad de cuticula por unidad de area (ug/cm?) + error estandar, realizandose un total de

10 medidas por cada entrada.

Determinacion del porcentaje de ceras cuticulares

Las ceras cuticulares fueron extraidas a partir de unos 50 mg de cuticula aislada
procedentes de frutos maduros de cada una de las entradas. Previo a la pesada, las muestras
se mantuvieron durante un dia en un desecador con gel de silice para su total
deshidratacion. A continuacion, las cuticulas se sometieron a condiciones de reflujo en 100
mL de una mezcla de cloroformo y metanol (2:1 v/v) durante 3 h a 65°C. Posteriormente se

lavaron 3 veces en metanol y se dejaron secar sobre una superficie de teflon. Una vez
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secas, las muestras se introdujeron nuevamente en la cadmara con gel de silice durante
varios dias, transcurridos los cuales se volvieron a pesar. El porcentaje de ceras se
determin6d gravimétricamente a partir de las diferencias de peso. Se realizaron 5

repeticiones bioldgicas por entrada.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) / Reflectancia total

atenuada (ATR)

A partir de las cuticulas aisladas y deshidratadas, y una vez que las ceras fueron
eliminadas tal y como se describi6 anteriormente, se obtuvieron espectros infrarrojos de tres
réplicas bioldgicas por cada entrada, tanto de la cara externa como de la interna, en modo de
reflectancia total atenuada (ATR). Estos fueron realizados en un espectrometro FTIR
(FT/IR-4100, Jasco, Espafia), operando a una resolucion de 4 cm™. Para cada espectro se
realizaron 250 acumulaciones, abarcando un rango espectral desde los 4000 hasta los
750 cm™. Finalmente, los espectros fueron analizados por medio del software Spectra
Manager v.2 (Jasco, Espafia). Para cada muestra se determinaron 2 parametros: el indice de
esterificacion (Espafia et al., 2014) a partir de la razon entre la absorbancia 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;,) que permite conocer el grado de esterificacion de los hidroxiacidos
de la matriz de cutina, y el 4rea de las bandas 1606 cm™ y 1624 cm™', relacionadas con los

flavonoides.

Estadistica

Los analisis de correlacion se realizaron con el programa informdatico SPSS Statistics v
23 (IBM Corp., NY, USA) empleandose el coeficiente de correlacion lineal de Pearson (**
indican p<0.01).
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RESULTADOS

En la Figura 3.5 se muestran frutos de las diferentes entradas de tomate estudiadas
en este capitulo. Se pueden apreciar las notables diferencias de tamafio entre el tomate
domesticado (MM y Heinz) y las especies silvestres. Para facilitar la lectura, en la presente
memoria se ha empleado una clasificacion informal de la seccion Lycopersicon, similar a
la establecida por Muller (1940), atendiendo a la coloracion del fruto. Asi, el grupo de
fruto rojo designara a las especies S. lycopersicum, S. pimpinellifolium, S. galapagense y S.
cheesmaniae mientras que el grupo o complejo de fruto verde comprendera el resto de las
especies. Dentro del denominado grupo de fruto rojo se observa variabilidad de color,
siendo solo las entradas de las dos primeras especies de fruto rojo mientras que las de S.
cheesmaniae se caracterizan por un color amarillento y las de S. galapagense por su color
naranja. Todas las especies del complejo de fruto verde tienen frutos de dicho color o
blanquecinos, acumulando en algunos casos antocianos durante la maduracion, como es el
caso de PE-81 y las dos entradas de S. corneliomuelleri. Si bien en las entradas con frutos
verdes se aprecio un cierto cambio de color durante la maduracion, esto no se observo en
PE-29, donde los frutos mantuvieron el mismo tono verde que presentaron durante el
crecimiento. La entrada LA-3644 chm esta descrita como productora de frutos de color
variable (blanco, amarillo y morado); sin embargo, los frutos recolectados tuvieron todos
ellos una coloracion similar entre si y a los del resto de las entradas de S. chmielewskii.
Asimismo, se puede apreciar a simple vista la densidad del indumento que recubre los

frutos de S. habrochaites.

139



Capitulo 3

J 4# ,* ‘ A -

Bhar-TH E-AT LA-ISEY - LA AT LA-DRT  LA-ES0

& fye var. cer & pim X che A pal

b’ﬁii’é X ) ”'*‘ﬁ“ L

La-102E LA-34TR  LA-26%8 LA-Medd L4354 LA-XI08 PE-5T E-I% FE-13 E-IR FE-20
K. chwr £ men & are & hirar

P o @O & ¥

REEET 25800 LA %8 LA2TT LAITIT  PlLiess PRIMEIR  LA-OTIS  PE-dS
X cor & ofed &, Iraly & hab [ ogiln & pen

D B B B R R B R R R e

LBttt PRt Rt B s Pl ottt T

Figura 3.5: Composicion a escala de frutos en estadio maduro de las entradas estudiadas, indicando de forma
abreviada la especie a la que pertenecen. Escala en cm.

A pesar de la variabilidad natural presente en las entradas autoincompatibles no se
observan diferencias significativas a nivel de fruto entre las distintas plantas de dichas
entradas. La excepcion fue PI-126448 cor, que presenta segregacion para el color del fruto
maduro, habiendo plantas con frutos de color marron-verdoso (v) en maduracidon y otras
plantas con frutos blanquecinos (b) (Fig. 3.6). Estas diferencias en color también se
traducen en diferencias de textura, teniendo los frutos marrones una textura acorchada en
su superficie. Debido a ello, se estudiaron los frutos de ambos grupos de plantas por
separado, mostrandose en esta memoria los datos combinados solo en aquellos pardmetros
en los que no se detectaron diferencias y por separado cuando las hubo. A partir de ahora,
y a lo largo de este capitulo, a estos dos tipos de frutos se les denominara P1-126448 cor
(v) y PI-126448 cor (b) para referise a los de color marron-verdoso y blanquecino,

respectivamente.
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Figura 3.6: Fotografia de frutos maduros de la entrada PI-126448 cor mostrando la variabilidad existente
entre plantas. Escala en cm.

Crecimiento del fruto

De forma paralela a la recoleccion de los frutos de las distintas plantas se llevo a cabo
un seguimiento de su didmetro. Asi, para cada una de las entradas se reunieron las medidas
de un minimo de 20-30 frutos correspondientes a cada estadio de desarrollo (Tabla 3.4).
Los datos recogidos evidencian la gran diferencia de tamafio que existe entre el tomate
cultivado y el resto de las especies. Dichas diferencias se observan desde estadios
tempranos del desarrollo, ya que a los 15 dda MM y Heinz presentan frutos
considerablemente superiores al resto, y se mantienen en los frutos maduros. Asi, en los
casos mas extremos se pueden observar diferencias en el didmetro de hasta 30 mm a los 15
dda y superiores a 40 mm en el estadio maduro. En el otro extremo del rango de tamaio se
encuentran las entradas de S. galapagense con un diametro de fruto maduro inferior a los
10 mm. El resto de las entradas presenta un tamafio de fruto mas o menos similar, con la
excepcion de S. corneliomuelleri y, en menor medida de S.peruvianum, que muestran un

tamafio de fruto mayor.
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Tabla 3.4. Diametro (en mm) de los frutos de tomate en los estadios 15 dda y maduro. Los datos se
expresan como la media =+ error estandar.

Entrada 15 dda Maduro
MM b 35.12+0.47 5591 +0.72
Heinz lyc 26.35+0.67 42.67 +0.64
Mex-70 cer 15.63 £0.20 18.48 £0.14
PE-67 pim 10.28 £ 0.15 12.76 £ 0.11
LA-1589 pim 8.23+0.16 13.36 £ 0.26
PE-7 pim 10.83 £ 0.35 11.09 +£0.27
TO-937 pim 11.27+0.14 11.70 £ 0.12
LA-0429 che 13.25+0.15 14.32 £ 0.22
LA-1139 che 12.44 + 0.23 14.27 £ 0.19
LA-0317 gal 644 +£0.11 8.01 £0.15
LA-0530 gal 7.95+0.07 9.79 £0.11
LA-1028 chm 12.34+0.14 14.89 +0.39
LA-2678 chm 13.59+£0.13 17.41 £0.42
LA-2695 chm 12.06 £0.22 15.82 £0.23
LA-3644 chm 12.16 £ 0.23 15.66 £ 0.43
LA-3654 chm 13.65+£0.16 15.54 £0.36
LA-2200 neo 11.86+0.17 13.34 £0.25
PE-52 neo 14.13+£0.11 14.30 £ 0.17
PE-29 arc 11.71 £ 0.29 15.55+0.25
PE-33 arc 13.33+£0.25 20.18 +£0.31
PE-18 hua 9.98 +£0.16 16.27 £ 0.23
PE-20 hua 9.96+0.22 16.29 £ 0.49
PE-81 per 12.77 £ 0.24 22.95+0.35
PI-212407 per 11.98 £0.25 22.56+0.48
PI-126448 cor 16.17 £ 0.35 2522 +0.36
PI-251311 cor 15.77 £0.38 27.30+0.29
LA-1969 chi 7.00£0.61 13.73 £ 0.55
LA-2779 chi 10.78 £ 0.19 17.11 £0.50
LA-1777 hab 7.38+£0.17 19.28 £ 0.61
PI-126445 hab 10.76 £0.25 15.59£0.32
PI-134418 gla 11.54 £0.26 16.50 £ 0.26
LA-0716 pen 5.21+0.20 11.57 £0.34
PE-45 pen 12.86 £ 0.17 16.75+0.24

La maduracion de las diferentes entradas ocurrio entre los 35 dda, en los casos mas
avanzados, y los 60-70 dda. A pesar de ello, en varias entradas se puede observar que el
tamafio de fruto no varia sustancialmente entre los 15 dda y el estadio maduro. Tal es el
caso de las entradas de S. cheesmaniae, S. galapagense, S. chmielewskii, S. neorickii y
varias de S. pimpinellifolium, entre otras. En el resto existe un aumento mas notable

durante este periodo de 1.6-2.6 veces el tamafio del fruto a 15 dda. No obstante, se observa
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una cierta homogeneidad en el comportamiento de las entradas de una misma especie, si
bien es cierto que hay especies como S. pennellii o S. arcanum donde cada entrada

presenta un comportamiento diferente.

Cantidad de cuticula

La Figura 3.7 muestra varios fragmentos de cuticula de las diferentes entradas de
tomate estudiadas. Asi, se puede apreciar que las cuticulas de las especies del complejo de
fruto rojo se caracterizan por presentar un color naranja-amarillento en maduracion. El
color de las cuticulas no se ve influido por el color en maduraciéon de estos frutos, ya que
tanto las cuticulas procedentes de frutos rojos como de frutos amarillentos o anaranjados
presentan una coloracion similar. La excepcion fue la entrada TO-937 de S.
pimpinellifolium cuya cuticula muestra un color crema. Como ya se indic6 en el apartado
anterior, esta entrada se caracteriza por poseer frutos de color rosa oscuro en maduracion vy,
como esta descrito en la bibliografia, los tomates rosa se caracterizan por tener cuticulas no
coloreadas. Por su parte, las cuticulas de las entradas de fruto verde presentan un color
crema o blanquecino. Concretamente las cuticulas de las entradas de S.peruvianum, S.
corneliomuelleri 'y S. pennellii son de color blanco y bastante translucidas mientras que las

cuticulas del resto de especies de fruto verde son de color crema.
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Figura 3.7: Imagen en la cual se recogen parte de las membranas cuticulares obtenidas a partir de diversos
frutos maduros correspondientes a las diferentes entradas analizadas, indicando de forma abreviada la especie
a la que pertenecen.

La Figura 3.8 muestra las diferencias existentes a nivel de cuticula entre los frutos
verdes y blancos de la entrada PI-126448 de S. corneliomuelleri. Tal y como se puede
observar, las cuticulas de los frutos PI-126448 (b) son de color blanquecino y translucidas

mientras que las de PI-126448 (v) muestran un color marrén claro y son bastante opacas.
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Pl-126448 (v) Pl-126448 (b}

Figura 3.8: Membranas cuticulares aisladas a partir de frutos maduros de P1-126448 cor (v) y de PI-126448
cor (b).

En la Figura 3.9 se presenta la cantidad de cuticula por unidad de superficie para cada
una de las entradas estudiadas. Este parametro refleja nuevamente la variabilidad existente
entre las especies de la seccion Lycopersicon. Es necesario indicar que no se observan
diferencias claras en la cantidad de cuticula entre el tomate domesticado y el resto de las
especies ni entre el conjunto de las especies de fruto rojo y el de las de fruto verde. De
modo general, se observa una bajada en la cantidad de cuticula en las especies mas alejadas
del tomate cultivado, concretamente en S. peruvianum, S. corneliomuelleri, S. chilense, S.
habrochaites y S. pennellii. Las entradas de S. huaylasense y, en menor medida, las de
S. cheesmaniae y S. galapagense, muestran valores elevados de cantidad de cuticula. Por
su parte, S. arcanum presenta una gran variabilidad entre las dos entradas estudiadas. Un
comportamiento similar se observa en S. habrochaites donde la cantidad de cuticula de
LA-1777 fue muy superior a la de las otras dos entradas. Sin embargo, LA-1777 hab se
caracteriza por necesitar dias cortos para la floracion, por lo que hubo que esperar al
invierno para la recoleccion de los frutos. Estd descrito que las condiciones ambientales y
la edad de las plantas afectan a la deposicion de la cuticula (Hull ef al., 1975; Hajibagheri
et al., 1983; Kosma et al., 2009; Dominguez et al., 2012); por tanto, no se puede descartar
que estos parametros hayan influido en las diferencias de cantidad de cuticula observadas
entre LA-1777 hab y el resto de las entradas de S. habrochaites. Algo parecido ocurre con
MM lyc; en el grupo de trabajo se ha observado que es una entrada que puede modificar su

cantidad de cuticula de modo significativo en funcidn de las condiciones de cultivo.
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Figura 3.9: Peso especifico (um/cm?) de la cuticula de los frutos en el estadio maduro correspondiente a
cada una de las entradas estudiadas. Los datos se expresan como la media + error estandar.

La comparacién de la cantidad de cuticula de los dos tipos de frutos de PI-16448
muestra diferencias muy significativas (Fig. 3.10). Mientras que PI-126448 cor (b)
presenta una cantidad de cuticula en torno a los 800 pg/cm?, PI-126448 cor (v) muestra

una cantidad 4.5 veces superior, alrededor de 3600 pg/cm’.
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Figura 3.10: Peso especifico (um/cm?) de la cuticula de los frutos en el estadio maduro de PI-126448 cor (b)
y PI-126448 cor (v). Los datos se expresan como la media + error estandar.

S. arcanum estd descrita como una especie emparentada con S. neorickii y
S. chmielewskii, mientras que S. huaylasense es una especie mas cercana al grupo formado

por S. chilense, S. habrochaites, S. corneliomuelleri 'y S. peruvianum (Peralta et al., 2005).
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Sin embargo, los datos de cantidad de cuticula de S. huaylasense y S. arcanum no muestran
parecido con los obtenidos para ninguna de las especies de fruto verde a las que estan mas
proximas. Con el fin de corroborar estos datos se volvieron a cultivar estas especies junto
con MM /Jyc y se procedio a la extraccion y andlisis de la cantidad de cuticula de los frutos
maduros. Se cultivaron 3 entradas de S. huaylasense, las 2 ya mencionadas y 1 adicional,
asi como 6 entradas de S. arcanum. En la Figura 3.11 se presentan los datos de cantidad de
cuticula. Como se puede observar, la cantidad de cuticula de MM /yc disminuye al ser las
condiciones de cultivo distintas. Sin embargo, el resto de las entradas muestran valores
similares a los obtenidos previamente. En el caso de S. huyalasense la entrada adicional
cultivada, PE-19 hua, presenta una cantidad de cuticula similar a las otras 2 entradas. Por
su parte, en S. arcanum se puede constatar la presencia de una variabilidad considerable
para la cantidad de cuticula, con algunas entradas como PE-32 y PE-33 con cantidades

similares a S. chmielewskii y S. neorickii y otras con valores muy superiores.

000

3000

2000

1000

peso especifico {ugf’cmzl

P &£ 5 2 2 2 B2 B 2 2
2 2 g E "% ® @& & &B 4@
- O o D = e

= ‘S = M A omomom
VT L~ 5 BT T s TS|

& E i = - VI PR T e ™

Figura 3.11: Peso especifico (um/cm?) de la cuticula de los frutos en el estadio maduro correspondiente a
cada una de las entradas estudiadas. Los datos se expresan como la media =+ error estandar.

Cantidad de ceras cuticulares

A partir de los datos referentes al peso especifico fue posible estimar la cantidad de
ceras presente en los frutos maduros de cada una de las entradas (Fig. 3.12). De nuevo, la
abundancia de este componente cuticular refleja la notable variabilidad existente dentro de
la seccion Lycopersicon. Los valores mas elevados en torno a los 200-250 pg/cm® se
observan en S. cheesmaniae, S. arcanum y S. huaylasense. Por su parte, algunas entradas

de S. chmielewskii, S. peruvianum y S. corneliomuelleri presentan unos valores menores a
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los del grupo anterior pero aun elevados. Finalmente, los valores més bajos estan presentes
en algunas entradas de S.pennellii y S. galapagense asi como en PI-134418 gla con valores

de 20-30 pg/cm’.
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Figura 3.12: Cantidad de ceras por unidad de area presente en la cuticula de los frutos de tomate maduros de
las diferentes entradas. Los datos se expresan como la media + error estandar.

En el andlisis del contenido de ceras de la cuticula es importante tener en cuenta no
solo la cantidad de las mismas sino el porcentaje de cuticula que representan. Asi, de modo
general, las especies silvestres presentan un porcentaje de ceras superior al de
S. lycopersicum con la excepcion de S. galapagense, cuyas ceras constituyeron solo el
1.5% de la cuticula. S. pimpinellifolium muestra un porcentaje de ceras superior al tomate
domesticado pero inferior al del resto de las especies silvestres. Los mayores porcentajes
de ceras se identifican en S. peruvianum y S. chilense, con valores que oscilan entre 11-
14% de la cuticula. S. cheesmaniae, S. huaylasense y S. pennellii muestran también valores
elevados del 8-11%. Dos especies que muestran una gran variabilidad entre entradas son S.
arcanum y S. corneliomuelleri donde PE-33 arc y PI-251311 cor presentan valores en
torno al 13% mientras que las otras dos entradas respectivas solo del 4-5%. Es interesante
mencionar que, con la excepcion de S. cheesmaniae, todas las especies del complejo de

fruto rojo presentan un porcentaje de ceras inferior a las especies del grupo de fruto verde.
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La comparacion entre los frutos verdes y blancos de la entrada PI-126448 arroja
grandes diferencias para la cantidad y el porcentaje de ceras. De acuerdo con la Figura
3.13, PI-126448 cor (v) presenta 11 veces mas cantidad de ceras que PI-126448 cor (b).
Estas diferencias también afectan al porcentaje de ceras, que es 2.6 veces superior en PI-
126448 cor (v) con un valor del 12%.
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Figura 3.13: Cantidad de ceras por unidad de area presente en la cuticula de los frutos maduros de PI-
126448 cor (b) y P1-126448 cor (v). Los datos se expresan como la media + error estandar.

Grosor de la cuticula

En la Tabla 3.5 se recoge el grosor medio de la cuticula de los frutos de 15 dda y de los
frutos maduros, en la cual es posible observar nuevamente la gran variabilidad existente
entre las distintas especies y entradas. En el estadio 15 dda los valores oscilan entre los 1-
1.3 um de S. habrochaites y los valores de 7.5-9.7 um de S. cheesmaniae y Heinz lyc. En
general, el grosor de la mayoria de las entradas oscila entre 3.5 y 6 um. Cabe resefiar que
cuando la membrana cuticular es muy delgada, en torno a la micra, la precision de la
medida es menor. Se observa una cierta homogeneidad en el grosor de las entradas
correspondientes a una misma especie salvo en los casos de S. [lycopersicum, S.
corneliomuelleri, S. chilense y S. pennellii, donde las diferencias dentro de cada especie
son superiores a 1.5 veces el grosor. Sin embargo, las marcadas diferencias de grosor entre
las entradas de estas especies desaparecen en S. lycopersicum y S. chilense en el estadio
maduro, mientras que S. corneliomuelleri y S. pennellii se mantienen e incluso se acentuan.
Adicionalmente, también aparecen diferencias notables entre las entradas de S. peruvianum
en el estadio maduro y se acrecentan las diferencias entre PE-7 pim y el resto de las
entradas de S. pimpinellifolium. En el estadio maduro, el grosor oscila entre los valores

elevados de S. lycopersicum en torno a 12-13 um y las 1.7 uym de LA-0716 pen.
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Tabla 3.5. Grosor (en pm) de la cuticula de los frutos de tomate en los estadios de 15 dda y maduro.
Los datos se expresan como la media + error estandar.

Entrada 15 dda Maduro
MM lc 425+0.13 13.24 £0.24
Heinz lyc 7.48 +£0.14 12.22 £0.60
Mex-70 cer 6.01 £0.14 10.59 £0.15
PE-67 pim 6.47 £0.15 8.58 +£0.25
LA-1589 pim 7.22+0.14 9.19+0.17
PE-7 pim 499 +0.15 4.07£0.12
TO-937 pim 6.37£0.15 7.49 +0.25
LA-0429 che 9.69 £0.15 9.53 +0.37
LA-1139 che 7.48 £0.13 8.66+0.28
LA-0317 gal 6.07 £0.15 7.99 +0.24
LA-0530 gal 6.82+0.14 8.25+£0.23
LA-1028 chm 5.55+0.12 7.00+0.24
LA-2678 chm 458 +0.11 7.19+0.41
LA-2695 chm 496 +0.15 8.70 £0.25
LA-3644 chm 4.07+0.11 7.40 +£0.24
LA-3654 chm 4.57+0.15 6.95+0.26
LA-2200 neo 6.73£0.12 7.13£0.27
PE-52 neo 5.83+0.14 7.11+£0.23
PE-29 arc 3.51+0.11 8.89 £0.30
PE-33 arc 3.84+£0.15 8.71 £0.40
PE-18 hua 498 +0.15 9.28 £0.25
PE-20 hua 4.10+0.09 9.80+0.29
PE-81 per 3.23+0.09 4.01+£0.21
PI-212407 per 3.11+0.10 8.49 £0.26
PI-126448 cor 5.07+0.14 9.01£0.19
PI-251311 cor 341+0.11 4.86+0.13
LA-1969 chi 2.63 £0.08 5.85+0.21
LA-2779 chi 5.09 +£0.09 5.08+0.21
LA-1777 hab 1.28 £ 0.04 4.80+0.11
PI-126445 hab 1.31+0.04 5.26+0.18
PI-134418 gla 1.15+0.04 3.67+0.12
LA-0716 pen 1.79 £ 0.07 1.70 £ 0.07
PE-45 pen 2.73 £ 0.09 6.04+0.18

Salvo algunas excepciones, la cuticula incrementa su espesor entre los 15 dda y la
maduracion, duplicandose en algunas entradas, e incluso llegando a casi triplicarse como
ocurre en PI-251311 cor, donde el grosor pasa de 3.41 a 9.01 pm. En algunos casos como
S. cheesmaniae las entradas que apenas incrementan su grosor de cuticula durante el
periodo comprendido entre 15 dda y la maduracion coincidien con aquellas en las que

apenas hay cambios en el tamafio del fruto durante este periodo. Sin embargo, no hay una
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relacion directa entre el incremento de tamafio de fruto y el espesor de la cuticula durante
dicho intervalo. Por otro lado, se estudio la posible correlacion entre la cantidad de cuticula
en el estadio maduro y el grosor de la misma. El anélisis de los datos mostré que grosores
similares como los de PE-81 per y PE-7 pim o PE-29 arc y PI-126448 cor estan
acompafiados de diferencias en la cantidad de cuticula del doble y el triple,

respectivamente.

Estudio histolégico

Las tinciones histoldgicas llevadas a cabo con el colorante Sudan IV sobre las
secciones transversales de 4 um de grosor permitieron llevar a cabo un primer analisis
generalizado del pericarpo de los frutos de 15 dda y maduros de las distintas entradas. De
esta forma ha sido posible constatar que la variabilidad también se extiende a otros
caracteres de la cuticula como el grosor, la morfologia, o el grado de invaginacion de la
misma, asi como en el tamafio y en la forma de las células epidérmicas subyacentes. El
Anexo I agrupa las imédgenes de microscopia Optica de todas las entradas en los dos

estadios del desarrollo estudiados.

Las diferencias en el grosor de la cuticula se manifiestan claramente en los cortes
histoldégicos de las 33 entradas estudiadas para los dos estadios del desarrollo. A 15 dda se
observaron diferencias en el perimetro externo de la cuticula. Asi, la mayoria de las
entradas muestran una superficie externa mas o menos plana a 15dda (Fig.3.14, A, C, y D).
Sin embargo, en algunas entradas la superficie celular presenta un aspecto ondulado (Fig.
3.14, B). En la mayoria de los casos esto es resultado de la morfologia de la pared celular
externa de las células epidérmicas, las cuales son alargadas y se encuentran unidas entre si
por la porcion inferior de las paredes anticlinales. Adicionalmente, la presencia de
tricomas, sobre todo glandulares, altamente cutinizados contribuye a la irregularidad de la
superficie, tal y como ocurre en S. chmielewskii (Fig.3.14, B). Esta irregularidad del
contorno de la epidermis est4 principalmente restringida a S. chmielewskii, PE-29 arc, PE-
52 neo y PE-18 hua. En la mayoria de las entradas las células de la epidermis muestran una
forma més o menos redondeada con algunas excepciones como PE-7 pim, cuyas células
presentan un aspecto rectangular con el eje mayor perpendicular a la superficie, y otras
como PE-33 arc, LA-2779 chi o PI-126445 hab con células alargadas con el eje mayor

paralelo a la superficie. Igualmente, se observan diferencias en el numero de capas
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celulares que forman la hipodermis, el cual varia desde la presencia de 3 capas de células

hipodérmicas a la practica ausencia de las mismas en S. corneliomuelleri'y S. pennellii.

A excepcion de algunos frutos de 15 dda, como los procedentes de la entrada LA-1777
hab (Fig. 3.14, A), la cuticula se muestra en todos los casos como una capa situada en la
parte mas externa de las células epidérmicas que penetra en mayor o menor medida hacia
el interior formando las invaginaciones o ‘pegs’. Asi, en buena parte de los casos la
cuticula impregna las paredes anticlinales en toda su extension pero sin alcanzar las
paredes periclinales internas de las células (Fig.3.14, D). Existen algunas excepciones
como PE-45 pen y PI1-134418 hab (Anexo 1) donde hay zonas en las que la cuticula no
llega a cubrir la totalidad de la pared anticlinal. El caso opuesto seria el representado por
Mex-70 cer, LA-1589 pim y LA-0429 che donde la cuticula engloba por completo a las
células epidérmicas y alguna capa de células hipodérmicas (Anexo I). En los casos menos

severos la cuticula solo rodea por completo a las células de la epidermis (Anexo I).

En el estadio maduro se observan varios cambios con respecto a 15 dda. Hay un
aumento del grado de invaginacion de la cuticula que queda reflejado bien como un
incremento del material cuticular presente en las paredes anticlinales, aumentando asi la
envergadura de los ‘pegs’ (Fig. 3.14, G, F y H), o bien como una mayor profundizacion de
la cuticula, pudiendo llegar a alcanzar varias capas de células tal y como ocurre en el caso
de MM /lyc (Fig. 3.14, G). Las entradas que presentan un elevado grado de invaginacion en
15 dda no muestran un incremento de la cutinizacién de las capas de hipodermis en
maduro. La cuticula de PE-45 pen no impregna las paredes anticlinales epidérmicas
durante el proceso de desarrollo y maduracién, quedando la cuticula sin invaginar, lo
mismo que a 15 dda (Fig. 3.14, E). Adicionalmente, la ondulacion presentada por el
perimetro externo de la epidermis se aplana considerablemente con el desarrollo, si bien las
entradas que muestran un contorno irregular en 15 dda siguen teniéndolo en el estadio

maduro.
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Figura 3.14: Imagenes de microscopia Optica convencional de secciones transversales de pericarpo tefiidas
con Sudan IV correspondientes a frutos de 15 dda (A: LA-1777 hab; B: LA-2695 chm; C: LA-0530 gal; D:
LA-2779 chi) y a frutos maduros (E: PE-45 pen; F: LA-2678 chm; G: MM lyc; H: PE-20 hua).
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Por ultimo, los frutos verdes y blanquecinos de PI-126448 cor no presentan diferencias
histologicas a 15 dda pero si en maduro. Lo mas llamativo es el colapso de las células de la
epidermis e hipodermis junto con alguna capa de células del parénquima. Dicho colapso
esta acompanado de la deposicion de material lipidico en las paredes celulares.
Adicionalmente, se observan microgrietas en la superficie de la cuticula que en los casos
mas severos provocan la rotura de la epidermis y que no estan presentes en PI-126448 cor
(b) (Fig. 3.15). La deposicion de material lipidico en las células de la hipodermis y del
parénquima, asi como la desestructuracion del tejido, no estan siempre asociadas a la
presencia de grietas ni afecta en todos los casos a las células epidérmicas (Fig. 3.16, A). La
tincion con hemisulfato de berberina muestra la deposicion de material de naturaleza
fenolica en los tejidos afectados (Fig. 3.16, B). El estudio mediante MEB de los frutos de
PI-126448 cor (v) evidencid la presencia de numerosas microgrietas en la superficie (Fig.

3.17). Estas microgrietas solo aparecen durante la maduracion de los frutos.

A B

Figura 3.15: Imagenes de microscopia optica convencional de secciones transversales de pericarpo tefiidas
con Sudan IV correspondientes a frutos maduros de P1-126448 cor (b) (A) y de PI-126448 cor (v) (B).

Figura 3.16: Imagenes de microscopia optica convencional (A) y de epifluorescencia (B) de secciones
transversales de pericarpo de frutos maduros de PI-126448 cor (v) (A) teiida con Sudan IV y (B) tefiida con
hemisulfato de berberina.
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Figura 3.17: Imagenes de MEB de la superficie de los frutos PI-126448 cor (v).

Asimismo, se estudid la ultraestructura de la cuticula de los frutos de las distintas
especies de tomate mediante MET. Para ello se procedido a la toma de imagenes a
diferentes aumentos de secciones transversales de los mismos, tanto a los 15 dda como en
el estadio maduro. El Anexo II recoge algunas imégenes de MET de frutos de todas las

entradas en los dos estadios del desarrollo.

Lo primero que cabe destacar es que los grosores estimados a partir de imagenes de
microscopia Optica son similares a los que se aprecian en MET con excepcion de aquellos
casos en los que la cuticula era muy delgada, en torno a una micra, donde si parece que las
medidas estuvieron sobredimensionadas. Tal es el caso de LA-1777 hab y LA-0716 pen
(comparar datos Tabla 3.5 con Figura 3.18). A los 15 dda la cuticula se manifiesta en la
totalidad de especies como una capa de cardcter electrodenso distribuida de manera
uniforme a lo largo de la superficie del fruto. De modo general, en la mayor parte de las
entradas la cuticula muestra un aspecto reticular, sin distinguirse capas o zonas en su
interior. No obstante, se aprecian entradas como LA-1589 pim y PE-7 pim donde la
cuticula es considerablemente menos electrodensa que el resto (Anexo II). En otras se
pueden diferenciar zonas con distinta densidad a los electrones dentro de la cuticula en
desarrollo. La cutinizacion de la pared celular més externa es muy notable en este estadio,
aproximadamente la mitad de la misma esta impregnada de cuticula en la mayoria de las
entradas. Se observan algunos casos extremos como LA-2695 chm y PE-52 neo donde la
cutinizacion de la pared celular més externa es casi completa. En el lado opuesto se
encuentran LA-1777 hab, P1-134418 gla, LA-0716 pen y, en menor medida, PI-126445
hab donde la cuticula solo recubre una pequefa porcion externa de la pared celular (Anexo
I1). La excepcion de este grupo que incluye las entradas estudiadas de S. habrochaites y S.

pennellii es PE-45 pen, donde la cutinizacion de la pared celular externa es notable.
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Igualmente, se aprecian diferencias destacables en el grosor de la pared celular externa. En
las entradas antes mencionadas, LA-1777 hab, P1-134418 gla y LA-0716 pen, la pared
celular mas externa es considerablemente mas delgada que en el resto de las entradas.
Asimismo, la naturaleza fibrilar de la pared celular externa se aprecia claramente en
algunas entradas como las de S.lycopersicum, S.lycopersicum var. cerasiforme y S.
pimpinellifolium (Anexo II). Esta disposicion en la cual se alternan capas paralelas
electroclaras con otras algo mas electrodensas permanece con posterioridad hasta que el
fruto alcanza la maduracion (Anexo II). No obstante, también se han encontrado algunas
entradas en las que la pared celular externa muestra una apariencia amorfa a los 15 dda sin

distinguirse ninguna disposicion en capas.

Figura 3.18: Imagenes de MET de cortes transversales del pericarpo de frutos a los 15 dda (A: LA-0716
pen, barra: 01 um; B: PI-134418 gla, barra: 0.5 um; C: PE-52 neo, barra: 2 pm; D: Mex-70 cer, barra:
5 um).
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La estructura reticulada de la cuticula a 15 dda se caracteriza por su naturaleza mas o
menos granulada con pequefias estructuras mas densas a los electrones (Fig. 3.18, A,
Anexo II). Adicionalmente, la cara interna de la cuticula presenta un contorno irregular y
es posible identificar estructuras globulares electodensas de forma irregular que estan en
contacto con la cuticula algunas y otras en la region de la pared celular externa mas
proxima a la cuticula (Fig. 3.18, A-D). Dichas regiones globulares se observan en la
practica totalidad de las especies aunque son mucho mas notables en aquellas entradas con
cuticulas mas delgadas y poco desarrolladas, como S. habrochaites f. glabratum, S.
habrochaites, y LA-0716 pen. En el caso de LA-0716 pen, estas estructuras globulares
presentes en la cara interna de la cuticula son mas abundantes y muestran un tamafio mas
variable y un contorno mas irregular (Fig. 3.18, A). Estas estruturas son mas frecuentes en
las regiones de la cuticula en contacto con las paredes anticlinales y no solo en proximidad
con la cuticula sino también en la zona inferior de la pared celular externa (Fig. 3.18, A).
Dichas particulas se mantienen en el estadio maduro e incluso aumentan sus dimensiones
y, al igual que ocurre a los 15 dda, son mas abundantes en las regiones de las paredes

anticlinales donde ya se han formado invaginaciones (Fig. 3.20, A).

Los frutos de LA-1777 hab y PI-126445 hab (Fig.3.19, E; Anexo II) no solo se
caracterizan por la ausencia de material cuticular en las paredes anticlinales a los 15 dda, lo
que junto con LA-0716 pen las diferencia del resto, sino que ademas exhiben una cuticula
con unas estructuras singulares. La cuticula de LA-1777 hab presenta una estructura
singular caracterizada por la presencia de numerosos granulos nanoscOpicos mas
electrodensos que la cuticula distribuidos homogéneamente en toda su longitud y espesor.
Dichos granulos se localizan exclusivamente en la capa cuticular, estando por tanto
ausentes de la pared celular externa (Fig. 3.19, A). En las regiones cuticulares mas
engrosadas, como es el caso de las situadas sobre las paredes anticlinales, se observa una
mayor abundancia de estos granulos (Fig. 3.19, B). En la cuticula de los frutos maduros no
se localizaron dichos granulos (Anexo II). Por otra parte, destaca la entrada P1-126445 hab
por ser la Gnica que presenta una cuticula de aspecto laminar. En las imagenes de MET de
frutos de 15 dda pueden distinguirse numerosas capas paralelas mas o menos electrodensas
y de grosor nanométrico a lo largo de todo el espesor de la misma (Fig.3.19, Cy D). En la
region de la cuticula situada sobre la interseccion entre dos células se observa el

acumulamiento de material electrodenso por la cara interna, pero a diferencia de lo que
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ocurre en las demas entradas, dichos acimulos parecen distribuirse en capas mas o menos
paralelas a la superficie (Fig.3.14, C). Sin embargo, conforme prosigue el desarrollo y los
frutos maduran la cuticula deja de mostrar una estructura laminar y adquiere un aspecto

reticular (Anexo II).

: ] W

Figura 3.19: Imagenes de MET de cortes transversales de pericarpo en las que se muestra la cuticula de los
frutos en el estadio de 15 dda (A y B: LA-1777 hab, barra: 0.5 um; C y D: PI-126445 hab, barras: 0.5 um y
0.2 pm).

En el estadio maduro la ultraestructura de la cuticula es méas homogénea en cuanto a su
densidad a los electrones en las especies del complejo de fruto rojo, mientras que en las de
fruto verde se mantiene la estructura granulada e incluso en algunas entradas de las
especies S. huaylasense y S. corneliomuelleri, entre otras, se aprecia una cierta laminacion

en la cuticula (Anexo II). El borde interno de la cuticula sigue manteniendo una cierta
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irregularidad, que es mucho més acusada en algunas entradas como LA-0716 pen y PI-
134418 gla, donde incluso las estructuras globulares en proximidad con la cara interna de
la cuticula no solo siguen siendo igual de abundantes sino que ademas incrementan su
tamano (Fig. 3.20, A y B). La cutinizacién de la pared celular mas externa aumenta durante
el desarrollo en la mayoria de las entradas alcanzando su maximo en maduro (Fig. 3.20, C
y D) con la excepcion de aquellas en las que ya a 15 dda muestran una impregnacion casi
completa de la pared celular. Finalmente, las invaginaciones de la cuticula estan mas
desarrolladas en las entradas del complejo de fruto rojo que en el resto, tanto a 15 dda

como en el estadio maduro.

Figura 3.20: Iméagenes de MET de cortes transversales de pericarpo en las que se muestra la cuticula de los
frutos en el estadio maduro (A: LA-0716 pen, barra: 2 um; B: PI-134418 gla, barra: 2 um; C: LA-1589 pim,
barra: 5 um; D: MM /lyc, barra: 5 um).
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La ultraestructura de las células de la hipodermis no presenta diferencias apreciables en
las distintas entradas. Sin embargo, en los frutos de PI-126448 cor de color verde si se
observan diferencias notables con respecto a los blanquecinos. Asi, la estructura de la
cuticula es similar en ambos tipos de frutos. No obstante, la pared celular subyacente a la
cuticula, asi como el resto de paredes de la epidermis, hipodermis e incluso de alguna capa
celular del parénquima, muestran un caracter electrodenso y homogéneo en PI-126448 cor
(v) mientras que en PI-126448 cor (b) su estructura es laminada y clara a los electrones
(Fig. 3.21, A-D). Igualmente, se puede apreciar que esta deposicion de material
electrodenso en las paredes celulares aumenta el grosor de las mismas llegando a ocluir el

interior celular.

Figura 3.21: Microfotografias de TEM de cortes transversales del pericarpo de frutos maduros de PI-126448
cor (b) (A 'y B, barras: 2 um) y PI-126448 cor (v) (C y D, barras: 10 ym y 2 pm).

159



Capitulo 3

Inmunolocalizacion de la proteina CUS1

A fin de determinar la presencia y la ultralocalizacion de la proteina CUSI en el
epicarpo de los frutos de tomate se realizaron diversos ensayos de inmunolocalizacion
sobre cortes transversales de epidermis de frutos de 15 dda. Estos se llevaron a cabo en 10
entradas procedentes de especies distintas que se seleccionaron en funcion de la cantidad
de cuticula. Dicha seleccion incluye a las entradas MM lyc, LA-1589 pim, LA-0429 che,
PE-52 neo, PE-29 arc, PE-81 per, P1-251311 cor, LA-1777 hab, P1-126445 hab y PE-45
pen. Una vez concluidos se procedid a la toma de imagenes de TEM, las cuales
permitieron confirmar la presencia de la proteina en estos frutos y a su vez realizar un
analisis de la densidad de marcaje de los anticuerpos anti-CUS1, cuyos valores medios se
recogen en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Densidad de marcaje de CUS1 en el pericarpo de
frutos de tomate en el estadio de 15 dda. La densidad de marcaje se
expresa como la media del niimero de particulas de oro por

2 , . . . .
pm® + error estandar. Los controles sin anticuerpos primarios
mostraron una densidad de marcaje <0.15.

Entrada CUS1
MM lyc 2230+ 1.17
LA-1589 pim 5.84+£0.62
LA-0429 che 12.36 £ 0.64
PE-52 neo 9.75+0.88
PE-29 arc 27.19+£1.92
PE-81per 7.94 +1.07
PI-251311 cor 23.22+1.39
LA-1777 hab 69.66 + 2.87
PI1-126445 hab 35.00+1.80
PE-45 pen 11.62 + 0.81

La cantidad de particulas de oro por um” varia considerablemente entre las diferentes
entradas. Las dos entradas de S. habrochaites, LA-1777 y P1-126445, se caracterizan por
presentar la mayor densidad de marcaje, mientras que los valores mas bajos se encuentran
en LA-1589 pim y PE-81 per. No hay una correlacion entre la densidad de marcaje de la
proteina CUSI y la cantidad de cuticula de las entradas estudiadas (r = 0.10). Asi, las
entradas con una cantidad de cuticula superior a los 3000 pg/cm®, MM lyc y PE-29 arc,
muestran una densidad de marcaje intermedia. Por su parte, LA-1777 hab presenta més del
doble de marcaje que las anteriores pero la mitad de cuticula. Igualmente PE-52 neo y
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PE-81 per muestran densidades de marcaje similares pero cantidades de cuticula muy
diferentes. Si hay una correlacion negativa, aunque no llega a ser significativa, entre la
densidad de marcaje y el grosor de la cuticula a 15 dda (r=-0.60), ya que la mayor

densidad de puntos se localiza en las entradas con menor grosor.

Figura 3.22: Inmunolocalizacion de la proteina CUS1 a los 15 dda en cortes transversales de la epidermis de
frutos de tomate. A: MM Jyc, barra: 0.5 um; B: LA-0429 che, barra: 0.5 um; C: PI-126445 hab, barra:
0.2 pm; D: LA-1777 hab, barra: 0.5 pm.

En la Figura 3.22 se agrupan imagenes correspondientes a algunos de los cortes
transversales del pericarpo de frutos de 15 dda sobre los que se realizaron los ensayos de
inmunolocalizacion de CUSI. La localizacion subcelular de la proteina es similar en todas
las entradas estudiadas. Por una parte, la enzima se encuentra en el interior de las células
epidérmicas, concretamente en la region superior de las mismas, cerca de la pared celular

externa (Fig. 3.22, A, C y D). Asimismo, las particulas de oro se distribuyen por la regién
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cutinizada de la pared celular externa (Fig. 3.22, A-D), incluyendo las invaginaciones (Fig.
3.22, A y B), siendo la densidad de particulas de oro mayor en la cuticula que en el interior
de las células epidérmicas. CUS1 presenta una distribucion homogénea a lo largo de la
cuticula estando practicamente ausente en la pared celular externa. Como ya se indic6 en el
capitulo anterior, CUSI no se localiza fuera de la epidermis del fruto en ninguna de las

entradas estudiadas.

Autofluorescencia de la cuticula

El analisis de la autofluorescencia de la cuticula de los frutos de 15 dda y maduros puso
nuevamente de manifiesto la gran heterogeneidad de las especies examinadas,
encontrandose notables diferencias no solo en cuanto a la presencia o ausencia de
autofluorescencia en la cuticula en funcion de la longitud de onda de la luz de excitacion o
del estadio del fruto, sino también en en su intensidad, su distribucion dentro de la cuticula,
0 su emision por otras zonas del pericarpo. Para facilitar la redaccion, a lo largo del texto
se referird a la fluorescencia emitida tras el empleo de los filtros UV y FITC como
fluorescencia UV y FITC. Independientemente del filtro utilizado, en aquellos casos en los
que existe autofluorescencia en la cuticula se muestra de forma mas o menos uniforme a lo
largo del perimetro de la misma (Fig. 3.23, A-H). Sin embargo, la emision desde la
superficie hacia el interior de esta capa no es siempre uniforme. Asi, en la mayoria de las
especies del complejo de fruto rojo la fluorescencia FITC tiene una distribucion mas o
menos homogénea a lo largo del grosor de la cuticula (Fig, 3.23, A). No obstante, esta
distribucion homogénea también estd presente en la fluorescencia UV y en algunas
entradas de fruto verde (Fig. 3.23, B). Por otro lado, en algunas entradas la fluorescencia es
superior en la zona mas externa de la cuticula y disminuye hacia el interior celular (Fig.
3.23, C y D). Esto se aprecia en la fluorescencia UV de buena parte de los frutos de 15 dda,
siendo mas patente en algunas especies como S. chmielewskii (Fig. 3.23, D). Igualmente se
observan entradas con muy baja intensidad de fluorescencia tanto FITC como UV (Fig.
3.23, E y F). Asimismo, en muchas de las entradas la autofluorescencia emitida por el
pericarpo no queda restringida Unicamente a la capa cuticular, sino que las paredes
celulares de la epidermis y un nimero variable de capas de la hipodermis también emiten
autofluorescencia tanto FITC (Fig. 3.23, G) como UV (Fig. 3.23, H), de forma

independiente al estadio de desarrollo del fruto.
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Figura 3.23: Imagenes de microscopia Optica de epifluorescencia de cortes transversales del pericarpo de A:
LA-1139 che maduro; B: LA-2777 chi maduro; C: PE-20 hua 15 dda; D: LA-1028 chm 15dda; E: PI-
212407 per 15 dda; F: MM lyc maduro; G: LA-1777 hab maduro; H: LA-2695 chm maduro. Las imagenes
que muestran autofluorescencia de color verde fueron tomadas con el filtro FITC, mientras que aquellas
donde la autofluorescencia es azul fueron realizadas con el filtro UV.
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Como ya se observo en la Figura 3.17 B, las células colapsadas del pericarpo de los
tomates de PI-126448 cor (v) muestran acumulacion de compuestos fendlicos en sus
paredes. El estudio de la autofluorescencia del pericarpo de PI-126448 cor (b) y (v)
confirma lo ya presentado en el apartado anterior. En PI-126448 cor (b) solo se observa
autofluorescencia en la cuticula tanto con el filtro FITC como con el UV (Fig. 3.24, Ay
C). Sin embargo, en los frutos verdes la autofluorescencia en la cuticula es muy baja en
comparacion con la emision de las paredes de las capas celulares subyacentes, aunque se
puede observar algo de fluorescencia en el extremo superior de la cuticula (Fig. 3.24, B 'y
D). Igualmente, la intensidad de la fluorescencia del pericarpo de PI-126448 cor (v) fue
aparentemente mayor con el filtro FITC que con el UV (Fig. 3.24, B y D). Con el objeto de
evitar la interferencia de las capas celulares inferiores, las imagenes de PI-126448 cor (v)
se procesaron para eliminar dicha region y poder medir exclusivamente la fluorescencia de

la cuticula.

2hum

Figura 3.24: Imagenes de microscopia Optica de epifluorescencia de cortes transversales del pericarpo de
frutos maduros de PI-126448 cor. A 'y C: PI-126448 (b); B y D: PI-126448 (v). Las imagenes que fueron
tomadas con el filtro FITC se muestran en la fila superior mientras que las inferiores corresponden a las
realizadas con el filtro UV.
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Se ha calculado la intensidad total de la autofluorescencia emitida por la cuticula de los
frutos de 15 dda y maduros tras excitacion en el UV (330-380 nm, filtro UV) y en el azul
(465-495 nm, filtro FITC). A los 15 dda, la autofluorescencia UV es superior a la FITC en
todas las especies estudiadas. La cantidad de fluorescencia UV es similar en la mayoria de
las entradas salvo algunas excepciones como PE-18 hua, PE-29 arc, PE-52 neo y LA-1028
chm que presentan valores mds altos. No se observa ninguna relacion entre la mayor
fluorescencia UV y el grosor o cantidad de cuticula. Por su parte, la fluorescencia FITC a
15 dda presenta valores similares en todas las entradas. En el estadio maduro se observa
una disminucién de la fluorescencia UV en las especies del complejo de fruto rojo con la
excepcion de PE-67 pim donde se mantiene el valor de fluorescencia estimado en 15 dda.
En las entradas de fruto verde también se mantiene o aumenta ligeramente la cantidad de
fluorescencia UV en maduro y en algunos casos como LA-0716 pen, y LA-1777 hab este
aumento es notable. Las entradas de S. chmielewskii LA-1028 y LA-3644 junto con LA-
2200 neo muestran un comportamiento opuesto al resto de las entradas de fruto verde: una
disminucion de la fluorescencia UV en maduro. A modo de resumen, la comparacion de
los valores de fluorescencia UV en maduro para las distintas entradas muestra valores
bajos dentro del grupo de fruto rojo, con la excepcion de PE-67 pim, mientras que todas las
entradas de fruto verde presentan valores superiores. De modo contrario, la fluorescencia
FITC en el estadio maduro es superior en las especies del complejo de fruto rojo que en las
de fruto verde. Las excepciones son LA-1139 che y LA-0530 gal, en las que los valores
son mas bajos que en el resto de las entradas del grupo de fruto rojo. Asi, en el estadio
maduro la cuticula de las especies silvestres de fruto verde muestra una mayor
autofluorescencia UV que FITC. En las especies del complejo de fruto rojo el
comportamiento es distinto. En S. lycopersicum y S. pimpinellifolium hay una mayor
autofluorescencia FITC que UV. La excepcion de nuevo es PE-67 pim que muestra un
comportamiento similar a las especies de fruto verde, mayor fluorescencia UV que FITC.
Las entradas de S. cheesmaniae y S. galapagense presentan valores similares de
fluorescencia UV y FITC en maduro con la excepcion de LA-0317 gal que se comporta
como S. lycopersicum. La entrada TO-937 pim tiene unos valores de fluorescencia UV y
FITC en maduro similares, al igual que S. cheesmaniae. Como ya se menciond al inicio de
los resultados, las cuticulas de esta entrada se caracterizan por no ser coloreadas. A modo

de ejemplo, la Figura 3.25 muestra la autofluorescencia de Heinz /yc y LA-1028 chm como
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representacion de las entradas del complejo de fruto rojo y de fruto verde, respectivamente.

Las graficas correspondientes a todas las entradas se recogen en el Anexo II1.
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Figura 3.25: Representaciones graficas de la intensidad total de la autofluorescencia FITC (verde) y UV

(azul) emitida por la cuticula de frutos de 15 dda y maduros (M) de Heinz lyc y LA-1028 chm. Los datos se
expresan como la media + error estandar.

La fluorescencia en el estadio maduro de los frutos PI-126448 cor (b) y PI-126448 cor
(v) se presenta en la Figura 3.26. Como se puede observar, la autofluorescencia FITC es

similar en ambas cuticulas; sin embargo, hay un aumento en la autofluorescencia UV en

los frutos PI-126448 cor (v).
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Figura 3.26: Representacion grafica de la intensidad total de la autofluorescencia FITC (verde) y UV (azul)

emitida por la cuticula de frutos maduros de PI-126448 cor (b) y PI-126448 cor (v). Los datos se expresan
como la media + error estandar.

Adicionalmente, se ha evaluado la contribucion de los diferentes canales (rojo, verde y
azul) a la fluorescencia emitida por la cuticula de los frutos de 15 dda y maduros de todas
las entradas. Como ya se indic6 en el apartado de Material y Métodos, el filtro FITC tiene
un rango de emision de 515-555 nm, por lo que la contribucion de los canales rojo y azul a
la fluorescencia observada es muy baja o nula (Anexo IV). Es decir, en este caso es la
componente verde la que contribuye en su totalidad, o en mayor medida, a la intensidad de
la autofluorescencia de la cuticula. Sin embargo, el filtro UV-2A tiene un rango de emision
desde 420 nm hasta el final del espectro visible, por lo que es posible una mayor

contribucidn de los 3 canales a la fluorescencia total.
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Tabla 3.7. Intensidad de la autofluorescencia correspondiente a los canales rojo (R), verde
(V) y azul (A) emitida por la cuticula de los frutos de tomate de 15 dda y maduros con el filtro
UV. Los datos se expresan como la media + error estandar. (-), no hay autofluorescencia o el valor
medio se sitiia por debajo del valor umbral establecido.

15 dda Maduro
Entrada

R A\ A R \% A
MM lc 11.7£0.8  17.8«1.1 31.8%€1.9 | 11.9+0.6  14.0+0.8 -
Heinz lyc - 13.9£1.0  20.9£1.5 | 10.7+0.5  12.8+0.5 -
Mex-70 cer 10.0£0.3  19.1£1.6  29.0+1.9 | 11.7+0.7 12.9+0.6  13.1+0.8
PE-67 pim 13.6£0.6  32.4£1.9 52.3+1.4 | 13.3x1.1 25.6£0.2 54.2+2.8
LA-1589 pim 14.4+£0.8  18.9£1.7 32.9£2.5 | 12.5¢1.3 149413 11.9+0.7
PE-7 pim 13.0£1.1  22.3£2.2 42.8+£3.0 | 13.2+0.6  16.1+0.5 12.3+0.5
TO-937 pim - 18.7+£1.7 43.1+£2.2 | 13.2+1.1 16.6+1.2 17.8+1.0
LA-0429 che 10.2+0.7 27.1£1.6  52.0£2.5 | 13.3£1.2 18.4+1.6 20.2+1.6
LA-1139 che - 19.61.2 46.2+2.6 | 11.0£0.8 17.2+1.2 14.4+1.3
LA-0317 gal 13.1£1.2 19.4+£1.8 358«1.7 | 11.7#0.3  12.9¢1.5 11.7+0.5
LA-0530 gal 12.6£1.1  20.6£0.9 34.7£2.5 | 12.6x1.2 15.6£1.1 12.1£1.2
LA-1028 chm 12.2+1.7 33.7£2.3 54.2+3.2 - 19.5£1.7  44.3+0.9
LA-2678 chm 11.1£0.7 19.2+1.2 40.5+£1.2 - 25.5£2.3  57.8%1.5
LA-2695 chm 12.5€1.3 23.4+£1.5 458+2.8 | 12.9+£1.4 343+2.0 57.6+2.3
LA-3644 chm 12.8+1.3 34.3+23 52.3+£2.0 - 20.9£1.9 47.8£2.3
LA-3654 chm 11.0£0.5 25.6£0.3 53.5+1.2 | 10.9+0.4 24.7+1.4 50.2+1.5
LA-2200 neo - 29.0£1.1  56.2+2.7 - 19.2+0.7  40.1£3.5
PE-52 neo 11.7£09  31.740.8 59.3+£3.8 - 26.8£2.7 57.1£2.2
PE-29 arc - 329429  70.1+5.1 | 11.9£0.9 264+2.0 64.2+3.7
PE-33 arc - 22.5+¢1.2  52.0+£3.5 | 11.9+1.1 33.842.5 69.8+3.4
PE-18 hua 14.0+£1.1 332422 74.6£3.0 - 27.9£0.5 58.9£3.2
PE-20 hua - 28.1£2.4  62.5£2.2 - 27.4£1.1  58.5£3.2
PE-81 per - 18.8€1.7 50.4£2.6 - 32.5€2.1  74.3+£3.1
P1-212407 per - 22.7£1.9  54.9£3.3 - 22.4+0.5 61.6£3.9
PI-126448 cor (b) 13.0£0.4 21.9+1.7 47.6+2.4 - 25.3+£2.0 62.5£1.3
PI-251311 cor - 13.6£1.4  50.3£1.9 - 20.0£1.8  49.9£1.5
LA-1969 chi 14.4+04 34.3+14 61.2+1.3 - 15.5£1.5 39.6+2.2
LA-2779 chi - 16.1£1.6  57.0£1.6 - 21.5€1.5 54.6£2.0
LA-1777 hab - 14.4+0.5 24.5£1.8 | 12.7£0.9 35.1+2.1 57.6+3.5
PI1-126445 hab - 22.3+£2.2 50.1£2.2 - 17.2+¢1.5 41.3+£1.7
PI1-134418 gla - 21.1£2.0  51.1«£1.6 - 24.4+1.9 54.3+£1.5
LA-0716 pen - 16.5£1.4 40.5+1.7 | 12.4+£1.0 294424 61.4+2.6
PE-45 pen - 16.8€1.7 46.9+£3.4 - 19.2£2.0 41.1£2.2
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La Tabla 3.7 muestra dicha contribucion tanto en el estadio 15 dda como en maduro
para todas las entradas estudiadas. El canal rojo tiene una contribucién baja a la
fluorescencia en los dos estadios del desarrollo. Curiosamente, todas las entradas del
complejo de fruto rojo muestran contribucion del canal rojo en el estadio maduro y la
mayoria de ellas en 15 dda. Sin embargo, en las especies del complejo de fruto verde muy
pocas entradas muestran contribucion del canal rojo en los dos estadios. Es necesario
mencionar el caso de S. chmielewskii, donde hubo contribucion del rojo en el estadio de 15
dda pero en maduro solo 2 entradas muestran valores por encima del umbral. Los canales
verde y sobre todo azul son los que contribuyen principalmente a la aurofluorescencia UV
en ambos estadios de desarrollo. La contribucion del canal verde a la fluorescencia UV a
15 dda es variable entre las distintas entradas, algunas mostrando valores del doble con
respecto a otras. Sin embargo, la contribucién del canal azul es superior en todas las
especies respecto a S. lycopersicum, S. lycopersicum var. cerasiforme y S. galapagense,
con la excepcion de LA-1777 hab que presenta valores similares al tomate domesticado.
En 15 dda la fluorescencia del canal azul es siempre superior a la del verde, incluso mas
del doble en PI-251311 cor y LA-2779 chi. En el estadio maduro la fluorescencia asociada
al canal verde disminuye de modo general con respecto a 15 dda, salvo algiin caso como
PE-81 per y LA-0716 pen, donde hay una subida. En el canal azul se observa una
disminucién de la fluorescencia en maduro en las especies del complejo de fruto rojo, pero
en el resto de las especies se mantiene o incluso sube con respecto a 15 dda. El caso mas
extremo lo representa S. /ycopersicum donde no se detecta fluorescencia azul en maduro.
En las especies del complejo de fruto rojo los canales verde y azul contribuyen por igual a
la fluorescencia UV de la cuticula en el estadio maduro. Sin embargo, en las especies de
fruto verde el canal azul tiene una contribucion del doble con respecto al verde a la
fluorescencia UV. Como ya se indicé previamente, PE-67 pim es la excepcion, ya que no
solo presenta valores de fluorescencia azul elevados sino que ademds se mantienen al

entrar en maduracion.

La contribucion de los distintos canales a la fluorescencia total de la cuticula de los
frutos PI-126448 cor (b) y (v) es similar con el filtro FITC. Sin embargo, las diferencias en
fluorescencia UV observadas en la Figura 3.26 se pueden atribuir a un aumento

significativo de la fluorescencia del canal verde en PI-126448 cor (v) (Fig. 3.27).
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Asimismo, existe una contribucion pequefia del canal rojo mientras que el canal azul, el de

mayor contribucion, no presenta diferencias entre ambos tipos de frutos.

30 - P1-126448 cor

60 -
'3 40 - 1
g

£20 -

0 ]

PI-126448 (b)  PI-126448 (v)

Figura 3.27: Representacion grafica de la intensidad de la autofluorescencia correspondiente a los canales
rojo (R), verde (V) y azul (A) emitida por la cuticula de los frutos de P1-126448 cor (b) y PI1-126448 cor (v)
maduros con el filtro UV. Los datos se expresan como la media + error estandar.

Caracterizacion de la cuticula mediante espectroscopia infrarroja

Una vez eliminadas las ceras cuticulares, se registraron los espectros infrarrojos de las
cuticulas aisladas a partir de los frutos maduros de cada una de las entradas, analizando en
cada caso tanto la parte externa como la cara interna. El espectro de infrarrojo de una
cuticula de tomate rojo maduro tiene un perfil caracteristico de bandas. En la Figura 3.28
se recoge a modo de ejemplo el espectro de las caras externas e internas de la cuticula de
MM lyc. Como se puede observar, existen diferencias claras de intensidad de bandas entre
ambas caras. Mientras que en la superficie externa existe un claro predominio de grupos
metilenos, vinculados a las bandas de tension asimétrica y simétrica, y de los ésteres,
asociados a la banda de tension del grupo carbonilo, en la cara interna prevalecen los
polisacaridos, lo cual queda reflejado en la mayor intensidad de las bandas de flexion y
tension del grupo hidroxilo y de la de tension del enlace C-O-C glucosidico. Ademas de
ello, aparece una banda a 1606 cm™ debida a la absorcion por parte de los enlaces C-C
presentes en los compuestos aromaticos (Fig. 3.28). Por su parte, la entrada LA-2779 chi
presenta algunas caracteristicas singulares en sus espectros (Fig. 3.29). A diferencia del
resto de las entradas, los espectros de LA-2779 chi muestran una banda de tension del
enlace C-O-C glucosidico (1050 cm™) asociada a los polisacaridos de una intensidad
mayor en la cara externa que en la interna, al contrario de lo que cabria esperar.
Adicionalmente presentan una banda a 1588 cm™, asociada a la tension del enlace C-C de
los compuestos aromaticos, y otra a 1551 e¢m™, relacionada con la tensién C-C de los
aromaticos conjugados con dobles enlaces. Ambas bandas estan presentes solo en la cara

interna.
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Figura 3.28: Espectro ATR-FTIR correspondiente a la cara externa (en verde) y a la cara interna (en azul) de
la cuticula sin ceras de fruto maduro de MM [lyc.
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Figura 3.29: Espectro ATR-FTIR correspondiente a la cara externa (en verde) y a la cara interna (en azul) de
la cuticula sin ceras de fruto maduro de LA-2779 chi.

En PI-126448 cor se observan diferencias significativas en los espectros de las

cuticulas procedentes de frutos verdes y blancos. Los espectros de PI-126448 cor (b) son
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bastante similares al resto de las especies. Sin embargo, PI-126448 cor (v) presenta en su
cara interna una banda a 1624 cm™ caracteristica de los flavonoides, asi como unas bandas
de tension asimétrica y simétrica a 2927 y 2852 cm™. Ademas, presenta otra asociada al
grupo carbonilo (1730 cm™) con una intensidad anormalmente baja, mientras que aquellas
bandas atribuidas a los polisacaridos muestran una intensidad excepcionalmente alta. En
cambio, en los espectros relativos a la cara externa son las bandas de los metilenos las que
destacan frente a las demas, tanto por su intensidad como por su estrechez (Fig. 3.30). Por

Gltimo presenta, al igual que LA-2779 chi, las bandas de 1588 y 1551 cm™.
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Figura 3.30: Espectro ATR-FTIR correspondiente a la cara externa (en verde) y a la cara interna (en azul) de
la cuticula sin ceras de fruto maduro de PI1-126448 cor (v).

La caracterizacion del conjunto de los espectros infrarrojos se centrd en el analisis de
dos parametros, el indice de esterificacion y el area de las bandas 1606 cm™ y 1624 cm™,
relacionadas con la presencia de fenoles y flavonoides. En la Tabla 3.8 se agrupan los
valores del indice de esterificacion de la cara externa e interna, respectivamente, de cada
una de las entradas. En la cara externa el indice de esterificacion fue superior en las
especies del complejo de fruto verde que en las de fruto rojo, con las excepciones de PE-67
pim, TO-937 pim y S. cheesmaniae. Los valores de la cara interna fueron muy similares

entre si, no mostrando diferencias claras entre especies.
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Tabla 3.8. Indice de esterificacion de la cara externa e interna de la cuticula de los frutos de tomate
en estadio maduro. Los datos se expresan como la media + error estdndar.

Entrada Externa Interna
MM lyc 1.13 £ 0.01 1.21 £0.01
Heinz lyc 1.04 +0.03 1.13+0.02
Mex-70 cer 1.18 £ 0.01 1.22 £ 0.01
PE-67 pim 1.20+£0.01 1.23+0.02
LA-1589 pim 1.08 £ 0.01 1.16 £0.02
PE-7 pim 1.18 £ 0.01 1.18 £ 0.01
TO-937 pim 1.30+0.01 1.34 £ 0.02
LA-0429 che 1.27 £0.02 1.30+0.01
LA-1139 che 1.20 £0.02 1.22+0.02
LA-0317 gal 1.04 £0.01 1.20+0.02
LA-0530 gal 1.17+£0.01 1.23+0.01
LA-1028 chm 1.35+0.01 1.35+0.01
LA-2678 chm 1.27 £0.01 1.23+0.01
LA-2695 chm 1.30 £0.01 1.30+0.03
LA-3644 chm 1.28 £0.01 1.25+0.01
LA-3654 chm 1.28 £0.02 1.23+0.01
LA-2200 neo 1.29+0.01 1.29+0.01
PE-52 neo 1.25+0.01 1.31+0.02
PE-29 arc 1.28 £0.01 1.27+0.02
PE-33 arc 1.20+0.01 1.28 £0.02
PE-18 hua 1.24 £0.01 1.17 £ 0.02
PE-20 hua 1.26 £0.01 1.18 £ 0.01
PE-81 per 1.22 £0.02 1.26 £0.02
P1-212407 per 1.22 £0.02 1.21+£0.01
PI-126448 cor (b) 1.22 £0.02 1.11+£0.02
PI-251311 cor 1.22 +£0.01 1.14+0.02
LA-1969 chi 1.20+£0.01 1.21 +£0.01
LA-2779 chi 1.22 +£0.01 1.23+0.02
LA-1777 hab 1.28 £0.02 1.34 +£0.02
PI-126445 hab 1.34 £0.02 1.43 +£0.02
PI-134418 gla 1.37 £0.02 1.35+0.03
LA-0716 pen 1.37 £0.02 1.39+0.02
PE-45 pen 1.41 £0.03 1.37 £0.03
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Tabla 3.9. Area normalizada de los flavonoides correspondiente a la cara externa e interna de las
cuticulas aisladas a partir de los frutos maduros. Los datos se expresan como la media + error
estandar.

Entrada Externa Interna
MM lc 22.94 +0.93 7.13+£0.76
Heinz lyc 41.82+2.2 14.84 £ 1.57
Mex-70 cer 38.91 £1.63 13.85 +£0.99
PE-67 pim 44.62 +£1.55 18.83 +1.12
LA-1589 pim 55.03+4.12 26.28 £ 0.98
PE-7 pim 58.66 +2.66 2598 +£2.56
TO-937 pim 391+0.13 1.48 £0.12
LA-0429 che 3.38 +£0.38 1.44 £0.25
LA-1139 che 13.14+0.24 3.16 £0.45
LA-0317 gal 41.91+2.10 19.52 £0.40
LA-0530 gal 20.10 £ 0.88 9.09 £0.74
LA-1028 chm 1.44+0.18 1.03 +£0.12
LA-2678 chm 4.01+0.09 1.96 £ 0.04
LA-2695 chm 3.10+0.22 1.81 £0.20
LA-3644 chm 493+ 044 221+0.25
LA-3654 chm 231+0.14 1.23 +£0.11
LA-2200 neo 3.39+0.13 232+0.13
PE-52 neo 2.23+0.10 1.72 £0.15
PE-29 arc 1.22+0.14 1.47 £0.16
PE-33 arc 474 £ 0.47 2.05+0.18
PE-18 hua 1.50+0.18 20.12 £2.63
PE-20 hua 1.54+0.14 22.85+3.30
PE-81 per 231+£0.14 5.35+0.74
PI-212407 per 4.18+0.27 13.39 £ 1.46
PI-126448 cor (b) 2.67+£0.17 2143 +£2.74
PI-251311 cor 2.34+0.33 23.76 + 3.63
LA-1969 chi 5.12+0.33 2.65+0.17
LA-2779 chi 5.56 +£0.38 2.88+£0.32
LA-1777 hab 1.27+0.19 0.61+0.07
PI-126445 hab 3.62+0.59 1.53 £0.10
PI-134418 gla 223+0.34 1.69+0.38
LA-0716 pen 1.91+0.17 2.83+0.21
PE-45 pen 1.97 £0.33 2.78 £0.39

Por otra parte, se procedio a la suma de los valores del area normalizada de las bandas
1606 y 1628 cm™ a fin de profundizar en el estudio de los flavonoides de las diferentes
cuticulas (Tabla 3.9). En la cara externa los mayores valores se encuentran, de nuevo, en
las especies del complejo de fruto rojo con la excepcion de TO-937 pim y LA-0429 che

que presentan valores similares a las especies de fruto verde. Sin embargo, si bien las
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entradas del complejo de fruto rojo muestran valores elevados en la cara interna, las
cuticulas de S. huaylasense y de PI-212407 per, P1-126448 cor (b) y PI-251311 cor
muestran también unos valores considerablemente mas elevados que el resto de las
especies de fruto verde. Al igual que en la cara externa, TO-937 pim y, en este caso, las dos
entradas de S. cheesmaniae presentan valores mas bajos en la cara interna que el resto de

las entradas del grupo de fruto rojo.

Con respecto a los frutos PI-126448 cor blancos y verdes se observan diferencias
notables en los parametros analizados (Tabla 3.10). PI-126448 cor (v) presenta menor
indice de esterificacion en la cara interna que PI-126448 cor (b). Igualmente hay una
disminucion del area de los flavonoides en ambas caras, aunque es mas considerable en la
cara interna.

Tabla 3.10. indice de esterificacién y areas normalizadas de los flavonoides correspondientes a la

cara externa e interna de las cuticulas aisladas de PI-126448 cor. Los datos se expresan como la
media + error estandar.

PI-126448 (b) PI-126448 (v)
[ndice esterificacion
externa 1.22 +£0.02 1.16 £ 0.01
interna 1.11 £0.02 0.67 £0.03
Flavonoides
externa 2.67+0.17 1.30+0.18
interna 2143 +2.74 4.96 +0.81

Se observa una correlacion negativa significativa entre la fluorescencia UV y la FITC,
especialmente con la componente azul de la fluorescencia UV, la mas importante (r = -
0.723**). De igual forma la componente azul de la fluorescencia UV es la que presenta
una mayor correlacion negativa con la cantidad de flavonoides de la cara externa (r =
0.664**). Por su parte, la fluorescencia FITC correlaciona positivamente con la cantidad
de flavonoides de la cara externa de la cuticula (r = 0.771**). El indice de esterificacion de
la cara externa correlaciona significativamente con la cantidad de flavonoides presentes en
la cara externa (r = -0.720**). Sin embargo, el indice de esterificacion de la cara interna
muestra mayor correlacion con la cantidad de flavonoides de la cara interna (r = -0.743*%*).
Estos resultados sugieren que los flavonoides contribuyen a la fluorescencia FITC de la
cuticula pero no a la fluorescencia UV, la cual se ve disminuida en presencia de estos
compuestos. Asimismo, su acumulacion tiene un efecto negativo en la proporcion de

enlaces éster presentes en la cuticula.
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DISCUSION

La domesticacion de las plantas silvestres se considera uno de los eventos mas
relevantes en la evolucion de estos organismos, no solo por los drasticos cambios que
desencadeno en ellos sino por el impacto ocasionado a nivel global, alterando Ila
distribucion de las especies y permitiendo el progreso de la civilizacion humana (Nesbitt y
Tanksley, 2002). Aunque los primeros pasos de la domesticacion fueron llevados a cabo
por agricultores sin ningin conocimiento sobre conceptos de genética o de los sistemas de
reproduccion de las plantas que cultivaban, los avances en la investigacion han permitido
tanto la mejora de los cultivos existentes como la domesticacion de nuevas plantas (Cong
et al., 2008). El tomate representa uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial por
su elevado consumo y por su relevancia en la investigacion, al ser uno de los modelos
vegetales mas empleados. Su domesticacion desencadeno la aparicion de una amplia gama
de rasgos morfoldgicos y fisiologicos que segregd a los cultivos domesticados de sus
antepasados silvestres. Los resultados reunidos en este capitulo revelan la notable
heterogeneidad existente entre los frutos del tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) y
las diferentes especies de tomate silvestres ancestrales que conforman la seccion
Lycopersicon. Una de las modificaciones mas destacables en el fruto y desencadenado por
el proceso de domesticacion hace referencia a su tamafio. Asi, las diferencias en el
diametro de los frutos pueden sobrepasar los 30 mm a los 15 dda y los 50 mm al alcanzar
la maduracion. Las entradas de tomate cultivado analizadas, MM y Heinz, presentan frutos
con un tamano muy superior al de los de las entradas de tomates silvestres, destacando
especialmente los de MM, que ya a los 15 dda presentan un mayor tamafio que los frutos
maduros del resto de las especies. El incremento del tamafio del fruto de tomate como
consecuencia de su domesticacion ha sido objeto de estudio por otros investigadores, ya
que este caracter afecta tanto a la calidad como al rendimiento de los cultivos. Asi, se han
descrito varios QTLs (acronimo del inglés quantitative trait locus, esto es, locus de un
caracter cuantitativo) relacionados con el incremento de los frutos en la transicion
evolutiva entre S. pimpinellifolum y S. lycopersicum var. cerasiforme. Uno de estos QTLs,
fw2.2, esta relacionado con el control del ciclo celular y es considerado como una pieza
clave en esta transicion (Frary et al., 2000; Lin et al., 2014). De igual manera, se han
descrito 2 QTLs implicados en el incremento del tamafio y del nimero de l6culos del fruto.

Casi todas las especies de tomates silvestres, asi como algunos cultivares de frutos
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pequefios, presentan frutos con 2-4 loculos. La domesticacion propicid que esa cifra se

elevara hasta 8, llegando a superarse en algunos cultivares (Cong et al., 2008).

Al igual que ocurre con el tamafo del fruto de tomate también existen notables
diferencias en lo concerniente a otros caracteres del pericarpo, tanto a nivel de la epidermis
y de la cuticula como en los tejidos subyacentes a ella. Por un lado, se ha encontrado una
apreciable variabilidad en el grosor de la capa cuticular de los frutos de las diferentes
especies analizadas, cuyos valores oscilan en un intervalo de unas 9 um a los 15 dda y de
12 um tras la maduracion. A los 15 dias de desarrollo, los frutos de las especies de tomate
silvestres consideradas filogenéticamente mas alejadas de S. lycopersicum, es decir, S.
habrochaites y S. pennellii (Rodriguez et al., 2009; Aflitos et al., 2014) presentan una
cuticula mucho mas delgada que las entradas de tomate cultivados. El grosor en estos casos
oscila en torno a 1 um, de forma similar a lo que ocurre en los frutos de S./ycopersicum
‘Cascada’ durante los estadios iniciales de desarrollo (ver capitulo 1). Estas diferencias se
mantienen en el estadio maduro, donde, al igual que ocurre con el diametro del fruto, MM
y Heinz son las entradas que presentan los valores mas elevados (Tabla 3.5). En este
estadio de desarrollo las cuticulas de menor espesor corresponden a frutos de entradas de S.
habrochaites y S. pennellii. Esta circunstancia ha sido previamente descrita por Yeats et al.
(2012a). Sin embargo, S.lycopersicum mostré un grosor intermedio dentro del conjunto de
frutos analizados por estos autores, si bien es cierto que su estudio fue llevado a cabo en un

numero considerablemente menor de muestras.

La heterogeneidad de la cuticula de los frutos de tomate de las diferentes especies de la
seccion Lycopersicon no solo se restringe a su espesor, sino que también se manifiesta en
otros aspectos como su morfologia y el grado de invaginacion hacia las capas celulares
subyacentes. La cuticula se muestra en todas ellas como una capa situada sobre la parte
mas externa de las células epidérmicas que penetra en mayor o menor medida hacia el
interior a través de las paredes periclinales que las separan, formando las invaginaciones o
‘pegs’, ya presentes a los 15 dias de desarrollo en la mayoria de las entradas. Sin embargo,
el nivel de penetracion de los componentes cuticulares hacia el interior del pericarpo es
muy variable, observandose nuevamente las mayores diferencias entre las entradas de
tomate cultivado y las entradas filogenéticamente mas alejadas. Mientras que en las
primeras pueden alcanzar varias capas de células, llegando en ocasiones a constrefiir las
mismas, en las entradas de S. habrochaites y S. pennellii los ‘pegs’ estan menos
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desarrollados o son casi o totalmente inexistentes. Estos resultados se asemejan
nuevamente a los observados en las entradas analizadas por Yeats et al. (2012a). En cuanto
a la morfologia de la cuticula, pueden distinguirse por una parte entradas en las esta capa
se asienta sobre la epidermis del fruto de tal modo que origina una superficie mas o menos
plana, mientras que en otros casos la cuticula no estd desarrollada por debajo de una
superficie externa lisa sino que es posible apreciar protuberancias u ondulaciones. La
variabilidad en la morfologia de la cuticula podria ser una consecuencia de la pluraridad de
la distribucion geografica de las diferentes especies, y por ende de la multiplicidad de
condiciones ambientales bajo las que se desarrollan (Yeats et al., 2012a). La presencia de
tricomas en la superficie del fruto podria favorecer la reflexion de la luz, ejerciendo asi una
funcion protectora en aquellas especies que habitan en zonas con una alta intensidad
luminica y que, ademads, estan sometidas a un alto estrés hidrico. Este podria ser el caso de
S. chmielewskii, que crece en valles aridos y presenta un fruto con una superficie muy
irregular. La eficacia de estas protuberancias reflejando la radiacion ha sido constatada en

hojas de diferentes especies (Ehleringer y Bjorkman, 1978; Robberecht ef al., 1980).

A nivel ultramicroscopico, la cuticula se manifiesta en la totalidad de las especies como
una capa de caracter electrodenso que se distribuye de manera uniforme y continua a lo
largo de la superficie del fruto. Asimismo, en la mayor parte de ellas muestra un aspecto
reticular y homogéneo tras los primeros 15 dias de desarrollo, sin distinguirse capas o
zonas con diferente comportamiento osmiofilico en su interior. Esta estructuracion de la
cuticula es bastante universal, encontrandose tanto en otras especies, entre las que se
encuentran Capsicum annuum, Magnolia grandiflora o Nicotiana tabacum, como en
diferentes regiones de la planta tales como las hojas o los pétalos (Holloway, 1982a;
Jeffree, 2006). De igual manera a lo descrito anteriormente en el capitulo 1 para la
variedad Cascada, aquellas entradas cuya cuticula es reticulada a los 15 dda no manifiestan
modificaciones en su estructura al alcanzar la maduracion. Esta uniformidad en la
ultraestructura de la cuticula del fruto de la mayoria de las entradas contrasta con las
singularidades observadas en las especies filogenéticamente mas alejadas de S.
lycopersicum. Por un lado, la cuticula de los frutos de 15 dda de PI-134418 gla se muestra
como una ldamina muy delgada de caracter electrodenso en cuya cara interna parecen
acumularse particulas nanoscopicas e igualmente electrodensas, lo que acarrea una

naturaleza globular de su superficie. Esta particularidad se mantiene cuando el fruto
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alcanza el estadio maduro, momento en el cual el tamafio de las particulas mencionadas se
ve incrementado. Dicha organizacion del material cuticular también se observa en los
frutos de LA-0716 pen, pero en este caso las particulas localizadas cerca de la cara interna
de la cuticula son ain mas electrodensas, de un tamafio mas variable y con un contorno
mas irregular, y ademas el aumento de las dimensiones de estas particulas cuando el fruto
madura es mucho més acentuado. De igual manera, la cuticula de los frutos de LA-1777
hab es a los 15 dda una ldmina muy fina y electrodensa y con una cara interna de
naturaleza globular, pero ademas de todos estos aspectos posee una caracteristica singular:
la presencia de numerosos granulos nanoscépicos aun mas electrodensos distribuidos a lo
largo de toda su longitud, localizados exclusivamente en la capa cuticular. En cambio, a
diferencia de las anteriores, la cuticula de los frutos maduros de esta entrada carece de esta
peculiaridad. Esta fina capa de naturaleza globular por su cara interna observada en estos
frutos se asemeja a la procuticula descrita en esta tesis en los frutos de Cascada. Esta se
considera como un estadio de desarrollo temprano de la cuticula (Jeffree, 2006). No
obstante, cabe destacar la disparidad en cuanto al momento del desarrollo del fruto en el
que la cuticula presenta estas caracteristicas; mientras que en Cascada se manifiesta hasta
los 9 dias de desarrollo, los frutos silvestres atn conservan esta estructura tras 15 dda.
Asimismo, en todos los casos mencionados se observa una mayor congregacion de estos
globulos en aquellas zonas de la cuticula localizadas sobre las zonas de contacto entre dos
células epidérmicas, y se localizan tanto en las proximidades de la misma como en todo el
espesor de la pared celular mas externa. En estas regiones tiene lugar un incremento en el
material cuticular que da como resultado la formacion, en mayor o menor grado, de las
invaginaciones cuticulares, lo cual podria ser un indicio de que estas particulas podrian
actuar como vesiculas cargadas de material lipidico que, tras su migracion a través de la
pared celular, liberarian su contenido a la cuticula creciente. Asi, la forma irregular de la
cara interna de esta capa seria una consecuencia de la acumulacion progresiva y el
ensamblaje de dominios de cutina que habrian sido previamente transportados por estas
nanoestructuras. Como se ha comentado previamente, la acumulacion y la fusion de estas
nanoparticulas en la parte mas externa de la pared celular de las células epidérmicas podria
funcionar como un posible mecanismo para la formaciéon de la procuticula (Heredia-
Guerrero et al., 2008; Dominguez et al., 2010; D’ Angeli et al., 2013; Kwiatkowska et al.,
2014), si bien es cierto que tanto su origen como su contenido exacto (lipidico, proteico y/o

polisacaridico) actualmente se desconocen.

178



Capitulo 3

Por otra parte, entre todas las entradas analizadas destaca P1-126445 hab, no solo por
presentar una cuticula con una ultraestructura significativamente distinta a LA-1777 hab,
sino ademas por ser la tnica que exhibe un aspecto laminar (Figura 3.19). En las imagenes
de MET del pericarpo de sus frutos de 15 dias de desarrollo pueden distinguirse numerosas
capas paralelas mas o menos electrodensas y de grosor nanométrico a lo largo de todo el
espesor de la misma. En la region situada sobre la interseccion entre dos células se produce
nuevamente la acumulacion de material lipidico por la cara interna de esta capa pero, a
diferencia de lo que acontece en las entradas descritas anteriormente, dichos actimulos
parecen distribuirse en capas paralelas en la pared celular mas externa mas proxima a la
cuticula ya formada. Sin embargo, conforme prosigue el desarrollo y los frutos maduran el
material cuticular deja de distribuirse en ldminas y la cuticula adquiere un aspecto reticular
semejante al observado en los frutos de la mayor parte de las entradas. Esta organizacion
en capas del material cuticular ha sido descrito en hojas, en las cuales la cuticula puede
hallarse totalmente laminada como en-es el caso de Beta vulgaris o Taraxacum officinale,
o puede presentar una estructura mixta, laminada por la parte mas externa y reticulada en el
interior, como ocurre en Agave americana o Clivia miniata (Holloway, 1982a). A la luz de
todos estos resultados se podria concluir, por un lado, que desde un punto de vista
sistematico no es posible asignar un tipo de cuticula determinado al clado conformado por
las especies de la seccion Lycopersicon. Asimismo, el hecho de que en algunos casos la
ultraestructura de la cuticula sufra una transformacion en el transito entre los 15 dda y el
estadio maduro es indicativo de que el tipo de cuticula depende del estadio de desarrollo en
el que se encuentre el oOrgano en cuestion (Jeffree, 1996). El 4&cido 10-16
dihidroxihexadecanoico y sus isomeros posicionales son generalmente los constituyentes
principales de la cuticula de las gimnospermas y angiospermas modernas (Holloway,
1982b). Aunque en la cuticula de la mayor parte de las angiospermas es posible encontrar
una mezcla de 4cidos Cj¢ y Cig se han descrito algunas especies con una composicion
particular. Entre ellas se encuentran la cuticula de Agave americana, en la cual los acidos
C,s forman armazén principal (Caldicott, 1973), una caracteristica poco habitual, asi como
la de Clivia miniata, donde es posible encontrar una mezcla de cutina y cutan, o la de Beta
vulgaris, en la cual es el cutdn el principal polimero (Tegelaar, 1990). El hecho de que se
hayan descrito diferencias sustanciales en la composicion de la cuticula de algunas de las
especies que muestran una estructura laminada suscita la necesidad de un analisis en mayor

profundidad con objeto de determinar si las singularidades observadas en el pericarpo de
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los frutos de algunas de las entradas silvestres pudieran obedecer a diferencias en la

composicion de la cuticula, o bien en los mecanismos de su sintesis.

Al contrario de lo que ocurre a nivel de la cuticula, no se han encontrado diferencias
ostensibles en cuanto a la ultraestructura de la pared celular mas externa de la epidermis de
los frutos de las entradas analizadas. En la mayor parte de ellas es posible observar que ya
en el estadio de 15 dda dicha pared esta organizada en multicapas, las cuales son mas
notorias en las especies cuyos frutos son rojos al madurar (S.lycopersicum, S.lycopersicum
var. cerasiforme y S. pimpinellifolium). Esta disposicion en la cual se alternan capas
paralelas electroclaras con otras algo mas electrodensas permanece con posterioridad hasta
que el fruto alcanza la maduracion. No obstante, también se han encontrado algunas
entradas en las que la pared celular més externa muestra una apariencia amorfa y
electroclara a los 15 dda, en cuyo interior no se distinguen capas. Estas dos
configuraciones de la pared celular més externa también fueron observadas en el pericarpo
de los frutos de la variedad ‘Cascada’ durante el desarrollo. Mientras que durante el
periodo de division celular impera la apariencia amorfa, tras el inicio de la fase de
expansion celular muestra un aspecto laminar. Si bien durante el primer periodo se ha
demostrado la existencia en esta variedad tanto de pectinas esterificadas como no
esterificadas (ver Capitulo 1) la aparicién de multiples capas paralelas dispuestas de forma
helicoidal podria deberse a la ordenacion de microfibrillas de celulosa ( Kutschera, 2008;
Rey, 2010). Por ello, podria ser interesante investigar si esta asociacion entre los cambios
en la composicion de la pared celular mas externa de la epidermis de estos frutos y de su
ultraestructura se reproduce de igual manera en los frutos de las diferentes especies de

tomate de la seccion Lycopersicon.

Por debajo de la epidermis no se han observado diferencias apreciables en la
ultraestructura del pericarpo, con la excepcion de la entrada PI-126448 cor, cuyos frutos
maduros manifiestan unas peculiares caracteristicas que no han sido halladas en ninguna
otra de todas las entradas estudiadas. Esta entrada es, sin duda, singular. En ella pueden
distinguirse frutos maduros de diferentes tonalidades: blanco-morado y verde-marrén. Esta
distincion entre los frutos no solo se cifie a la coloracion, sino que ademés muestran unas
notables diferencias en la ultraestructura del pericarpo. Por un lado, en aquellos frutos con
una tonalidad blanca-morada se ha observado la presencia de multitud de vesiculas de
diferentes tamanos que se distribuyen por las proximidades de la cara interna de la cuticula
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Estas vesiculas, al contrario de lo descrito anteriormente en otras entradas, presentan un
contenido de carécter electroclaro, e igualmente parecen ser mas abundantes y de mayor
tamafio en la pared celular mas externa contigua a las invaginaciones cuticulares. Sin
embargo, tales vesiculas no aparecen en los frutos de coloracion verde-marrén, cuyo
pericarpo se encuentra totalmente suberificado, caracteristica ausente en los restantes
frutos analizados en este trabajo. En ¢l se puede distinguir una regién mas externa en la
que las células se encuentran parcialmente comprimidas debido a la alta suberificacion de
las paredes, y una regién mas interna en la que la compresion es mucho mas intensa. (Fig.
3.21). Esta configuracion ha sido previamente descrita en las semillas de pomelo (Espelie,
1980). La suberificacion de las paredes celulares tiene lugar como respuesta a dafios
fisicos, asi como para sellar la zona de abscision (Vandoorn y Stead, 1997). En el caso de
esta entrada, este proceso parece tener lugar como consecuencia del microagrietado,
fenomeno consistente en la aparicion de numerosas grietas de pequefio tamafo (de
aproximadamente 1-2 mm y menores) que se restringen a la epidermis y que, como ya se

ha descrito previamente, pueden llegar a suberificar (Young, 1947).

Como ya se ha descrito en esta tesis la proteina CUS1 es una lipasa/hidrolasa con un
dominio GDSL que participa en la sintesis del biopolimero de cutina (Girard et al., 2012;
Yeats et al., 2012b). Los ensayos de inmunodeteccion de esta enzima realizados en este
capitulo revelaron su presencia en el epicarpo de la totalidad de los frutos de 15 dda
seleccionados para tal fin, independientemente tanto del grosor como de la ultraestructura
de la cuticula. Asi, CUSI puede localizarse tanto en el interior de las células que
conforman la epidermis del fruto, distribuyéndose Unicamente por su region apical, en
estrecho contacto con la pared celular mas externa, asi como en la region cutinizada de la
pared celular mas externa, donde la densidad de las particulas de oro es mayor,
encontrandose un gran numero de ellas en las invaginaciones. La ubicacion de CUSI en
esta franja cutinizada es similar en todas las entradas, repartiéndose de forma homogénea
desde la superficie del fruto hasta la frontera con la region no cutinizada de la pared celular
mas externa. El marcaje de la proteina en dicha region es muy escaso, siendo totalmente
ausente en otras regiones del epicarpo (Fig. 3.22). Esta patron de distribucion de la
proteina, asi como la diferente densidad de marcaje en las zonas mencionadas, se asemeja a
lo acontecido en los frutos de la variedad Cascada en ciertos estadios de desarrollo

correspondientes a la fase de division celular (ver capitulo 2). La localizaciéon de CUS1 en
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la region cutinizada de la pared celular més externa también ha sido puesta en manifiesto
mediante el desarrollo de otros ensayos de inmunolocalizacion de la enzima (Girard et al.,
2012; Yeats et al., 2012b). Por otra parte, la densidad de marcaje de la proteina entre las
diferentes entradas es considerablemente variable, lo cual constituye una nueva evidencia
de la heterogeneidad de las especies analizadas en este trabajo. Los datos recogidos en los
ensayos de inmunodeteccion no reflejan una correlacion entre el grosor de la cuticula y la
mayor o menor abundancia de la proteina en esta regién. Dicho de otro modo, una mayor
cantidad de cutina no implica una mayor densidad de CUSI1, lo que refuerza la hipdtesis
formulada en el anterior capitulo. Asi, esta enzima no seria la responsable directa del fuerte
entrecruzamiento que tiene lugar entre los acidos grasos polihidroxilados que componen la
cutina del fruto de tomate (Dominguez et al., 2015). Por ello, cabria pensar nuevamente en
la participacioén de otro mecanismo a nivel molecular, o en la implicacién de otra enzima u

enzimas en la deposicion de este biopolimero.

De igual manera, los resultados obtenidos sugieren que el peso especifico de la cuticula
de los frutos en el estadio maduro no guarda una relacion clara con el grosor de la misma,
asi como con el tamafio del fruto. Si bien es cierto que existe una cierta homogeneidad
entre las entradas de una misma especie, este parametro refleja nuevamente la alta
heterogeneidad de los especimenes que constituyen la seccion Lycopersicon. Asi, se
pueden encontrar cuticulas densas y compactas como las de LA-1777 hab (con un peso
especifico alto y un bajo espesor) o entradas en las que la cuticula refleja unas

caracteristicas contraopuestas, como Heinz /yc .

Asimismo, la cantidad de ceras epicuticulares presente en la cuticula de los frutos
maduros varia notablemente entre las especies de tomate estudiadas. Los valores més bajos
se observan en PI-134418 gla, donde no llegan a alcanzar los 25 pg/cm’, mientras que en
el lado opuesto se encuentran las entradas de S. huaylasense, en las que las cifras son hasta
10 veces mas elevadas. Se ha descrito que, dependiendo de la especie y del organo, la
cantidad de ceras puede oscilar en un rango entre 1 y varios cientos de microgramos por
cada unidad de superficie. En ocasiones, como en el caso de algunas plantas de tomate
cultivado, la cantidad de ceras presente en la cuticula del fruto supera con creces a la
encontrada en la cuticula de las hojas de la misma especie (Vogg ef al., 2004). No obstante,
los datos recabados en este trabajo muestran una cierta tendencia a la homogeneidad entre
las entradas relativas a una misma especie. Las ceras epicuticulares presentan importantes
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funciones fisiologicas entre las que se encuentra la proteccion frente a los rayos UV
(Reicosky y Hanover, 1978). Una cantidad elevada de este componente podria resultar
ventajosa para aquellas especies que habitan en zonas montafiosas a una gran altitud, como
S. huaylasense, S. arcanum o S. cornelliomuelleri. Otra de estas funciones es la de limitar
la pérdida de agua. Algunas plantas, entre las que se encuentra el tomate, reaccionan a
menudo ante un estrés hidrico incrementando la cantidad total de ceras y aumentando la
proporcion de compuestos alifaticos de cadena larga (Xu et al., 1995; Shepherd y Griffiths,
2006). Sin embargo, la disparidad de los resultados obtenidos no permite definir
argumentos concluyentes con respecto a la cantidad de ceras y las distintas condiciones
ambientales en las que habitan estas especies. Dicha disparidad hace entrever que la mayor
o menor abundancia de este componente cuticular no parece representar un papel
importante en el proceso de domesticacion del tomate. Desde un punto de vista quimico,
las ceras cuticulares son habitualmente una mezcla de diversos tipos de compuestos
alifaticos. La cantidad y el tipo de los distintos componentes varian ampliamente de una
especie vegetal a otra (Hamilton, 1996). La mezcla total de ceras de un taxon en concreto
podria incluir porcentajes relativamente altos de componentes especificos o un grupo
determinado de compuestos (Jetter et al., 2006). En un estudio reciente realizado por
Halinski ef al. (2015) se han analizado los distintos componentes que conforman el total de
ceras presentes la cuticula de las hojas de varias entradas de tomate de S. /ycopersicum, S.
pennellii y S. pimpinellifolium. Los componentes mas abundantes en estos casos son los
hidrocarburos, y los triterpenos en menores cantidades. Estos autores proponen a los
hidrocarburos cuticulares como potenciales marcadores taxondmicos para establecer
relaciones de parentesco entre las distintas especies de tomate. Asi, podria ser interesante
analizar en investigaciones futuras si en la cuticula de los frutos de las especies de tomate

de la seccion Lycopersicon se obtendrian resultados equiparables a los de estos autores.

La microscopia de fluorescencia constituye una técnica sumamente util para recabar
informacion sobre la estructura y los componentes de la superficie de las plantas, no solo
de la cuticula, sino también de la epidermis y, en algunos casos, de las capas
subepidérmicas. En concreto, la microscopia de epifluorescencia ha sido ampliamente
usada en las ultimas décadas para el estudio de los tejidos foliares tras el considerable auge
de las técnicas de andlisis digital de imagenes, la microscopia confocal y la microscopia

multifoton (Blancaflor y Gilroy, 2000). Dichas técnicas posibilitan la localizacién de
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estructuras macromoleculares en funcién de sus patrones de emision y absorcion de
fluorescencia (Fricker et al., 1997). Asi, el procesamiento del conjunto de imagenes
tomadas mediante microscopia de epifluorescencia en el presente estudio permitio
visualizar y analizar la autofluorescencia de la cuticula de los frutos verdes inmaduros y
maduros del total de las entradas. Dichas imagenes pusieron de manifiesto una vez mas la
gran heterogeneidad de las especies examinadas, encontrandose notables diferencias no
solo en cuanto a la presencia o ausencia de autofluorescencia de esta capa en funcion de la
longitud de onda de la luz de excitacion o del estadio de desarrollo del fruto, sino también
en la distribucion de dicha autofluorescencia en la misma, en su intensidad y en su emision
por otras zonas del pericarpo. El andlisis de todas estas variables dio como resultado la
separacion en dos grandes grupos de las diferentes especies de tomate de la seccion
Lycopersicon, distinguiéndose asi a las especies cuyos frutos maduros son rojos,
anaranjados o amarillentos (S. lycopersicum, S. lycopersicum var cer, S. pimpinellifolium,
S. cheesmaniae 'y S. galapagense) de las restantes. En cuanto a la emisién de
autofluorescencia desde la superficie hacia el interior del fruto, la intensidad de la
fluoresencencia verde es, de forma general, més o menos semejante desde la cara externa a
la interna en la cuticula de las entradas del primer grupo. Sin embargo, en los casos en los
que existe autofluorescencia azul, esta suele ser mas intensa en la parte mas superficial de
la cuticula. Esta mayor intensidad de la cuticula del fruto en la zona mas externa podria
deberse a la presencia de flavonoides asociados a las ceras epicuticulares, las cuales se
distribuyen por esa region (Laguna et al.,, 1999). Ya sea verde o azul, y de forma
independiente al estadio de desarrollo en el que se encuentre el fruto, la autofluorescencia
emitida por el pericarpo en buena parte de las entradas no se restringe tinicamente a la capa
cuticular, sino que las paredes celulares de las células epidérmicas también emiten
autofluorescencia. La fuerte fluorescencia de la cuticula de algunas plantas cuando son
excitadas con luz ultravioleta, asi como la emitida por las paredes celulares de las células
epidérmicas, ha sido previamente observada por otros autores (Harris y Hartley, 1976;
Considine y Knox, 1979). Los é&cidos ferulico y cumarico, acidos cindmicos, son
considerados los compuestos responsables de la emision de fluorescencia azul por parte de
las paredes celulares (Harris y Hartley, 1976). En este sentido, cabe destacar la entrada PI-
126448 cor (v), ya que tanto la autofluorescencia verde como la azul advertida en el
pericarpo de sus frutos maduros agrietados se deben en mayor medida a la emitida por las

paredes celulares epidérmicas, asi como a la de aquellas que conforman los tejidos
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subyacentes, altamente suberificadas (Fig. 3.24 B,D). La suberina estd compuesta
principalmente por una mezcla de acidos grasos de cadena larga (C,y a Cj), alcoholes,
hidroxiacidos grasos o acidos dicarboxilicos y friedelina (un triteperpeno), los cuales se
depositan entre la pared celular y la membrana plasmatica. Ademas de ello, contiene una
gran cantidad de fenilpropanoides que han sido postulados como los responsables de la
intensa autofluorescencia de los tejidos suberificados (Mader, 1954; Kolattukudy, 1980).
El incremento en la intensidad de la autofluorescencia azul-verde en las regiones del
pericarpo del fruto de tomate colindantes a una zona donde se ha producido la rotura de la
cuticula ha sido igualmente descrito por Cho et al., (2013). En cuanto a la intensidad total
de la autofluorescencia irradiada por la cuticula existe una tendencia clara: mientras que en
el grupo de especies del complejo verde la intensidad total de la autofluorescencia azul es
la mas elevada en ambos estadios de desarrollo, en el caso de las entradas con frutos de
otra coloracion la autofluorescencia verde supera en general a la azul en el estadio maduro.
Del analisis de la contribucion de cada componente (rojo, verde y azul) a la intensidad total
de la autofluorescencia se puede inferir, por una parte, que la autofluorescencia verde es
debida casi en su totalidad al canal referido a ese mismo color, encontrandose los valores
mas elevados en el grupo de entradas cuyos frutos maduros son de una coloracion rojiza,
anaranjada o amarillenta. En cambio, a la autofluorescencia azul contribuyen tanto la
componente verde como a la azul. Mientras que en lo referido al canal verde no revelan
una tendencia clara, los resultados obtenidos en lo relativo al canal azul sugieren un
comportamiento desigual del conjunto de entradas anteriormente mencionadas con
respecto a las restantes. Asi, se produce una notable disminucién de la intensidad de la
autofluorescencia en la transicion del fruto de los 15 dias de desarrollo a la maduracion,
alcanzandose valores cercanos al umbral y llegando incluso a ser nula. Las especies que
presentan frutos maduros verdosos o blanquecinos no siguen esta pauta, hallindose
entradas en las que dicha intensidad disminuye en la maduracion y otras en las que
aumenta o en las que se mantiene mas o menos constante. La autofluorescencia azul-verde
es el resultado de complejas interacciones biofisicas y bioquimicas que tienen lugar entre
gran cantidad de compuestos que forman parte de los organismos vegetales (Harris y
Hartley, 1976). De este modo, las diferencias en las pautas de emision de fluorescencia
aqui descritas son un reflejo de la variable composiciéon de la cuticula de los frutos de
tomate estudiados. Cuando tiene lugar la maduracion del tomate se produce la degradacion

progresiva de la clorofila a al mismo tiempo que tiene lugar la sintesis del licopeno en
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determinados cultivares, lo que desencadena la aparicion del color rojo del fruto. La escasa
intensidad de la fluorescencia en la region espectral correspondiente al rojo podria ser
indicativa de una baja concentracion de moléculas de clorofila (Cho et al., 2013).
Asimismo, durante la maduracion del fruto tiene lugar la sintesis de flavonoides
especificos que son transportados desde las células epidérmicas hacia la cuticula (Laguna
et al., 1999). Los flavonoides son un tipo de compuestos fendlicos de bajo peso molecular
que estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal; su presencia en la cuticula del fruto
ha sido ampliamente descrita previamente (Hunt y Baker, 1980; Baker ef al., 1982). La
diferencia mas significativa entre los frutos de tomate verdes y los frutos maduros es la
presencia de dos flavonoides en la cuticula de estos ultimos: la naringenina y la chalco-
naringenina. Ambos estan asociados tanto a la cutina como a las ceras epicuticulares
(Hunt ez al., 1980; Baker et al., 1982; Pfiindel ef al., 2006). Ademas de ellos, en la cuticula
de los frutos también se localizan acidos fenolicos en cantidades variables, entre los que se
encuentran mayoritariamente los acidos cumarico y feralico (Hunt et al., 1980). Lai ef al.
(2007) han descrito que la intensidad de la fluorescencia de la cuticula del tomate en las
regiones espectrales azul-verde (entre los 400-550 nm), es atribuible a la presencia de

flavonoides y carotenoides que se acumulan durante el proceso de maduracion.

El indice de esterificacion es la ratio de las bandas asociadas a las vibraciones de
tension asimétrica del metileno y de tension del enlace carbonilo del grupo éster. Dicho
parametro, obtenido tras un exhaustivo andlisis de los espectros FT-IR de las cuticulas
aisladas de las diferentes entradas, determina la relacion existente entre la unidad
estructural mas repetida de la cuticula (CH2) y el grupo éster, cuyo entrecruzamiento
conforma la matriz de cutina. Esta relacion se puede calcular de diferentes formas (Benitez
et al., 2004; Chefetz, 2007; Girard et al., 2012; Heredia-Guerrero et al., 2012; Espaia et
al., 2014). En este trabajo, dicho indice se ha determinado a partir de la ratio de las
absorbancias de las bandas v(C=0)/ v,(CH,). El valor del indice de esterificacion es
directamente proporcional al grado de entrecruzamiento (Heredia-Guerrero et al., 2014).
En la totalidad las especies de tomate aqui analizadas se han encontrado unos valores
similares del indice de esterificacion a ambos lados de la cuticula. Entre ellas destacan
aquellas cuyo fruto es de color rojo o anaranjado al alcanzar la maduracion, ya que
presentan unos indices de esterificacion significativamente menores que las restantes. Esta

singular particularidad ha sido observada previamente a lo largo del crecimiento del fruto
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en distintas variedades de tomate cultivado (Espana et al, 2014). El indice de
esterificacion varia en funcion del estadio del fruto. Este se mantiene elevado a lo largo del
crecimiento pero disminuye en el momento de la maduracion, lo cual es indicativo de una
ruptura de los enlaces ésteres. Este hecho es importante y queda comprobado de modo

general después del anélisis de las entradas estudiadas en el presente trabajo.

Otra conclusion que presenta el andlisis llevado a cabo mediante espectroscopia FT-IR
es que, a pesar de la variabilidad biologica de las diferentes entradas estudiadas y de su
distinta procedencia, todas ellas exhiben, en mayor o menor medida, una composicion y
una distribucion espacial de sus componentes similar. La cuticula de la totalidad de las
especies analizadas se caracteriza por presentar una cara externa en la que predominan los
metilenos y los grupos ésteres y una cara interna en la que destacan las bandas ligadas a los
polisacaridos. Los flavonoides aparecen en la mayoria de los casos mas abundantes en la
cara externa de la cuticula que en la cara interna. La asimetria de composicion entre la cara
externa e interna inherente a la cuticula de las plantas superiores queda claramente

reflejada sin excepcion alguna en todas las entradas estudiadas.

A modo de breve conclusion final en este apartado de discusion podriamos indicar que
el exhaustivo andlisis llevado a cabo de la epidermis de los frutos de la seccion
Lycopersicon conduce a resaltar la gran heterogeneidad de caracteristicas y
comportamiento de los mismos. El proceso de domesticacion ha homogeneizado
determinados caracteres y propiedades, fijado tendencias y ha mantenido caracteristicas
estructurales como las referentes al reagrupamiento a nivel macromolecular e interaccion
de los componentes mayoritarios de la cuticula del fruto. Sin embargo, la mayoria de los
parametros estudiados en este capitulo presentan siempre singularidades que, lejos de ser
un problema, pueden ser usados en procesos de mejora del fruto de tomate. Asi, entradas
con alto contenido en ceras cuticulares, grosor, grado de invaginacidn, color definido o la
presencia de una superficie rugosa con o sin tricomas podrian ser usados en dichos
procesos de mejora para la obtencion de variedades mas resistentes o sensibles por su

implicacion en importantes propiedades como son las de naturaleza biomecénica e hidrica.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten establecer las siguientes

conclusiones:

1. La formacién de la cuticula del fruto de tomate es un proceso dinamico en intima
conexion temporal con el de la formacion de la pared celular mas externa de las
células epidérmicas. Mientras que durante la division celular la epidermis presenta
una minima cutinizacioén, en la transiciéon al periodo de expansion celular, que
ocurre entre los 9-10 dda, se produce un notable incremento de su grosor debido a

una subita y elevada acumulacion de material lipidico.

2. Desde la antesis hasta los 9 dda la cuticula del fruto de Cascada aparece como una
submicrométrica capa electrodensa de morfologia globular en su cara interna. Esta
fina capa podria considerarse como la procuticula, un estadio de desarrollo
temprano de la cuticula. A partir del comienzo de la fase de expansion celular, la
cuticula sufre pocos cambios en su ultraestructura, manteniéndose principalmente

amorfa.

3. Se ha constatado y documentado por vez primera la presencia a lo largo de la pared
celular epidérmica, durante el proceso de division celular, de singulares dominios
polimorficos citoplasmaticos procedentes probablemente de procesos o ciclos de
contraccion de la membrana plasmatica. Dichos dominios contienen estructuras
globulares electrodensas en su interior y se postula que podrian actuar como
vesiculas o gotas lipidicas que formarian parte del proceso de formacion de la

procuticula.

4. La proteina cutina sintasa, CUSI1, se expresa en el pericarpo del fruto de Cascada
hasta los 30 dda y presenta una clara localizacién extracelular sobre la cutina en
formacion en la pared celular externa de las células epidérmicas, existiendo un pico
de su expresion y presencia entre los 10 y los 20 dda. Igualmente, los cuatro genes
CUS adicionales identificados en tomate se expresan en el pericarpo del fruto
aunque en mucha menor medida, siendo el patron de expresion de CUS2, CUS4 y

CUSS5 similar al de CUSI.

5. Los cutinsomas se localizan en las células epidérmicas y en la pared celular mas

externa del fruto de Cascada exclusivamente durante el periodo de division celular.
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Estas nanoparticulas ya estan presentes en el ovario justo en el limite entre la zona
cutinizada y la no cutinizada de la pared celular mas externa. En cambio, no se
ubican en el interior de la cutina bien desarrollada, sugiriendo una participacioén
activa en la formacién de la procuticula del mismo. Se postula por tanto, una accion
temporal coordinada entre este mecanismo de formacion de la cutina y el de la

proteina cutin sintasa.

Una primera y exhaustiva aproximacion al estudio de la cuticula de las distintas
especies de la seccion Lycopersicon ha mostrado la existencia de una variabilidad
importante para caracteres tales como el grosor, grado de invaginacion y
composicion de la cuticula. La implicacion de varios de estos caracteres en las
propiedades biomecanicas e hidricas, de gran interés agrondmico, sugieren su
potencial aprovechamiento en programas de mejora. Las diferencias en la cantidad
de cuticula observadas entre especies no estuvieron asociadas a una mayor o menor

presencia de la proteina CUSI.

Se ha determinado una mayor cantidad de flavonoides presentes en las cuticulas
aisladas de las especies del complejo de fruto rojo frente a las especies de fruto
verde. Esta variacion estuvo asociada con un cambio en las propiedades Opticas de
las cuticulas de frutos maduros. En las especies del complejo de fruto rojo se
observo durante la maduracion un aumento de la autofluorescencia emitida por la
cuticula tras excitacion con luz azul y paralelamente una disminucion de la
autofluorescencia tras excitacion con luz UV. Este cambio en el perfil de

fluorescencia estuvo asociado a la acumulacion de flavonoides.
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Anexos

Anexo 1. Fotomicrografias de cortes transversales de pericarpo de tomate en estadios verde

inmaduro (15 dda) y maduro (M) tefiidos con Sudéan IV para visualizar la cuticula.

15 dda M




Anexos

UNIVERSIDAD

204




Anexos

15 dda M
LA-1138 che LA-1139 che

- it s‘-
'...1'_:.&:‘._:”,.\..'.;_;.1._-..
e ] :
e N =

205




Anexos

206




Anexos

YOV

avalsy

IAINN

o~
S
N




Anexos

UNIVERSIDAD

208




Anexos

YOVIYIN 3d
avalSd3AINN

[N
S
N




Anexos

YOVIYIN 3d
avalSd3AINN

(e}
—
[\




Anexos

15 dda

vOvTvi 30
avaISy3AINN

—
—
[\




YOVIYIN 3d
AvaISd3AINND




Anexos

Anexo II. Imagenes de MET correspondientes a cortes transversales de pericarpo de
tomate en los estadios 15 dda y maduro.

15 dda M

MM Iyc: 15dda, barra 2 um; maduro, barra 5 pm.
Heinz lyc: 15dda, barra 5 um; maduro, barra 10 pm.
Mex-70 cer: 15dda y maduro, barras 5 pm.
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15 dda

PE-67 pim: 15dda, barra 5 um; maduro, barra 2 um.
LA-1589 pim: 15dda y maduro, barras 5 pm.
PE-7 pim: 15dda y maduro, barras 5 pm.
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15 dda M

TO-937 pim: 15dda, barra 1 um; maduro, barra 5 pm.
LA-0429 che: 15dda, barra 5 um; maduro, barra 1 pm.
LA-1139 che: 15dda, barra 1 um; maduro, barra 5 pm.
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15 dda

LA-0317 gal: 15dda, barra 5 um; maduro, barra 2 pm.
LA-0530 gal: 15dda, barra 1 um; maduro, barra 5 pm.
LA-1028 chm: 15dda y maduro, barras 2 pm.
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LA-2678 chm: 15dda, barra 1 um; maduro, barra 2 pm.
LA-2695 chm: 15dda, barra 2 um; maduro, barra 5 pm.
LA-3644 chm: 15dda, barra 2 um; maduro, barra 1 pm.
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15 dda

LA-3654 chm: 15dda y maduro, barras 2 pm.
LA-2200 neo: 15dda y maduro, barras 2 pm.
PE-52 neo: 15dda y maduro, barras 2 pm.
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PE-29 arc: 15dda, barra 1 pum; maduro, barra 5 um.
PE-33 arc: 15dda y maduro, barras 2 um.
PE-18 hua: 15dda y maduro, barras 5 um.
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PE-81 per: 15dda y maduro, barras 2 um.
P1-212407 per: 15dda y maduro, barras 2 pm.
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L= 1960 e

L5d

PI-126448 cor: 15dda y maduro, barras 2 pm.
PI-251311 cor: 15dda, barra 2 um; maduro, barra 5 pm.
LA-1969 chi: 15dda y maduro, barras 1 pm.
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15 dda

LA-2779 chi: 15dda y maduro, barras 2 um.
LA-1777 hab: 15dda, barra 2 pm; maduro, barra 5 um.
PI-126445 hab: 15dda y maduro, barras 2 pum.
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15 dda M

PI-134418 gla: 15dda y maduro, barras 2 pm.
LA-0716 pen: 15dda, barra 2 um; maduro, barra 5 pm.
PE-45 pen: 15dda y maduro, barras 2 pm.
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Anexos

Anexo III: Representaciones graficas de la intensidad total de la autofluorescencia con el
filtro FITC (verde) y UV (azul) emitida por la cuticula de los frutos de tomate en los
estadios de 15 dda y maduro (M). Los datos se expresan como la media + error estandar.
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Anexo IV: Intensidad de la autofluorescencia correspondiente a los canales rojo (R), verde (V) y azul
(A) emitida por la cuticula de los frutos de tomate de 15 dda y maduros con el filtro FITC. Los datos se
expresan como la media + error estandar. (-), no hay autofluorescencia o el valor medio se sitia por debajo
del valor umbral establecido.

15 dda Maduro
Entrada

R \% A R A\ A
MM b - 14.1£1.0 - - 46.2+3.1 -
Heinz lyc - 16.7+£0.7 - 12.4+£0.3  47.5£2.8 -
Mex-70 cer 10.1£0.8  16.3%£1.7 - 14.3+0.3 53.9£3.1 -
PE-67 pim 13.5€1.3  23.6£2.3 - 11.1£0.8  25.4+£1.8 -
LA-1589 pim 12.7£0.4  24.1£1.8 - 15.7£1.0 47.0£2.4 -
PE-7 pim 15.7£1.6  19.2+1.5 - 13.7£1.9  50.244.6  10.3£0.6
TO-937 pim 12.7€1.4 18.7£14 - 14.0£1.3 31.6£2.3 -
LA-0429 che 11.9€1.6 23.84£2.3 - 12.1£0.9  38.4£1.3 -
LA-1139 che - 18.8+1.3 - - 31.0+£2.0 -
LA-0317 gal 13.4£0.9 19.0£1.8 - - 51.0£1.8  11.5+0.6
LA-0530 gal - 19.3£1.1 - - 36.3+£3.2 -
LA-1028 chm - 21.8£1.3 - - 21.0£1.6 -
LA-2678 chm - 20.4+1.1 - - 19.3+1.0 -
LA-2695 chm - 21.8£1.5 - - 35.7+£2.3 -
LA-3644 chm 13.3£1.2  31.5+2.1 - 10.9£0.6  20.2+1.8 -
LA-3654 chm - 24.5+£2.2 - - 21.6£1.5 -
LA-2200 neo - 21.7+£2.1 - - 21.7£1.0 -
PE-52 neo - 22.1£1.3 - - 19.5+1.8 -
PE-29 arc 12.2£1.5  28.5£2.0 - - 25.7£2.5 -
PE-33 arc - 27.7£1.5 - - 21.6£1.9 -
PE-18 hua - 21.9+1.4 - - 32.5+4.6 -
PE-20 hua 12.1£0.9  27.1£2.7 - 12.3+1.1  22.842.3 -
PE-81 per - 15.3+1.3 - - 25.1£2.3 -
PI-212407 per - 20.1£1.9 - - 18.7£1.5 -
PI-126448 cor (b) 14.9£1.6  38.2£1.3 - - 30.4+0.6 -
PI-251311 cor - 19.3+1.4 - - 19.3+1.6 -
LA-1969 chi - 36.4+2.3 - - 16.6+1.5 -
LA-2779 chi - 15.6£1.2 - - 21.2+0.8 -
LA-1777 hab - 19.7£1.9 - - 35.2+2.1 -
PI1-126445 hab - 19.7£1.7 - 11.0£1.4 22.5+0.1 -
PI-134418 gla - 20.8t1.4 - - 21.3£1.9 -
LA-0716 pen - 24.2+1.9 - - 26.1£2.1 -
PE-45 pen - 31.2+1.8 - - 30.1+£2.1 -
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