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RESUMEN

La pared celular es una estructura localizada fuera de la membrana plasmatica, se encuentra
compuesta por regiones que difieren en su estructura, y en los frutos comparte funciones con la
cuticula vegetal. Ambas estructuras coordinan la respuesta frente al ataque de patdgenos, el
intercambio de moléculas pequeiias como el agua y en frutos proveen soporte mecanico. La pared
celular contiene una region de polimeros denominada pectina que se compone de
homogalacturonano, ramnogalacturonano tipo 1 y 2, esta region es asociada a procesos como la
adhesion celular y en frutos estd asociada a la firmeza. Una de las enzimas que degradan al
ramnogalacturonano 1 es la enzima ramnogalacturonano liasa, la cual es codificada por 12 genes
con expresion espacio temporal diferente. En un trabajo anterior, los frutos de tomate con el gen
35s::Solycl1g011300 presentaron una mayor vida de anaquel en comparacion con la linea
isogénica, lo que demostr6 la funcion de este gen en la vida post-cosecha de los frutos. Basado en
esto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la sobre-expresion en el proceso de
maduracion de los frutos. Para ello, se decidi6 analizar los frutos 35s.:Solycl1g011300 durante la
post-cosecha. Se analizaron los frutos de lineas independientes (L y H) que sobreexpresan una
isoenzima RGL (Solyc11g011300) durante la maduracion y post-cosecha. Se encontré que los
frutos transgénicos mantenian la firmeza mas tiempo que el control, mayor produccion de etileno,
aparicion del climaterio dos dias después que la linea isogénica y no se encontraron cambios en la
acumulacion de so6lidos solubles y pH. Por otro lado, una de las alteraciones mas interesantes
sucedio a nivel transcripcional sobre los genes de la ruta de sintesis de la hormona etileno fue la
represion de S-adenosin metionina (SAM) en la linea transgénica L1 y la represion de ACS-sintasa
(ACS) 2 y 4 durante los 42 DDA. Con estas evidencias se concluye que la sobre-expresion del gen
Solycl1g011300 afectd la maduracion del fruto mediante la desregulacion de los genes SAM,
ACS4 y ACS2, efecto que podria deberse al proceso de co-supresion.

Palabras clave: biosintesis de etileno, maduracion, sobre-expresion, Solycl1g011300
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ABSTRACT

The cell wall is a structure located outside the plasma membrane, it is composed of regions
that differ in their structure, and in fruits it shares functions with the plant cuticle. Both structures
coordinate the response against pathogen attack, the exchange of small molecules such as water,
and in fruits they provide mechanical support. The cell wall contains a region of polymers called
pectin that is composed of homogalacturonan, rhamnogalacturonan type 1 and 2, this region is
associated with processes such as cell adhesion and in fruits it is associated with firmness. One of
the enzymes that degrade rhamnogalacturonan 1 is the enzyme rhamnogalacturonan lyase, which
is encoded by 12 genes with different space-time expression. In a previous work, tomato fruits with
the 35s::Solycl1g011300 gene had a longer shelf life compared to the isogenic line, which
demonstrated the role of this gene in the post-harvest life of the fruits. Based on this, the objective
of this work was to determine the effect of over-expression on the fruit ripening process. For this,
it was decided to analyze the 35s::Solycl1g011300 fruits during the post-harvest period. The fruits
of independent lines (L and H) that overexpress an RGL isoenzyme (Solycli1g011300) were
analyzed during ripening and post-harvest. It was found that the transgenic fruits maintained
firmness longer than the control, higher ethylene production, climacteric appearance two days after
the isogenic line, and no changes were found in the accumulation of soluble solids and pH. On the
other hand, one of the most interesting alterations that occurred at the transcriptional level on the
genes of the ethylene hormone synthesis pathway was the repression of S-adenosine methionine
(SAM) in the L1 transgenic line and the repression of ACS-synthase ( ACS) 2 and 4 during the 42
DAA. With these evidences, it is concluded that the over-expression of the Solyc11g011300 gene
affected fruit ripening through the deregulation of the SAM, ACS4 and ACS2 genes, an effect that

could be due to the co-suppression process.

Key words: ethylene biosynthesis, ripening, over-expression, Solycl1g011300.
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1.INTRODUCCION

La pared celular es una estructura localizada al exterior de la membrana plasmatica, realiza
funciones de manera coordinada con la cuticula vegetal de las cuales tres de las mas importantes
son: mediar el intercambio de agua, coordinar la respuesta al ataque de patdgenos y ambas
estructuras aportan rigidez y soporte mecanico, entre otros (Martin & Rose, 2014). Una de las
regiones mas dinamicas de la pared celular es la pectina, la cual estd compuesta por tres clases de
polimeros: homogalacturonano y ramnogalacturonano I y II (Rivera, et al., 2008). La pectina ha
sido estudiada durante muchos afios ya que se planteaba que era la unica estructura responsable de
la pérdida de firmeza de los frutos durante la madurez. En la actualidad existe evidencia de que la
pérdida de firmeza es un fendmeno multifactorial en el que intervienen la pared celular y la cuticula
(Romero & Rose, 2019). Estas dos estructuras externas: pared celular y cuticula, se han estudiado
en conjunto debido al conocimiento generado con el analisis de la variedad de tomate DFD (Saladié
et al, 2007). El comportamiento del tomate DFD durante la madurez sugiere que existe
coordinacién entre la pared celular y la cuticula, ambas pueden jugar un papel fundamental en el
deterioro causado durante la madurez (Romero & Rose, 2019) principalmente en la pérdida de
firmeza. La principal hormona relacionada con los cambios de firmeza durante la madurez del fruto
es el etileno. Esta hormona es sintetizada por el fruto durante su desarrollo y también durante su
madurez (Barry & Giovannoni, 2007) mediante el ciclo de Yang (Cara & Giovannoni, 2008).
Durante la traduccion de sefiales en respuesta al etileno, participan genes que responden de manera
tardia, como los que promueven el ablandamiento del fruto a través de la degradacion de la pared
celular (Bennett & Labavitch, 2008) y los de respuesta rapida como factores de transcripcion. En
los genes de respuesta tardia se encuentran los que codifican para enzimas ramnogalactuoronano
liasa (RGL), segun reportes (Berumen, et al., 2017) indican que todas las RGL de tomate albergan
elementos de respuesta a etileno (EIN3;EIL, AP2;ERF, AP2;RAV;B3) en su promotor y el gen de
RGL-Solycl1g011300 contiene el elemento regulador EIN3;EIL (Berumen, ef al., 2017). Se ha
demostrado que RGL es expresada en frutos y que su transcripcion ocurre en la etapa de
maduracion (Berumen, et al., 2018). Ademas, recientemente su expresion fue correlacionada con
la produccion de etileno (Trillo, et al., 2021). En este sentido, los elementos de respuesta a etileno

también se encontraron en genes implicados en la elongacion y transporte de componentes
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cuticulares. Recientemente se reportd que, elongasas como CERG6 y traslocadoras de acidos grasos
de cadena larga ABCG11, son controladas por la hormona etileno (Romero & Lafuente, 2022).
Con base en estas evidencias, se puede sugerir que la hormona etileno podria regular la expresion
de los genes de pared celular y cuticula, ambas estructuras relacionadas con los cambios de firmeza
en el fruto. La sobreexpresion y silenciamiento de genes son una herramienta util para elucidar la
funcion de genes especificos dentro de la fisiologia de frutos y en fendmenos complejos como el
de la maduracion. En este sentido, la funcion de las proteinas remodeladoras de la pared celular ya
ha sido estudiada, pero las evidencias acerca de la funcion de la enzima RGL sigue siendo escasa.
En nuestro laboratorio Ochoa, et al, (2018) crearon frutos transformados con el gen
35s::Solycl1g011300 disefiado para sobre-expresar un gen de RGL (Solyc11g011300). Los frutos
transformados mostraron un fenotipo con firmeza prolongada durante la maduracion en
comparacion con los frutos silvestres (Ochoa, et al., 2018). Partiendo de esta base, se tiene la
hipotesis de que el mecanismo genético de etileno podria estar afectado, por lo cual evaluando los
cambios que ocurren en el fruto durante la maduracion se podria entender el fenotipo observado en
las lineas transgénicas. Por ello el objetivo central de este trabajo fue evaluar el comportamiento
fisiologico y respuesta transcripcional de los frutos transgénicos. Para ello en esta tesis se evaluaron
los parametros fisicoquimicos de los frutos transgénicos, asi como la producciéon (ACS) y respuesta
de diversos genes (E4 y E8) a la hormona etileno. Asimismo, mediante bioinformatica se analizaron
los promotores de los genes relacionados con la biosintesis, ensamble y deposicion de cuticula con
la finalidad de demostrar si la sobreexpresion del gen Solycl1g011300 caus6d desregulacion de
genes involucrados en la reingenieria de la pared celular y afectaciones potenciales en la biosintesis

de cuticula.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El Fenomeno de la Maduracion Ocasiona el Ablandamiento en Frutos

La maduracion de los frutos es un fendmeno genéticamente programado que acompafia al
desarrollo de la semilla (Klee & Giovannoni, 2011). Desde el punto de vista antropocéntrico, la
madurez de consumo de los frutos es un periodo en el desarrollo de los frutos en el que se presentan
las caracteristicas sensoriales dptimas para su consumo. Este fendomeno de la maduracion se ha
estudiado en diferentes frutos de importancia econdmica para México como: mango, fresa, sandia,
manzana, pifia, naranja, aguacate y tomate, por mencionar algunos. Se ha logrado clasificarlas, con
base al incremento en la produccion de etileno y a la produccion de CO», en frutas climatéricas y
no climatéricas (Paul, et al., 2012). El estudio de la maduracion desde el punto de vista molecular,
utiliza como modelo al fruto de tomate ya que su genoma estd completamente secuenciado y
liberado, tiene un ciclo de vida corto y su fruto es carnoso. Fisiologicamente, la maduracién de los
frutos es un fendmeno que puede ser afectada por varios factores tales como, humedad en el
ambiente, temperatura, incidencia de luz sobre los cultivos, disponibilidad de nutrientes, entre
otros. Algunos cambios en los frutos de tomate ocasionados por la maduracion son alteraciones en
acidez, solidos solubles, color, sabor, textura, firmeza, acumulacion de moléculas del metabolismo
secundario y cambios en aroma (Alexander & Grierson, 2002). Estos cambios moleculares que
ocurren durante la maduracion de los frutos (Alba, et al., 2000), el tiempo de vida de anaquel (Thole
et al., 2020) y los principales factores que lo afectan durante la post-cosecha (Gierson & Kader,
1986) ya han sido estudiados.

La calidad de los frutos para el consumo humano esta determinada por caracteristicas y atributos
organolépticos como la apariencia fisica de los frutos, color, sabor, textura y firmeza. Durante el
proceso de maduracion, uno de los principales cambios que ocurren en el fruto es la disminucion
de la firmeza, que se asocia a la calidad y vida de anaquel de los frutos (FAO, 2021). La
disminucién de la firmeza en frutos de tomate tiene lugar en el pericarpio del fruto (Figura 1), este
fenémeno se encuentra estrechamente relacionado con la estructura de la pared celular (Seymour,

et al., 2013). La firmeza puede ser afectada durante la maduracion por factores como la presion de
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turgencia (Saladié et al., 2007), el ataque de radicales hidroxilo a los polimeros de la pared celular
(Airianah, et al., 2016) y la composicion de la cuticula (Yeats & Rose, 2013). Esto nos permite
concluir que el fendmeno de la maduracién es determinando por varios factores y que los
principales cambios en la firmeza son ocasionados por modificaciones en la pared celular

(Paniagua et al., 2014).

Figura 1. Pericarpio de tomate en 3 etapas de madurez, A) Corresponde a Verde Maduro, B)
Cambiante y C) Tomate Maduro. Tridngulo blanco indica el endocarpio, triangulo rojo indica el
mesocarpio y la linea punteada blanca indica el pericarpio. Imagen tomada y adaptada: the rose

lab, school for integrative plant science (http://labs.plantbio.cornell.edu/rose/)

2.2 La Pared Celular Durante la Maduracion

Anteriormente, se pensaba que era posible tener el control de la maduracién, ya sea: retrasando o
inhibiendo dicho fenémeno. La informacién publicada sugeria que esto llevaria a una optimizacion
de la vida 1til de una gran variedad de productos hortofruticolas (Seymour, et al., 2013). Es por
esto que el estudio de la maduracion se centr6 en el entendimiento de la pared celular primaria y
sus modificaciones durante la ontogenia del fruto (Figura 2). Estudios de composicidon polimérica
reportados por Crookes & Grierson, (1983), indican que el pericarpio de tomate contiene
mayormente pared celular primaria, por lo que podemos inferir que es abundante en pectina. La
pectina es el componente mas dinamico y complejo de la pared celular, su estructura se basa en
tres clases de polimeros: homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano tipo I (RG-1) y II, y en
menor proporcion residuos de arabinanos, mananos, xilanos y galactanos (Figura 3). Estos
polimeros se encuentran interactuando con estructuras de mayor tamafio como las microfibrillas de

celulosa y hemicelulosa (Rivera, et al., 2008).
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Durante la ontogenia del fruto (Figura 2), la pectina experimenta cambios en los polimeros mayores
y en sus interacciones (Verhertbruggen & Knox, 2007). Los cambios en la pared celular primaria,
abordados desde la fisiologia del fruto en desarrollo, se encuentran vinculados a su ontogenia, esto
quiere decir que la re-ingenieria de la pectina es diferente durante los procesos de crecimiento
(division celular y expansion celular) y maduracion, lo cual se abordara mas adelante. El desarrollo
del fruto de tomate desde la antesis hasta su madurez fisioldgica en la planta toma de 45 a 50 dias.
En ese periodo, el fruto atraviesa dos fases ontogénicas: desarrollo y la maduracion del fruto. La
fase de desarrollo incluye dos etapas: la primera etapa corresponde al crecimiento por division
celular que ocurre durante los primeros dos dias después de antesis (DDA). Durante este tiempo la
diferenciacion celular forma primordios de células, que posteriormente van a formar los diferentes
tejidos del fruto (Azzi et al., 2015). Después, el fruto comienza a crecer aumentando su nimero de
células (Seymour, ef al., 2013), lo cual termina entre los dias 10 0 12 DAA (Ariizumi, ef al., 2013),
aunque algunos autores indican que esta fase podria durar hasta 14 DAA (Shakya & Lal, 2018). La
segunda fase de crecimiento se denomina expansion celular, evento que ocurre inmediatamente
después del periodo de division celular y que se caracteriza por crecimiento periclinal
principalmente debido a la entrada de agua a la célula (Solano et al, 1998). Esta fase termina a los
42 DDA inmediatamente después de haber terminado la etapa de verde maduro, en esta etapa los
frutos pueden aumentar sus dimensiones mas de 10 veces (Klee & Giovannoni, 2011). Finalmente,
después de los 42 DAA el desarrollo del fruto ha finalizado para iniciar la ultima etapa de su
ontogenia que es la maduracion. Durante toda la ontogenia del fruto, la pectina cumple varias
funciones en distintos fendmenos fisioldgicos como la elongacion celular, debido a esto varias de
las proteinas que participan en su re-ingenieria comunmente provienen de una familia de
multigenes (Berumen ef al., 2018; Roongsattham et al., 2012; Wu, et al., 2018a).

Durante de la maduracion los factores que causan el ablandamiento del fruto del tomate involucran
el trabajo coordinado de una serie de enzimas que utilizan como sustrato diversos polimeros
pécticos. En el modelo de estudio tomate (Solanum lycopersicum L.,) las enzimas relacionadas con
la degradacion de la pectina durante el desarrollo y maduracion ya han sido estudiadas y estan
esquematizadas en la Figura 3. Las enzimas que participan en la re-ingenieria del
homogalacturonano son endo-poligalacturonasa (EC 3.2.1.15) que realiza la escision del enlace a-
D-1-4 galactosiluronico (Brady, et al., 1982; Sheehy, et al., 1988; Smith, et al, 1988) y exo-

poligalacturonasa (EC 3.2.1.67) que hidroliza el primer enlace glicosidico del extremo no reductor
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del polimero. La enzima pectato liasa (EC 4.2.2.2) que actia en extremos no reductores (Uluisik
et al., 2016). La enzima pectin metil-esterasa (EC 3.1.1.11) que hidroliza los grupos metilo de
pectina esterificada de los monomeros de acido galacturonico (Hyodo ef al., 2013). Las enzimas
que degradan el polimero ramnogalacturonano tipo | son la -galactosidasa (EC 3.2.1.23) que
hidroliza las cadenas de galactosa que estan enlazadas al polimero principal del
ramnogalacturonano tipo 1 (Smith, ef al., 2002). La enzima oa-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55)
responsable de remover los residuos terminales de arabinosa de varios polimeros pécticos, siendo
uno de ellos el ramnogalacturonano tipo 1 (Sozzi et al., 2002), y ramnogalacturonano liasa (EC
4.2.2.23) la cual es responsable del rompimiento del polimero principal del ramnogalacturonano
tipo I (Ochoa, et al., 2018). La enzima pectin acetil esterasa (EC 3.1.1.6) afiade grupos acetil a los
polimeros de pectina. Cada una de las enzimas mencionadas anteriormente provienen de una
familia de multigenes, esto quiere decir que existe redundancia en la funcion y expresion
diferencial espacio-temporal entre los genes que codifican para la misma enzima que degradan la
pectina en la pared celular, lo cual se va a ejemplificar con la enzima pectin metil esterasa (PME)

ya que su participacion en diferentes fenomenos fisioldgicos es bastante conocido.

A A

Amarre del |~ Division Expansion
N —

Maduracion

£ A A>S D ®

Figura 2. Ontogenia del fruto de tomate dividido en fases de desarrollo hasta la maduracion.
Adaptado de Ariizumi, et al., (2013)

2.2.1 Un Ejemplo de Familia de Genes: La Familia de PME Participa en Varios Fenomenos

Asi como la pared celular primaria mantiene dinamismo en los polimeros de pectina durante la

madurez de los frutos; otros fenémenos, como el desarrollo radicular (Jung & McCouch, 2013) y
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la elongacion de meristemos apicales (Kierzkowski ef al., 2012), entre otros, requieren la accion
de las enzimas de hidrdlisis cuyos sustratos son los polimeros de la pared celular primaria. En
cualquiera de los fendomenos mencionados anteriormente, la pared celular primaria es alterada por
la activacion coordinada de enzimas, lo que justifica el gran nimero de genes que codifican para
la misma enzima, como es el caso de la enzima PME (Wang et al, 2013). La enzima PME
pertenece a una familia de multigenes que ha sido ampliamente estudiada en ambos modelos de
estudio: tomate Solanum lycopersicum (Wen, et al., 2020) y Arabidopsis (W, et al., 2018b). En
Arabidopsis, la funcion bioquimica de PME, como se describié anteriormente es remover los
grupos metilo esterificados presentes en el polimero de homogalacturonano (Wolf, et al., 2009).
Se tienen registrados dentro del genoma de Arabidopsis méas de 66 genes que codifican para la
enzima PME. Estas secuencias se agrupan en dos grupos: PME y PMEI, esta clasificacion es
determinada por la presencia de una secuencia de aminoacidos (PRE-PME) en la region N-terminal
de esta familia de multigenes, la cual sirve como inhibidor de las mismas PME (Wen et al., 2020).
La funcioén de la enzima de PME es igual en todos los tejidos, eliminar grupos metilos esterificados
en el acido carboxilico de los mondmeros de acido galacturénico en el polimero de
homogalacturonano. Aunado a lo anterior, la planta utiliza genes independientes de PME en
diferentes fases de su crecimiento y en diferentes tejidos para realizar su funcion. Por ejemplo,
durante el desarrollo de la planta, la enzima PMES es activa en meristemos apicales, mientras que
las PME1, 21 y 23 realizan su funcion en los granos de polen. La PME6 cumple una funcién en la
morfologia del embrion y en las células de guardianas de los estomas, PME3 es activada durante
la elongacion celular en hipocotilos, mientras que la PME17 participa en el desarrollo radicular en
raices primarias y secundarias (Wu et al., 2018b). En tomate, recientemente se ha publicado la
expresion de la familia de genes PME involucradas en la ontogenia del fruto de tomate (Wen et al.,
2020). En ese trabajo los autores encontraron que los genes de PME: Solyc03g078100,
Solyc03g123620, Solycllg005770, Solyc03g083360, Solyc07g017600, Solyc06g051960,
Solycl12g00 8530, Solyc06g009190, y Solyc03g123630 (esta ltima reportada como PMEU1 en
otros trabajos) muestran altos niveles de transcrito durante el desarrollo de la fruta. Durante la
maduracion de la fruta, los genes Solyc07g064170 (reportada como PME1.9), Solyc07g064180
(reportada como PME2.1), y Solyc07g064190 (reportada como PME3) muestran un alto nivel de
expresion. Por otro lado, el gen Solycl2g098340 es activo durante la toda la ontogenia del fruto

(Wen et al., 2020).
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Tomando en cuenta las modificaciones de la pectina, durante el desarrollo vegetativo de
Arabidopsis, y el desarrollo de la fruta de tomate, es posible observar como la planta activa
diferentes genes de PME en diferentes eventos fisioldgicos. Por ello, es posible sugerir que otras
familias de genes de pared celular como poligalacturonasa, pectato liasa, ramnogalacturonano
liasa, B-galactosidasa y o-arabino-furanosidasa trabajan en distintos fendémenos donde ocurren

cambios en la pared celular.

2.3 Estudios Realizados en Polimeros de Pared Celular Durante la Post-cosecha

Las alteraciones que ocurren sobre los polimeros de la pared celular primaria se relacionan
estrechamente con el ablandamiento y cambios en textura del fruto. Se han realizado experimentos
de silenciamiento dirigido a genes responsables de la degradacion de polimeros que forman a la
pectina (Verhertbruggen & Knox, 2007) encontrando que, genes como de PME (Hall et al., 1993)
y PG (Sheehy et al., 1988) no son responsables del ablandamiento del fruto durante la maduracion.
En contraste, los resultados encontrados por Yang et al., (2017) indican que es posible retardar el
ablandamiento durante la maduracion, silenciando un gen que codifica a una pectato liasa (PL) que
degrada al homogalacturonano en la pared celular. En el experimento, los autores realizaron el
silenciamiento de una PL (Solyc03g111690) encontrando que los frutos transgénicos mostraron
marchitamiento cuatro dias después que la linea isogénica. Ademas, las plantas alteradas
presentaron el mismo porcentaje de pérdida de agua hasta el dia 45 de almacenamiento, destacando
la importancia de la enzima PL en la permeabilidad de la pared celular. En el mismo estudio, se
midié la firmeza de los frutos, encontrando que los frutos transgénicos eran mas firmes que la linea
1sogénica. De hecho, a los 40 dias después de almacenamiento, los frutos transgénicos mantenian
el doble de firmeza que la linea isogénica (Yang et al., 2017). Por otro lado, algunos investigadores
han propuesto el silenciamiento de multiples genes de pared celular para potenciar la firmeza
durante la maduracion. Wang et al., (2019) realizaron el silenciamiento de tres genes: pectato liasa
pectato liasa (Solyc03gl111690), poligalacturonasa 2s (Solycl0g080210), y [-galactosidasa
(Solyc12g008840) utilizando la tecnologia CRISPR-CAS9. En sus resultados demuestran que el

espacio apoplastico mantiene el mismo tamafio en las tres lineas transgénicas analizadas. Los
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autores concluyeron que el silenciamiento del gen PL (Solyc03g111690) fue capaz de retardar la
pérdida de firmeza causada, sin embargo el marchitamiento en los frutos transgénicos aparecio 4
dias después comparado con la linea isogénica. Estas evidencias (Wang et al., 2019; Yang et al.,
2017) podrian indicar la posibilidad de que al realizarce alteraciones sobre alguna enzima de re-
ingenieria de pectina ocasione alteracion o desregulacion de otras estructuras relacionadas con la
permeabilidad y pérdida de agua de los frutos, ya que la firmeza y marchitamiento de los frutos
transgénicos se ven afectados en los reportes.

También se ha estudiado el transporte de componentes pécticos mediante vesiculas desde el
reticulo endoplasmatico al exterior de la membrana plasmatica mediante el silenciamiento del gen
Sl-Rabl1la, una GTPasa involucrada en el trafico de vesiculas transportadoras mostrando otro
enfoque para el entendimiento de la pérdida de firmeza del fruto (Lunn, ef al., 2013). Sin embargo,
en otros trabajos como Segado, ef al., (2016) y Kosma et al., (2010) se sugiere que la pérdida de

firmeza de los frutos depende tanto de la pared celular como de la cuticula.

2.4 La Cuticula Vegetal

La cuticula es una capa delgada localizada en todos los tejidos aéreos de las plantas, frontera entre
el medio ambiente y el interior de la célula. Su biosintesis se realiza en las células epidérmicas. La
principal funcidn de la cuticula es evitar la pérdida de agua en los tejidos aéreos (Yeats et al., 2010),
también participa en el soporte mecanico en conjunto con la pared celular, proteccién contra
patogenos, y es responsable de controlar el intercambio gaseoso (Segado et al., 2016). La cuticula
esta conformada por ceras intracuticulares: polimeros de mayor abundancia son mondémeros de
cutina de 16 a 18 carbonos, y las ceras epicuticulares que estdn formadas por acidos grasos de
cadena muy larga de hasta 32 carbonos y alcoholes de alto peso molecular que se encuentran
incrustados en la matriz de cutina (Kunst, et al., 2006). En frutos frescos como tomate, la cuticula
es una estructura poco dinamica durante la formacion de los frutos. Ya que en contraste, los
cambios que ocurren en la cuticula son basados en la acumulacion de compuestos especificos,
dichos cambios ya han sido estudiados y caracterizados en diferentes especies y estados de

desarrollo de los frutos (Lara, e al., 2015). En el caso del tomate, la masa total de cuticula es mayor
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en la etapa de maduracion que en la etapa de desarrollo (Lara ef al., 2015; Martin & Rose, 2014).
Lara et al., (2015) analizaron a detalle la naturaleza de los componentes cuticulares, precisando
que los alcanos de 28 carbonos tienen diferente naturaleza quimica ya que en ellos se puden
encontrar triterpenos unidos a su estructura, dobles enlaces, grupos hidroxilos, alcoholes primarios
y secundarios como el acido trihidroxi 9,10,18- octadecanoico y 4acido trihidroxi 9,10,18
octadecenoico. En este sentido, el estudio del tomate delayed fruit deterioration (DFD, por sus
siglas en inglés) demuestra una asociacion entre la composicion cuticular (acidos grasos de cadena
larga, ceras epicuticulares) con la pérdida de la firmeza (Saladi¢ et al., 2007). Es importante resaltar
que los frutos DFD son resistentes al estrés hidrico, ya que en los reportes de Romero & Rose,
2019 demuestran claramente la participacion de la pared celular y la cuticula en la pérdida de
firmeza. Los autores demuestran que los frutos DFD tienen un control eficiente de la permeabilidad
bajo condiciones de estrés hidrico de hasta un 70% (Romero & Rose, 2019). La vida de anaquel
del fruto DFD es el ejemplo claro de la influencia de la cuticula en la vida de anaquel del fruto
(Saladi¢é et al., 2007). Interesantemente la re-ingenieria de ambas estructuras (cuticula y pared
celular) asociadas a su funcionamiento relacionado con la madurez podria ser dirigido por la
hormona etileno ya que los reportes de (Romero & Lafuente, 2022) indican que en algunos citricos,
el etileno podria controlar los genes relacionados con la deposicion de la cuticula como
transportadores de membrana (ABCG) y su elongacién como B-ceto acil coenzima (CER6). Esta
hipdtesis podria ser mas soélida mediante el andlisis de los promotores de los genes implicados en
la formacién de cuticula. Con ayuda de estas evidencias experimentales podemos concluir que la
cuticula es una estructura hidrofobica, menos dinamica que la pared celular y determinante para la

firmeza del fruto durante la madurez.
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Celulas del endocarpio de tomate en estado Pericarpio de
Verde Maduro (cv. M82) Tomate (Solanum LycopersicumL.)

Figura 3. Esquema: polimeros de pectina y las enzimas que actiian sobre su estructura. Los
triangulos en rojo indican el lugar donde se lleva acabo la actividad enzimética. Exo-PG: Exo-
poligalacturonasa, Endo-PG: Endo-poligalacturonasa, PL: péctato liasa, PME: pectin-metil-
esterasa, [-gal: beta-galacturonasa, RGL: ramnogalacturonano liasa, o-ara: alfa-arabino-
furanosidasa. El esquema de los polimeros pécticos fue tomada y adaptada de Willats et al, (2006).
La microscopia del endocarpio de tomate fue tomada de Martin & Rose, (2014)

2.5 La Hormona Etileno Induce la Maduracion en los Frutos de Tomate

En los frutos climatéricos, la hormona etileno tiene un papel fundamental en el proceso de la
maduracion (Alexander & Grierson, 2002). Mediante estudios que se han realizado en tomate se
ha logrado conocer parte del mecanismo molecular involucrado en la biosintesis y respuestas
moleculares a esta hormona (Seymour, et al., 2013). Para los fines que se persiguen en esta tesis,
nos enfocaremos solamente en la transicion de desarrollo a la fase de maduracion, ya que es ahi
donde ocurre la activacion de biosintesis de etileno auto catalitico y se presentan los cambios
irreversibles de la maduracion que se mencionaron anteriormente (Alos, et al., 2019). En el fruto
de tomate, se conocen los genes de respuesta temprana y tardia a la hormona a etileno (Barry &
Giovannoni, 2007). Los genes de respuesta tardia son responsables de cambios irreversibles en la
pared celular, de manera mas especifica sobre la pectina.

Ademas de su relacion con la madurez, el etileno tiene funciones en procesos fisiolégicos como
respuesta al estrés bidtico y abidtico, abscision, floracion, desarrollo y maduracion de frutos

(Seymour, et al., 2013). La hormona etileno es sintetizada mediante el ciclo de Yang, donde el
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aminodcido metionina es el sustrato para sintetizar S-Adenosil-Metionina por la enzima SAM
sintetasa. Después, la enzima ACC sintetasa (ACS) lo transforma en Acido 1-

aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) y finalmente el ACC es transformado en etileno por la
enzima ACC Oxidasa (ACO) (Alexander & Grierson, 2002). Durante la ontogenia del fruto se han
descrito 2 sistemas de produccion de etileno: sistema de biosintesis uno o sistema basal y sistema
de biosintesis dos o auto-catalitico (Grierson, et al., 1993; Klee & Giovannoni, 2011; Seymour, et
al., 2013). El mecanismo de biosintesis de etileno basal o sistema uno estd activo de manera
permanente durante el desarrollo de los frutos de tomate (Figura 2A). El sistema de biosintesis de
etileno numero uno esta activo desde la senescencia de la flor hasta los 41 DDA. En este sistema,
los genes ACS6, ACO1 y ACO 4 son los responsables de mantener la sintesis del etileno. Durante
el estado de transicion, cuando el fruto termina su crecimiento por expansion celular
aproximadamente a los 42 DDA (breaker), los genes que participan en la sintesis de etileno, son
ACS4 y ACO3. Después de los 42 DDA, se activa el sistema nimero dos de biosintesis de etileno
se activa, ocasionando un aumento abrupto en la produccion de etileno y la activacion de los genes

ACS1A, ACS2 y ACS3 ademas de los genes ACO1 y ACO3 (Paul et al., 2012).

2.5.1 Regulacion de Etileno

La biosintesis de etileno se puede activar en respuesta a hormonas como auxinas, citocininas, acido
abscisico, brasino-esteroides, acido jasmonico, estrés bidtico-abiotico como sequia, inundacion,
dafio mecanico, estrés salino, temperatura, patdogenos, compuestos quimicos y durante diferentes
fenomenos fisioldogicos como germinacion, maduraciéon de la hoja, senescencia de la flor, y
abscision (Vanderstracten & Van Der Straeten, 2017). El camino metabdlico de biosintesis de
etileno, la conversion de SAM a ACC por la enzima ACC sintetasa (ACS) es la etapa limitante. En
este trabajo de tesis, se discutird la regulacion de la biosintesis de etileno a nivel transcripcional
por la formacién de ACC, sin dejar de lado la regulacion post-transcripcional la cual es poco
conocida. En el genoma de tomate, se encuentran 4 genes que codifican para ACS (ACS6, ACSIA,
ACS4 y ACS2), de los cuales los genes ACS4 y ACS2 se encuentran activos durante la transicion

y durante el sistema de biosintesis de etileno numero dos (Pattyn, et al., 2021).
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Hay varias sefiales endogenas y exdgenas que controlan la sintesis de etileno mediante la
modulacion de la expresion de ACS (Vandenbussche, et al., 2012). Dugardeyn, et al., (2008),
reportaron que los genes ACS con excepcion de ACS4 son inducidos por la presencia de giberelinas
(Nemhauser et al, 2006). Las hormonas como auxinas y brasinoesteroides e incluso el propio
etileno inducen la biosintesis de etileno mediante la activacion de la transcripcion del gen ACS. La
familia de isoenzimas de ACS ha sido clasificada filogenéticamente en tres grupos, basada en la
presencia de un dominio regulador en la region C-terminal. Grupo 1: que contiene los dominios
susceptibles a la fosforilacion CDPK y MPK (proteinas quinasas activadas por mitdogenos y
dependientes de calcio respectivamente), grupo 11: que contiene solo el sitio CDPK y el grupo
111: que no contiene elementos susceptibles a la fosforilacion (Depaepe & Straeten, 2020). Los
dominios CDPK y MPK en la secuencia del ARNm maduro en los genes ACS pueden ser
fosforilados después de la transcripcion, ocasionando regulaciones post-transcripcionales que son
revisadas y descritas a detalle por Depaepe & Stracten 2020. En Arabidopsis la regulacion
transcripcional de ACS 11 (una ACS tipo dos) es regulada por proteo6lisis (sistema de ubiquitinas
26) para aumentar la produccion de etileno. Este sistema de ubiquitinas 26 ensambla a la proteina
ETOI mediante el sistema BTB (tramtrack/bric-a-brac) en el dominio CDPK localizado en el
extremo C-terminal causando un fenotipo sobre productor de etileno (Christians et al., 2009). En
tomate, el entendimiento de la regulacion de etileno mediante el estudio del sustrato principal para
etileno ACC, ha llevado a estudiar mutantes de maduracion como el tomate RIN (ripening-
inhibitor). RIN, tiene una alteracion en el factor de transcripcion MADS-box RIN el cual reprime
la transcripcion de ACS 2 y ACS 4 (Vrebalov et al., 2002), pero promueve la transcripcion de otros
genes (Ito et al., 2017). La falta del factor de transcripcion MADS-Box RIN ocasiona niveles bajos
de licopeno y beta caroteno, ademas de mantener la firmeza mas tiempo que los tomates silvestres
como cv Ailsa Craig” (Ito et al., 2017). Otros factores de transcripcion que regulan a ACS, en
especies como caia de azlcar, manzana, kiwi y ciruela japonesa, son abordados detalladamente
por Depaepe & Straeten, (2020) en el Tabla 1.

Pattyn et al., (2021) reportan el hallazgo de formas conjugadas del producto catalitico de la ACS,
el 1-amino ciclo propano-1-acido carboxilico o ACC. Debido a que la localizacion de la proteina
ACO puede ser citosolica o en membrana plasmatica (Pattyn et al., 2021) es posible que la reserva
citosolica de ACC con frecuencia adquiera formas conjugadas de las cuales se han reportado 3:

malonil-ACC (Amrhein, 1981), y-glutamil-ACC (Martin, et al., 1995) y jasmonil-ACC (Staswick
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& Tiryaki, 2004). Estas formas conjugadas de ACC pueden controlar la cantidad de ACC citoso6lico
mediante vias hormonales de control (Depaepe & Straeten, 2020). En este punto, es posible sugerir
que la presencia de estas especies conjugadas de ACC sean el enlace para traslapar la respuesta del
etileno a una funcion independiente de la madurez. En sintesis, la regulacion de etileno mediante
ACC se ha encontrado que ACC no es exclusivo de la biosintesis de etileno ya que se ha reportado
que es mediadora en la sefializacion para el crecimiento de la raiz, por una via independiente del

etileno (Tsang, et al., 2011).

2.5.2 Receptores de Etileno en Tomate

En el genoma de tomate existen 7 genes receptores de etileno LeETR1, LeETR2, NR, LeETRA4,
LeETRS, LeETR6 y LeETR7. Estos receptores estdn divididos en dos familias; en la familia
numero uno estan los receptores que tienen similitud con las histidina-cinasas y en la familia
numero dos estan los receptores que muestran una actividad serina-cinasa (Klee & Giovannoni,
2011). La senalizacion de etileno involucra una ruta Gnica que incluye como regulador central a la
proteina EIN2 (ethylene insensitive 2) localizada en el reticulo endoplasmico. EIN2 en presencia
de etileno, pierde su estructura funcional mediante la liberacion del extremo C-terminal, la cual es
capaz de ingresar al nicleo de la célula y activar la transcripcion de EBF1/2 (Chang, 2016). EBF1/2
induce la transcripcion de los factores de transcripcion EIN3/EIL1 mismos que activan la
transcripcion del factor de respuesta a etileno 1 (ERF1), el cual es capaz de unirse a sitios
especificos en promotores de genes que participan en la respuesta tardia a etileno (Lorenzo, ef al.,
2003), entre los que se encuentran genes relacionados con la degradacion de pared celular (Tabla
2, Chaves, et al., 2006). El factor de transcripcion ERF1 es capaz de inducir la transcripcion una
gran familia de genes ERF’s, no solo aquellos relacionados con la activacion de genes relacionados
con la maduracion como LeERF1 y LeERF4 y SIERF6 (Solyc06g065820, Solyc05g052030 y
Solyc01g065980), también relacionados con resistencia a enfermedades: pti4 y ptisS
(Solyc05g052050 y Solyc02g077370), respuesta a factores abidticos como concentraciones altas
de sales: TERF1/JERF2, JERF1, JERF3 (Solyc05g051200, Solyc06g063070 y Solyc03g123500),
y sequia: ERFS5 (Solyc03g093560), entre otros (Liu et al., 2016). Con esto, queda claro que los
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ERF’s y su efecto posterior a la sefializacion de etileno son los mediadores de la transcripcion de
genes independientes al etileno, como genes que responden de manera inmediata (como ERF1) y

otros tardan mas en expresarse como los genes involucrados en la modificacion de la pared celular.

2.6 El Comportamiento de la Cuticula y la Pared Celular en Mutantes de Maduracion

Existen mutantes de tomate cuyo fenotipo afecta al fenomeno de la maduracion: un ejemplo es NR
(non-ripening)el cual no presenta sintomas de maduracién retardada por una mutacién en un
receptor a etileno (Thompson et al., 1999), y de maduracion retardada como DFD que muestra un
aumento en la expresion del gene GPAT4 (acetiltransferasa glicerol 3 fosfato) (Saladié et al., 2007,
Romero & Rose, 2019), el mutante Cnr (colorless non-ripening) cuyos cambios epigenéticos
alteran la metilacion de la proteina de union SQUAMOSA alterando la biosintesis y respuesta de
etileno ACO1, E8, y NR (Orfila et al., 2001; Thompson et al., 1999). El mutante RIN, tiene un
fenotipo similar a los frutos no climatéricos (Herner & Sink, 1973) ya que en en la fase de madurez-
senescencia no presenta un climaterio respiratorio. El alelo responsable del fenotipo ya ha sido
caracterizado (Vrebalov et al., 2002) se conoce que codifica para un factor de transcripcion llamado
SEPALLATA (tambien llamada RIN-MADS), el cual forma parte de la familia MADS-box (Klee
& Giovannoni, 2011). RIN tiene una delecion en el extremo C-Terminal del RIN-MADS por lo
que no puede interactuar con el elemento de respuesta CArG-box, que estd presente en los
promotores de los genes ACS2 y ACS4 y también en algunas hidrolasas de pared celular primaria.
Segun los reportes de Ito ef al., (2017) su mutacioén inhibe todos los fendémenos asociados a la
maduracion, esto incluye la biosintesis de etileno y la evolucion que tiene esta hormona en el fruto,
acumulacion de carotenoides, produccion de compuestos aromaticos y el ablandamiento causado
por la maduracion. En cuanto a la actividad bioquimica de hidrolasas de pared celular, se demostrd
que RIN muestra una cantidad de mRNA de poligalacturonasa (PG) 38 veces menor que el tomate
silvestre Licopersicon esculentum Mill, cv Rutgers (DellaPenna, ef al., 1987). Ademas, en este
mismo mutante de tomate la actividad de la enzima celulasa fue registrada desde los 40 DDA
(Poovaiah & Nukaya, 1979). La cuticula del mutante RIN tiene un comportamiento similar al Ailsa

Craig, cuando se habla de acumulacion total de cera; sin embargo, existen diferencias en el
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contenido de ceras epicuticulares las cuales son descritas a detalle por Kosma et al., (2010b) en el
Cuadro 1.

Con el estudio de mutantes ha sido posible comprender los procesos que regulan el fendémeno de
la maduracion y los efectos de este en la pérdida de firmeza de los frutos. Con lo descrito
anteriormente y la infomacion del Cuadro 1, se puede concluir que los fendtipos de la madurez
(RIN, Nr y DFD) refuerzan la idea sobre la interaccion cordinada de la pared celular y la cuticula

durante el fendmeno de la madurez.

Cuadrol. Mutantes espontaneos de tomate y sus alteraciones en la pared celular y en cuticula.

Mutante de Alteracién en cuticula Alteracion el Alteracién en Locus / gen
maduracién/ pared celular biosintesis, modificado
Fenotipo sefalizacion y
respuesta de etileno
RIN Aumenta el contenido de Los genes ACS4 RIN codifica
(LA3754%) ceras epicuticulares desde Poligalacturonas (Solyc05g050010) y para el gen
(LA1795% Verde- hasta completamente a 2a ACS2 SEPALATA
/La presencia rojo (3 dias después de (Solyc10g08021 (Solyc01g095080) no que es un factor
no funcional del Breaker) mas de 4 veces 0) y Pectato se expresan de transcripcion
factor de relativo a la etapa verde. En Liasa comparada con Ailsa tipo MADS-
transcripcion la etapa de verde maduro el (Solyc03gl1169 Craig en los tiempos box!
SEPALLATA mondémero de cutina 16- 0) no se verde, Breaker+4 vy
Detiene la hidroxilo  hexadecanoico, expresan Breaker+72
sefializacion de 9,18-di-hidroxilo comparada con Genes de respuesta a
efectos de la octadecanoico, 9,10,18-tri- Ailsa Craig en etileno como E8 se
hormona hidroxilo octadecanoico, m- los tiempos han reportado
etileno acido coumarico aumentron verde maduro, reprimidos desde MG
mas del doble en la etapa Breaker+4 y hasta el Breaker +20*
verde maduro * Breaker+7°

DFD/ vida de
anaquel
prolongada se
desconoce la
causa

Aumento de la expresion de
GPAT4  (acetiltransferasa
glicerol 3 fosfato) con estrés
hidrico en estado verde
maduro, bajos niveles de
expreison del gen CD3
(cutin deficient) en estado
verde maduro, disminucién
de delta amirina sintetasa
(TTS2) con estrés hidrico en
tomate verde maduro. 3

Bajos niveles de
LePG1

(poligalacturona
sa) y LeExpl
(expansina) en
estados Breaker,
rosa |y rojo
maduro®

Mayor produccion de
etileno, 4 nL/g/h con

respecto al tomate
Ailsa Craig, siendo
los dias 12 y 13

(después de MQG) los
niveles maximos de
produccién®

Referencias: 'Vrebalov ez al., 2002, > Tto et al., 2017, 3 Kosma et al., 2010,* Kumar, et al., 2012,
Romero & Rose, 2019, ®Saladié et al., 2007. Breaker+N, indica etapa breaker mas N dias. MG,
indica verde maduro.
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2.7 Degradacion Coordinada del Polimero Ramnogalacturonano tipo I en la Pared Celular

Primaria en Frutos.

Ochoa, et al., (2018) reportaron la sobre-expresion del gen Solycl1g011300, gen responsable del
rompimiento del RG-1. En el anélisis de las plantas homocigotas de primera y segunda generacion,
los autores encontraron cambios significativos en la pérdida de peso del fruto en la linea transgénica
de primera generacion denominada como L1. Ademas, en ambas lineas transgénicas se encontrd
un bajo numero de semillas y frutos, mayor longitud en las raices y una disminucion en la viabilidad
de polen. Por otro lado, se encontrd que los tomates mantuvieron la firmeza durante mas tiempo y
se observo un retraso en el desarrollo del marchitamiento. Finalmente, los autores reportaron
afectaciones durante la maduracion, dentro de las cuales esta: retrasado de una semana en llegar a
la etapa verde maduro con respecto a la linea isogénica (Ochoa, et al., 2018), por lo cual se decidio
realizar un analisis mas a fondo de los frutos transgénicos.

A lo largo de la ontogenia del fruto de tomate, la pared celular primaria experimenta cambios en
los polimeros que la componen (Keegstra, 2010). Para muchos investigadores, la pérdida de
adhesion celular determinada por la integridad de la pectina esté4 relacionada con la reduccion de
la firmeza en frutos de tomate durante la maduracion (Liu, et al., 2019). La degradaciéon de la
pectina en la maduracion inicia con la degradacion del HG, que es un polimero lineal presente en
la pectina (Figura 3). HG muestra un grupo metilo en su carbono 6 de algunos mondmeros y
requiere la actividad de la proteina PME para la hidrolisis del metilo. Una vez desmetilado, el
polimero HG puede ser cortado por dos tipos de enzimas: poligalacturonasa que hidroliza al HG
en modo exo o endo, y pectato liasa que degrada al HG mediante eliminacion tipo beta (Barnes &
Anderson, 2018). Posteriormente, polimeros de mas complejidad como el RG-I son degradados. El
RG-1 experimenta cambios estructurales en sus cadenas laterales, las cuales estin formadas por
galactanos y arabinanos, lo cual influencia sobre el control de moléculas pequenias como el agua
(Moore, et al., 2008). Debido a la complejidad del polimero RG-1 se han realizado diversos anélisis
de acumulacion de transcritos de las proteinas que acttian sobre el RG-1 y sus cadenas laterales

(Bartley & Knee 1982; Carey et al., 2001; Smith et al., 2002).
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Figura 4. Expresion génica in silico de isoenzimas: pectin acetil esterasa, 3-galactosidasa y
ramnogalacturonano liasa durante el desarrollo y maduracion del tomate. Los datos de expresion
fueron obtenidos del Sol Genomic Network-Tomato Expression Atlas. RPM significa lecturas
por millon, (forma de cuantificar la expresion in silico).

Los cambios en cadenas laterales del RG-1 ocurren aproximadamente a los 42 DDA (Wang et al.,,
2018), momento en el cual el desarrollo del fruto ha terminado e inicia la fase de maduracién. Las
modificaciones de las cadenas laterales del RG-I tiene implicaciones en la permeabilidad de la
pared celular (Klaassen & Trindade, 2020), los cuales pueden inducir cambios en la firmeza de los
frutos. Sin embargo, las alteraciones sobre su reorganizacién durante el desarrollo y madurez del
fruto no han sido reportadas. Por ello se realiz6 un andlisis in silico de la expresion de genes en

pericarpio de tomate usando la plataforma del SolGenomicsNetwork, con esto se logr6 visualizar
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un orden cronoldgico el orden de los eventos que alteran al polimero RG-1 y sus ramificaciones,
aunque muchos autores sostienen la idea que la degradacion de la pectina no es secuencial. En la
Figura 4, se muestran los cambios en expresion in silico de la familia de isoenzimas de pectin acetil
esterasa, -galactosidasa y ramnogalacturonano liasa durante el desarrollo y maduracion del fruto
de tomate. Los datos fueron obtenidos de la base de datos Sol Genomic Network-Tomato
Expression Atlas (Fernandez, et al., 2017a) que demuestran la degradacién coordinada de los
diferentes polimeros de la pared celular.

En el caso de la familia de genes de pectina acetil esterasa (PAE), la expresion de PAE durante el
desarrollo del tomate se debe a la transcripcion de los genes Solyc08g005800, Solyc03g025600 y
Solyc082075020 mismos que son activados durante la madurez (Figura 4). Aunado a lo anterior,
la remodelacion de las cadenas laterales del RG-1 se realiza por la enzima beta-galactosidasa que
puede ser expresada por dos genes que difieren en su tiempo de transcripcion. Solyc02g084720
cuya expresion es durante el desarrollo del fruto y Solycl2g008840 que se encuentra expresada
durante la madurez del fruto. Por otro lado, las modificaciones estructurales del esqueleto base del
ramnogalacturonano tipo I es realizado por los genes Solyc04g076630 y Solyclig011310 que
codifican para una ramnogalacturonano liasa cuya transcripcion es activada durante el desarrollo
del fruto para la reingenieria de la pectina (Trillo, et al, 2021) justo cuando éste se encuentra
creciendo por division celular. Otros genes que se expresan durante la fase de expansion celular
son Solyc04g076660 y Solyc12g088050 y por ultimo Solycl1g011300 cuya expresion se acentiia
durante la maduracion, como se observa en la Figura 4 y es apoyado por experimentos de expresion
génica (Trillo, et al., 2021).

El anélisis realizado in silico representado en la Figura 4, fue util para organizar cronolégicamente
los eventos que ocurren sobre el polimero RG-I. La sobre-expresion del gene Solycl1g011300 en
frutos de tomate podria ser importante para conocer: 1) si las interacciones que lleva a cabo el
polimero RG-I mediante sus cadenas laterales son afectadas por la abundancia de RGL, y 2) que
sucede con los frutos durante el almacenamiento, ya que segun lo reportado previamente (Méndez,
2020; Ochoa, et al., 2018), el gen Solycl1g011300 se expresa durante la madurez en diversos

frutos, las premisas de esta tesis y los hallazgos mas relevantes en la Figura 5.
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Figura 5. Resumen gréafico. Comportamiento de la linea isogénica vs comportamiento de los
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son: ;/Existe alguna alteracion en los genes relacionados con la madurez?, ;Qué cambios
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la hormona etileno?
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3. HIPOTESIS

La sobre-expresion del gen Solycllg011300 ocasiona la desregulacion de genes
relacionados la biosintesis de la hormona etileno y retrasa el proceso de maduracion en frutos de

tomate CaMV35s::Solycl1g011300.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar el efecto de la sobre-expresion del gen Solycl1g011300 en la biosintesis de etileno

durante la post-cosecha del fruto.

4.2. Objetivos Especificos

1. Caracterizar la fisiologia y la calidad quimica de los frutos transgénicos durante post-cosecha.
2. Analizar el perfil transcripcional de genes implicados en la biosintesis y respuesta de etileno.

3. Analizar in silico los promotores de los genes importantes para el ensamble y deposicion de

cuticula.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material Vegetal

El desarrollo del experimento se llevd a cabo en el invernadero del Laboratorio de Fisiologia y
Biologia Molecular de Plantas, del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.,
localizado en la ciudad de Hermosillo Sonora, México, con practicas estdndar de cultivo. Se
germinaron semillas de tomate cultivar Ohio 4245 bajo condiciones de invernadero, con riegos
semanales de solucion Hoagland y aplicaciones de nitrato de calcio 0.5 mM cada 15 dias. Las
muestras fueron frutos de la linea isogénica, dos lineas transgénicas homocigotas con el constructo
CaMV35s::Solycl1g011300 denominadas como L1 y H2, ademas de un control positivo
CaMV35s::GUS. Para la toma de muestra, se marcaron flores totalmente abiertas y se tomaron
muestras de acuerdo a los estados de maduracién reportados por Osorio et al., (2012). Las muestras
se denominaron como: 39 DAA/Verde maduro, 42 DAA/breaker, 49 DAA/Breaker + 7 dias y 56
DAA/Breaker + 15 dias. Todos los anélisis fisiologicos y moleculares se realizaron con tres replicas

bioldgicas, cada replica biologica corresponde a tres frutos provenientes de distintas plantas.

5.2. Cuantificacion de Etileno y Tasa de Respiracion Mediante Produccion de CO»

Para medir la produccion de etileno en los frutos y la velocidad de respiracion, se cosecharon los
frutos un dia antes del muestreo, y se realiz6 la cuantificacion de etileno y CO, mediante
cromatografo de gases con detector de flama y conductividad térmica, utilizando nitrégeno como
gas acarreador siguiendo la metodologia reportada por Ojeda-Contreras et al., (2008). La
incubacion de los frutos se realizé a una temperatura de 25 °C durante un periodo de 30 minutos
en frascos de pléstico con un espacio de cabeza de 0.307 L utilizando una septa adaptada de silicon.
Para la muestra de utilizé una jeringa de un volumen de 1 ml, volumen utilizado para la inyeccién

de las muestras. Para los datos de velocidad de respiracion y produccion de etileno se utilizaron

34



tres replicas bioldgicas, cada replica biologica consta de un fruto la cual se midi6 por triplicado,

generando un total de nueve datos.

5.3. Andlisis Fisicoquimicos y Manejo de los Datos

Los datos de solidos solubles (°Bx) fueron obtenidos con ayuda de un refractometro digital, Atago
3810, utilizando como muestra 300 pl de jugo de pericarpio de tomate de cada uno de los tiempos
analizados, el refractometro fue enjuagado con agua destilada y secado entre cada medicion.

Los datos de acidez titulable y potencial de hidrogeno, se obtuvieron con ayuda con un titulador
automatico. La muestra se preparé macerando 30 g de pericarpio de tomate de cada una de las
muestras.

Los datos obtenidos de la determinacion de las variables fisicoquimicas como sélidos solubles
totales (°Bx), porcentaje de acidez titulable, potencial de hidrégeno y pérdida de peso, fueron
obtenidos a partir de cuatro replicas bioldgicas, cada replica biologica estaba formada por tres

frutos, cada uno de los frutos se considerd como una replica técnica dentro de la muestra biologica.
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Figura 6. Diagrama de la toma de muestra para el analisis de expresion de genes. DDA: dias

después de antesis. wt: tipo silvestre o linea isogénica. L1 y H2 lineas transgénicas
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5.4. Firmeza

Para la medicion de la firmeza de utiliz6 un penetrometro manual modelo Chatillon, con ayuda de
un punzon de diametro 8 mm. Los datos de firmeza fueron obtenidos a partir de cuatro replicas
biologicas, cosechados durante cada tiempo de muestreo de forma independiente, ejemplo: en el
tiempo 39 DDA se cosecharon cuatro frutos de la linea isogénica, cuatro frutos del control positivo
y cuatro frutos de cada una de las dos lineas transgénicas. Cada fruto fue perforado en la zona
ecuatorial (seccion del pericarpio entre el pedunculo y el pedicelo) una sola vez por la misma
persona con un penetrometro manual obteniendo cuatro datos por cada tiempo. En analisis de los

datos fue mediante un anélisis de medias por Tukey-Kramer con el software excel 2010.

5.5. Genes Analizados por RT-qPCR

Se cuantifico la expresion de los genes relacionados con biosintesis y respuesta de etileno
(Solyc05g010420, Solyc01g095080, Solyc05g050010, Solyc07g049530, Solyc03gl11720 'y
Solyc09g089580).

5.6. Analisis de Promotor en Genes de Cuticula

Se obtuvieron 1000 pb de la parte 5" a partir del codon de inicio de la traduccion (ATG) del marco
abierto de lectura anotado en SolGenomicsNetwork para cada uno de los genes: delta amirin sintasa
0 TTS2 (Solyc12g006520), acil transferasa o CUS1 (Solycl1g006250), acido graso de cadena larga
CoA sintasa o LACS1 (Solyc01g07924), aciltransferasa-4-glicerol-3-fosfato GPAT4
(Solyc01g094700), B-cetoacil-CoA sintasa o CER6 (Solyc02g085870) y cutin deficient 3 o CD3
(Solyc08g081220). La secuencia de nucleotidos se guardd en fasta y se analiz6 con la base de datos
PlantPan 2.0, sobre la matriz de factores de transcripcion, el resultado fue filtrado por Score

tomando solo en consideracion aquellos con un score <0.99.
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5.7. Extraccion de ARN, Sintesis de ADN Complementario y Expresion Génica

La extraccion de ARN total se realizo a partir de pericarpio del fruto por cada tiempo de muestreo,
y se realizd con el método de borato caliente (Wilkins & Smart, 1994). El ARN se traté con
ADNasa RQ1 libre de ARNasas para eliminar trazas de ADN gendmico. La sintesis de la cadena
complementaria se realizo con retro-transcriptasa de cuarta generacion (SS IV Thermo Scientific),
siguiendo las instrucciones del proveedor utilizando 1000 ng de ARN limpio para la reaccion de
retro-transcripcion. La expresion de genes se realizd en un equipo QuantStudio 5 (Applied-
Biosystem) con el kit comercial Hotstart SYBR green affimetrix master mix. Para la reaccion de
PCR, se utilizé un volumen de 10 pl de master mix y 500 nM de ambos cebadores. El templado se
afiadi6 a una concentracion de 20 ng totales diluidos en 5 pl y se utiliz6 agua para llevar la reaccion
a un volumen final de 20 pl. Las condiciones de PCR fueron desnaturalizacion inicial 2 min a 95
°C, y 45 ciclos de: 15 seg 95 °C, 30 seg a 55 °C y 30 seg 72 °C. El método para obtener los datos
de expresion fue el reportado por Schmittgen & Livak, (2008)

5.8. Vida Post-cosecha y Pérdida de Peso

Para realizar el analisis de vida post-cosecha, se cosecharon 8 tomates de cada una de las lineas
analizadas en estado 42 DAA/Br y se dejaron madurar en una cdmara a 25 °C con una humedad
relativa de 75%. Se document¢ la apariencia fisica de los fruttos y se registro el peso de los frutos
todos los dias despues del corte. La proporcion de la pérdida de peso en porcentaje fue transformada

en ArcSen para su analisis como se describe en la seccion 6.9.

5.9. Disefio de experimentos y Analisis Estadistico de los datos

Los datos obtenidos de firmeza, solidos solubles, porcentaje de acidez titulable, potencial de
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hidrégeno, etileno y COz se andlizaron mediante un disefio completamente al azar. Se realizaron
pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza y los datos fueron analizados bajo un disefio
completamente al azar, posteriormente se realizo un ANOVA de 1 via y en dado caso de existir
diferencias significativas entre las medias se realizo la prueba de rangos multiples de Tuker-kramer
con un nivel de probabilidad del 95 % (p< 0.05) utilizando el programa NCSS7.

Para el andlisis de expresion génica, los datos fueron normalizados con el gen de referencia actina
y calibrados con la determinacion de la expresion de genes de la linea isogénica obteniendo un total
de nueve datos por cada tiempo como se esquematiza en la Figura 6. Se analizaron los datos bajo
un disefio completamente al azar y se les realizo pruebas de normalidad y homogeneidad de
varianza. Para encontrar diferencias entre grupos, se realizo un ANOVA de 1 via (95% de
confianza) y para encontrar diferencias entre grupos se utilizé la prueba de comparacion de medias
de Tukey-Kramer con un alfa de 0.05 utilizando el programa NCSS 7. La representacion de los

datos mediante el mapa de calor fue realizado con la herramienta R studio.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de conocer los posibles efectos de la transformacion del fruto de tomate sobre el
fenotipo de los frutos transgénicos y su comportamiento durante la madurez y senescencia, se

realizaron analisis fisioldgicos y de calidad fisicoquimica.

6.1. Efecto de la sobre-expresion en la respuesta fisioldgica y calidad fisico-quimica

En la Figura 7, se muestran los cambios en pérdida de peso fresco durante el desarrollo y
maduracion de los frutos de tomate analizados. La pérdida de peso diaria indica que en todos los
casos se mantuvo una tendencia similar con respecto a la linea isogénica, ya que en un lapso de 14
dias de anélisis a 25 °C con una humedad controlada de 75%, el porcentaje de pérdida de peso
promedio se mantuvo entre el 6% (C+) y el 12% (L1). Es importante destacar que desde el dia 55
DDA en adelante, la linea transgénica H2 perdié menos peso que el resto de los grupos analizados,

pero esa porcidn perdida no es significativa.
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Figura 7. Pérdida de peso fresco diaria durante 14 dias de almacenamiento. Condiciones: 25 °C
con una humedad relativa de 75% (n=3).
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En la Figura 8A se muestran los resultados de la determinacion de pH durante el desarrollo y
maduracion del fruto de tomate. Se encontr6 que la linea isogénica y el C+ ademads de los frutos de
ambas lineas transgénicas mantuvieron la misma tendencia, mostrando una disminucion en el pH
de 5.25 en el dia 39 DDA a un pH de 4.5 en el dia 56 DDA. No se encontraron diferencias
significativas entre las distintas lineas analizadas. En la Figura 8 B, los resultados del anélisis de
solidos solubles muestran una tendencia que va en aumento y es similar en las lineas analizadas
desde 39 DAA hasta 56 DDA, por lo que no se observé diferencias significativas entre ellas. En la
Figura 8 C, se muestran los niveles del porcentaje de acidez titulable, los cuales siguen una

tendencia al alza tanto en los frutos transgénicos como en la linea isogénica.
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Figura 8. Evaluaciones fisicoquimicas durante la madurez. A) Potencial de hidrogeno, B) Solidos
solubles y C) Porcentaje de acidez titulable de los frutos de la linea isogénica (WT), las lineas
transgénicas H2 y L1 y control positivo (C+).

DDA: dias después de antesis. No se encontraron diferencias significativas entre los frutos
durante cada tiempo analizado (p>0.05) n=4.

Tanto el pH, acidez titulable y los s6lidos solubles siguieron la misma tendencia tanto en los frutos
control como en el transgénico. De acuerdo con esto, Moneruzzaman, et al., (2008) reportan un pH
bajo (4.27) en las etapa de rojo maduro, lo cual es similar a lo que fue encontrado en nuestro trabajo
ya que el nivel més bajo de pH se encuentra en las etapas de madurez 49 DAA y 56 DAA. El

porcentaje de acidez fue en aumento en todos los tiempos analizados, presentando el mayor cambio
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durante la etapa de 42 DAA y 49 DAA. Los valores encontrados en nuestro trabajo coinciden con
lo que se reportd en el trabajo de Alos, ef al., (2019) y Moneruzzaman, et al., (2008). En estos
trabajos, se encontraron valores que van de 4.1% a 3.6% en las etapas de madurez, similares a los
registrados en nuestro experimento, ya que durante en 49 DAA se registraron valores de 3.2% a
3.8% (Figura 8C). Por ultimo, el pardmetro de grados brix o sdlidos solubles totales mantuvo la
misma tendencia, sin embargo los valores obtenidos en las dos lineas transgénicas fueron iguales
(5.1) durante los 49 y 56 DAA. Esto indica una tendencia de incrementar el contenido de aztcares
reductores dentro del fruto, lo cual es similar a lo reportado en frutos de tomate Lycopersicum
esculentum Mill (Dalal, et al., 1965).

6.2. Post-cosecha en los Frutos Transgénicos: Cuantificacion de Produccion de Etileno y la Tasa

de Respiracion

La apreciacion visual del desarrollo del fruto hasta su madurez de consumo y senescencia, muestra
diferencias con la linea isogénica. Tomando como referencia el dia 49 DAA, es evidente que las
lineas transgénicas H2 y L1 alargan su periodo de transicion (Figura 9), esto quiere decir difieren
en el tiempo de pasar de la etapa verde maduro a completamente maduro, aunado a lo anterior es
importante reasaltar el nivel de firmeza de la linea transgénica H2 el cual es superior que el resto

de los frutos analizados (Figura 11).

Desarrollo Transicion
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" X X Y Y YT YYYY

Figura 9. Cambios en color durante el desarrollo y maduracion de los frutos de tomate. Wt: linea
isogénica, C+: control positivo, H2 y L1 son lineas transgénicas. Los nimeros indican dias
después de antesis.
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En la Figura 10, se muestran los cambios en la produccion de etileno y tasa de respiracion de los
frutos de tomate H2, L1, C+ y linea isogénica durante el desarrollo y maduracion. El pico
climatérico en los frutos de la linea isogénica ocurri6 a los 48 DAA igual que en el C+. Por otro
lado, los frutos de la linea H2 tienen el climaterio a los 49 DAA, mientras que la linea L1 tiene un
climaterio a los 51 DAA. En la produccién de etileno, el punto maximo de produccion fue en el
dia 50 DAA en la linea isogénica, mientras que las lineas transformadas H2 y L1, tienen su nivel

maximo de produccion de etileno en los dias 51 y 52 DAA, respectivamente.
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Figura 10. Cuantificacion de la velocidad de respiracion y produccion de etileno en linea
isogénica y transgénicos. C+: control positivo, H2 y L1: son transgénicos. Cada punto en la
grafica corresponde promedio de medicion 3 frutos individuales (n=3). Las lineas verticales

indican la desviacion estandar.

En la Figura 11, se muestran los analisis de firmeza realizados en frutos de tomate silvestre y
transformados con diferentes dias después de antesis. El estado de desarrollo de 39 DDA
corresponde con la etapa final del desarrollo del fruto, el tiempo de 42 DDA que corresponde al

breaker, el cual es un punto intermedio entre el desarrollo y la madurez comercial. Finalmente, el
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tiempo de 49, 56 y 62 DDA corresponden a las etapas de maduracion y senescencia. Durante el
tiempo de 39 DDA, todos los frutos mantuvieron los mismos niveles de firmeza y este
comportamiento se mantuvo hasta los 49 DAA donde H2 mantuvo niveles mas altos de firmeza,
mientras que los tomates Wt, L1 y C+ mantuvieron la misma tendencias de pérdida de firmeza.
Finalmente, durante la los tiempos de 56 a 62 DDA la linea transgénica H2 fue el que present6 una
firmeza mayor comparado con los otro frutos, lo que significa que la velocidad de pérdida de

firmeza en este transgénico fue menor.

Firmeza
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Figura 11. Cambios en la firmeza durante el desarrollo y madurez de los frutos. WT: wild type o
linea isogénica, H2 y L1: lineas transgénicas, C+: control positivo, DDA: dias después de antesis.
Las lineas verticales en las barras corresponden a la desviacion estandar. Diferentes letras en las
barras indican diferencias significativas (p<0.05).

El papel central del etileno como regulador del desarrollo, maduracion y senescencia de los frutos
han sido extensamente revisado (Alexander, et al., 2007; Chaves, et al., 2006). En frutos
climatéricos, comunmente la produccién abrupta de etileno se produce después del climaterio, esto
quiere decir, después de que los frutos presentaron su méaxima de produccion de COz. El pico
climatérico puede observarse en la grafica de linea isogénica (Figura 10) durante los dias 48 y 49
DAA. En el experimento, fue posible identificar el climaterio en el dia 48 DAA para la linea
isogénica. Colombié et al., (2017) reportan el pico climaterico a los 40 dias después de antesis en

tomate Solanum lycopersicum L. cv "Moneymaker 'mientras que Adaskaveg, et al., (2021)
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determina que los efectos ocasionados después del climaterio en Solanum lycopersicum L Ailsa
Craig’” se presentan entre los 37 y los 45 DDA. En nuestro experimento se utilizd Solanum
lycopersicum L cv "Ohio 8245" y se encontro el climaterio a los 48 DAA en la linea isogénica y en
el control positivo (Figura 10). Por otro lado, la linea transgénica H2 present6 el climatério en el
dia 49 DAA y la linea L1 en 51 DAA. Es importante resaltar que el pico méximo de produccion
de etileno se observd después del pico climaterico en la linea isogénica, excepto en ambas lineas
transgénicas. En el caso de las lineas transgénicas H2 y L1 se observo que el pico maximo de
produccion de etileno fue en 51 y 52 DAA, respectivamente. Es interesante mencionar que la
produccion de etileno de las lineas transgénicas fue dos veces superior a la produccion de etileno
que se registrd en la linea isogénica y en el control positivo, siendo los valores mas altos en la linea
transgénica L1 a los 52 DAA (Figura 10). En este sentido, este es el primer reporte de frutos
transgénicos con alteraciones en genes de pared celular que muestran alteraciones en la produccion

de etileno.

7.3 Analisis de Expresion Génica en Frutos Transgénicos

Los resultados de los cambios de expresion en los genes que participan en la biosintesis de etileno
(ACO1:  Solyc07g049530, ACS2: Solyc01g095080, SAM: Solyc05g010420 vy ACS4:
Solyc05g050010), asi como en respuesta de etileno (E4: Solyc03g111720y E8: Solyc092089580)
es representada en las Figuras 11, 12, 13 y 14 para los frutos del control positivo y las lineas
transgénicas H2 y L1.

El gen SAM (Solyc05g010420) muestra mayor expresion durante 42 DDA y 49 DDA en el control
positivo (Figura 13 y 14). Muentras que en la linea transgénica H2, el gen SAM muestra un
aumento en expresion desde los 39 DDA (Figura 12) hasta el estado de desarrollo de 49 DDA
(Figura 14), mostrando un aumento de 2.11 veces. Posteriormente muestra una reduccion en la
expresion durante el estado de desarrollo de 56 DDA (Figura 15). Por otro lado, en la linea
transgénica L1, SAM se encuentra inducido en todos los tiempos analizados, mostrando un
aumento de casi dos veces su expresion (1.92 veces) del 39 al 49 DDA (Figuras 12 y 14

respectivamente). Posteriormente, la expresion de SAM a los 56 DDA (Figura 15) muestra una
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reduccion 3 veces menor relativo al tiempo 49 DAA.

La biosintesis de ACC (1-aminociclopropano-1-acido carboxilico) se realiza por la enzima ACS.
Dentro del estado de transicion del fruto de tomate, de verde a maduro, los genes ACS2
(Solyc01g095080) y ACS4 (Solyc052050010) se expresan en patrones diferentes, especialmente
durante las etapas finales de la maduracion. ACS2 (Solyc01g095080) y ACS4 (Solyc052050010)
codifican para genes independientes de 1 amino-ciclopropano 1-acido carboxilico sintetasa. En el
presente trabajo se encontr6 que los valores de expresion en el control positivo fueron altos para el
gen ACS2 en 39 DAA (Figura 12), pero posteriormente no se muestra expresion en los tiempos
subsecuentes. El gen ACS4 no present6 niveles de expresion durante todo el estudio ya que su
expresion fue similar a la linea isogénica. En la linea transgénica H2 el comportamiento de ACS2
y ACS4 fue similar, ambos muestran la misma tendencia de expresion alta expresion (valores
mayor a 2) en 39 DAA (Figura 12), represion en 42 DAA (Figura 13), un aumento de expresion
pequeiio en 49 DAA (Figura 14). Finalmente, en el tiempo 56 DAA, ACS2 no muestra actividad
mientras que ACS4 se encuentra reprimido (Figura 15). En la linea transgénica L1, el gen ACS4
muestra un ligero aumento en expresion en 49 DAA (Figura 14) y diferentes niveles de represion
de la actividad en 39, 42 y 56 DAA (Figura 12, 13 y 15). El gen ACS2 muestra una alta expresion
en 39 DAA y valores de baja expresion en 49 y 56 DAA, mientras que en 42 DAA se encuentra

completamente reprimido.
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Figura 12. Gréficos de expresion génica en el tiempo 39 DAA. Los datos de expresion se
calcularon mediante el método 224t (Schmittgen & Livak, 2008) con un total de 4 réplicas
biologicas. Los datos de expresion fueron normalizados con el gen de actina como gen de
referencia y calibrados con los valores de expresion encontrados en la linea isogénica.

El ultimo paso para la sintesis de etileno es catalizado por la enzima ACO, la cual cataliza la
conversion de ACC a etileno mediante una reaccion de oxidacion. En el presente trabajo se observo
que el gen de ACOL1 (Solyc07g049530), en el C+ , se muestra reprimido en 39 y 42 DAA (Figura
12 y 13), manteniendose con valores de expresion igual a los de la linea isogénica a los 49 DAA 'y
expresion nula en 56 DAA (Figura 15). En la linea transgénica H2, la expresion del gen ACO1, no
muestra valores de expresion en el dia 39 DDA (Figura 12) y se muestra reprimido el resto de los
tiempos analizados. En la linea transgénica L1, el gen se encuentra reprimido desde el dia 39
(Figura 12) hasta el 49 DAA (Figura 14) pero su transcripcion se incrementa ligeramente en el dia

56 DDA (Figura 15).
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Figura 13. Gréficos de expresion génica en el tiempo 42 DAA. Los datos de expresion se
calcularon mediante el método 224t (Schmittgen & Livak, 2008) con un total de 4 réplicas
biologicas. Los datos de expresion fueron normalizados con el gen de actina como gen de
referencia y calibrados con los valores de expresion encontrados en la linea isogénica.

Existen genes cuya actividad transcripcional es inducida por etileno, como los genes de respuesta
E4 (Solyc03g111720), y E8 (Solyc092089580). En el control positivo el gen E4 mostrd alta
expresion en 39DAA (Figura 12) y no observé expresion en los otros estados de desarrollo. En el
caso del gen E8, no se observo expresion en ninguno de los estados de desarrollo analizados. En la
linea transgénica H2, el gen E4 muestra diferentes niveles de expresion: en 42 DAA (Figura 13)
niveles debajo de las cero unidades de expresion y en 49 DAA (Figura 14) valores mayores a seis
unidades de expresion, pero se enuentra reprimido en 39 y 56 DAA como se observa en la Figura
12 y 15 respectivamente. El gen E8 no muestra expresion en 39 y 42 DAA pero muestra una alta
expresion en 49 DAA (Figura 14) y en 56 DAA se encuentra reprimido. En la linea trasgénica L1

el gen E4 tiene un nivel de expresion bajo durante los tiempos de desarrollo que son 39 DDA y 42
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DDA pero incrementa su expresion mas de dos veces (2.3 veces mas relativo al 39 DDA) en la
etapa de desarrollo de 49 DDA (Figura 14). Finalmente, en la etapa de 56 DAA el gen E4 muestra
valores similares en expresion a los que se registraron en 39 y 42 DAA valores mayor a las tres
unidades de expresion. En cuanto al gen ES8, su expresion muestra niveles de 4 y 5 unidades de
expresion en 39 y 49 DDA, respectivamente y un incremento de expresion en el dia 42 DDA de
mas de 4 veces relativo al dia 39 DAA. Finalmente, en la etapa de desarrollo de 56 DAA, muestra

una ligera represion (valores menor a 1) en la expresion (Figura 15).
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Figura 14. Gréficos de expresion génica en el tiempo 49 DAA. Los datos de expresion se
calcularon mediante el método 224 (Schmittgen & Livak, 2008) con un total de 4 réplicas
biologicas. Los datos de expresion fueron normalizados con el gen de actina como gen de
referencia y calibrados con los valores de expresion encontrados en la linea isogénica.
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Figura 15. Graficos de expresion génica en el tiempo 56 DAA. Los datos de expresion se
calcularon mediante el método 224t (Schmittgen & Livak, 2008) con un total de 4 réplicas
biologicas. Los datos de expresion fueron normalizados con el gen de actina como gen de
referencia y calibrados con los valores de expresion encontrados en la linea isogénica.

Observando los datos de expresion de los genes de biosintesis de etileno, no se observan diferencias
claras el perfil transcripcional, tanto en los frutos transgénicos como ambos controles (linea
isogénica y control positivo) con excepcion del gen ACS2 el cual muestra una mayor acumulacion
de transcritos en los frutos transgénicos con respecto a los frutos control. De acuerdo a esto los
datos de expresion generados no permiten explicar adecuadamente la razon por la cual existe una
mayor produccion de etileno en los frutos transgénicos, pero si no permiten sugerir nuevas
hipoétesis.

La modificacion de la pared celular mediante mutaciones dirigidas a un gen de PL
(Solyc03g111690) mediante ARNI fue capaz de retardar los efectos de la maduracion en los frutos
(Yang et al., 2017). En ese trabajo se encontrd un retraso en la pérdida de firmeza en tomate hasta

45 dias durante el almacenamiento, similar a lo reportado por Ochoa, et al., (2018). Por otro lado
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Yang et al., (2017) demostr6 que el silenciamiento temporal del gen PL (Solyc03g111690) altero
la vida de anaquel de los frutos de tomate retardando los efectos de la maduracion. Mientras que
Wang et al., (2019) realiz¢ el silenciamiento permanente dirigido por CRISPR-Cas9 sobre un gen
de PL (Solyc03g111690) donde encontré que al afectar la reprimir la transcripcion de la
PL(Solyc03g111690) se podria alterar la firmeza del fruto y prolongar vida de anaquel. En el
trabajo mencionado anteriormente, es posible observar como el silenciamiento de una PL
(Solyc03g111690) altera significativamente la expresion de otras PL: Solyc05g055510,
Solyc02g093580y Solyc06g083580 (material suplementario de Wang et al., 2019 Figura S5), pero
no se reporta la evaluacion de otros genes implicados en el fenomeno de la maduracion como la
ruta del etileno, lo cual nos deja un espacio para proponer nuevas hipotesis basado en el fendtipo
observado. En el presente trabajo se demostro que existe un retraso en el desarrollo de los sintomas
de la maduracion en frutos transgénicos que sobre-expresan 35s::Solycl1g011300 (lineas L1y H2)
ademas de la prolongacion de la vida de anaquel (Ochoa ef al., 2018). En este experimento, se ha
encontrado que los frutos transgénicos mostraron una produccién mayor de la hormona etileno,
aunque retrasada con respecto a la linea isogénica, lo que ocasiona un incremento en la vida post-
cosecha. La funcion de la enzima RGL es la degradacion del polimero RG-1, sin embargo en el
caso de las plantas transgénicas analizadas en este trabajo se tiene documentada una reduccion en
la expresion del gen Solyclig011300 aun y cuando este se encontraba bajo el control
transcripcional del promotor 35s (Ochoa et al., 2018). Este fendmeno de regulaciéon “co-
silenciamiento” ya ha sido reportado anteriormente y sus alcances dentro de la regulacion de otros
genes en sistemas biologicos no es del todo conocido (Smyth, 1997). Por esta razon, es posible
sugerir que al ser afectada la descendencia de la planta, debido a las afectaciones sobre los frutos,
la planta respondee de una forma contundente silenciando el gen SolyclIg011300 que ya se
encontraba en el genoma y el gen 35s::Solycl1g011300 que se encuentra sobre-expresado. Esta
respuesta podria traer otro tipo de desregulacion, lo cual podria causar los efectos que observamos
en los genes de biosintesis y respuesta a etileno, pero se necesitan hacer mas analisis para demostrar
esta afirmacion. No se tiene una evidencia concreta en frutos de tomate, pero en mutantes de pared
celular de plantas de tomate y de arabidopsis existen dos caracteristicas en las plantas
transformadas que son constantes: 1) bajo nimero de semillas y 2) problemas en organos
reproductivos, flores, tubo polinico, granulos de polen como se reporta en los frutos transgénicos

analizados por Ochoa et al., (2018).
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Durante el desarrollo de los frutos, el sistema de biosintesis de etileno 1 esta activo, este sistema
no es inducible mediante una aplicacién exdgena de etileno ya que es regulado por el bloqueo de
la expresion del gen ACS, lo que inhibe la biosintesis de 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico
(Paul et al., 2011). Mientras que el sistema de biosintesis de etileno 2 es activado después del
climaterio, en el estado de transicion de verde maduro a breaker (Figura 9, linea isogénica- etiqueta
49) se ha demostrado que la aplicacion exdgena de etileno promueve la produccién del mismo
etileno (Wei, et al., 2021). Ambos sistemas de produccion etileno inician su ciclo con la conversion
de L-metionina a L-adenosilmetionina, catalizada por la enzima SAM sintasa. En el presente
trabajo se muestra que la expresion de SAM, la cual tiene niveles basales a los 39 DAA y en el
tiempo 42 DDA y 49 DDA, es inducida en el caso de las plantas control mientras que en las plantas
transgénicas muestra menor induccion. Debido a la participacion de SAM en la ruta de ciclo de
Calvin y en la sintesis de poliaminas, su expresion es necesaria en varios procesos metabolicos
(Osorio et al., 2012). Ambas rutas han sido evaluadas durante la maduracion de frutos de tomate y
asociadas a los cambios de firmeza en frutos de tomate (Nambeesan et al., 2010), por lo que
podemos inferir que en el caso de nuestro experimento, la enzima SAM sintasa estaba participando
parcialmente en la sintesis de etileno. En el trabajo de Osorio ef al., (2012), se dirigi6 la expresion
de SAM de origen fungico (yYSAMdc) mediante el promotor del gen E8 con la finalidad de
aumentar la vida util del fruto y la calidad quimica. Los investigadores encontraron que los frutos
transgénicos pE8::ySAMdc mostraron la expresion de SAM endodgena en fruto de tomate hasta las
etapas de madurez rosa y rojo-maduro (Osorio et al., 2012). Ademas, se observdé que la
acumulacion de transcritos ACO fue menor en una de las lineas transgénicas analizadas (Linea HO
579), con estas evidencias podemos inferir que la ruta de biosintesis de etileno se encuentra
regulada por la produccion de producto ACC. En contraste, la expresion in silico de SAM en el cv
‘M82’de la base de datos Expression Atlas se encuentra en magnitudes altas durante todo el
desarrollo y madurez-senescencia del fruto (Figura 16). Los resultados documentados en el
presente trabajo respecto a la expresion de SAM difieren a lo reportado en la literatura y a la
expresion in silico lo cual podria deberse al ambiente en el que estaban creciendo las frutas o a la
diferencia entre cultivares, como lo reporta Osorio, et al.,(2019) en sus andlisis con los cv "M82"y
Ailsa Craig, lo que apoya nuestra hipotesis.

Los genes ACS (ACC sintasa) y ACO (1-aminociclopropano-1-acido carboxilico oxidasa) son

claves en la regulacion de etileno dentro del sistema de biosintesis de etileno dos. Durante el
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periodo de transicion, que abarca de los 42 DAA a 56 DAA los genes ACS y ACO responden a
estimulos como la misma madurez comercial y hormonas como las auxinas inclusive el propio
etileno (Abel, et al., 1995). En el presente trabajo, el comportamiento de la expresion del gen ACS2
(Solyc01g095080) es el tnico que muestra mayor actividad en los transgénicos con respecto al
fruto control, en especial durante la maduracion a los 49 y 56 DAA en la linea transgénica L1. Una
compilacion de andlisis multiomico sobre cultivares de tomate *Ailsa Craig” y "M82’(Fernandez et
al., 2017b) durante distintos estados de desarrollo y madurez ayuda a tener mas referencias de la
acumulacion de ARNm de todos los genes reportados en este trabajo, ademas de mutantes de
maduracion y la caracterizacion del tomate dfd, asi como su capacidad para prolongar la firmeza y
mantener un control eficiente de la pérdida de agua ya ha sido reportado (Romero & Rose, 2019;
Saladi¢ et al., 2007). En el trabajo de Osorio, et al., (2019) los investigadores reportan la expresion
del gen ACS4 con tendencia a aumentar desde la etapa denominada como breaker, misma tendencia
también se observa en el gen ACS2 en el cv "Ailsa craig'y "M82’". El comportamiento de ACS2 en
la etapa de breaker + 2 semanas (equivale a 56 DAA dentro de este trabajo) tiene niveles de
expresion iguales a la etapa breaker, sin embargo, este resultado solo se observa en “Ailsa craig’y
no en "M82’ (Osorio et al., 2019). Esto indica que el comportamiento transcripcional de ACS puede
ser diferente entre cultivares. En nuestro trabajo se observo la represion de ambos genes en ambas
lineas transgénicas a los 42 DDA. Sin embargo, la tendencia positiva a la acumulacion de transcrito
fue diferente en el tiempo 56 DDA, ya que la linea transgénica H2 present6 represion de ACS2.

H2 present6 valores de firmeza mas altos y menor porcentaje de pérdida de agua (Figura 11y 7)
lo que podria ocasionar menor induccion de los genes de respuesta tardia a la presencia de etileno
como son los que degradan la pared celular. Finalmente, la expresion del gen ACOI1
(Solyc07g049530) se ve reprimida durante todo el analisis en la linea transgénica H2, pero no en
la linea transgénica L1. Este dato apoya lo mencionado anteriormente, ya que es probable que la
sintesis de etileno no estaba ocurriendo activamente en los frutos transgénicos durante los tiempos
39 y 42 DAA (periodo de transicion Figura 9) que es donde se esperaba la expresion del los genes
del sistema de biosintesis dos de etileno (ACS2 y ACS4). También, estos niveles de expresion no

justifican la doble produccién de la hormona etileno en los frutos.
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Figura 16. Expresion in silico de genes involucrados en biosintesis y respuesta a etileno en
pericarpio de tomate de Solanum lycopersicum cv "M82’. Los datos fueron obtenidos con atlas de
expresion del sol genomics network. RPM significa lecturas por millon (forma de expresar el
nivel expresion genética in silico).

E8 Solyc09g089580

Experimentos en tomate verde maduro indican que la expresion de los genes de respuesta a etileno
E4 y E8 pueden ser inducidos por etileno exdgeno. La expresion de E4 es también inducida en
hojas, pero no la expresion de E8, lo cual sugiere que la regulacion de etileno es tejido especifica
(Theologis, et al., 1993; Vandenbussche et al., 2012). También se ha documentado que la expresion
de E8 es inducida en plantas transgénicas con sintesis de etileno baja, donde los autores concluyen
que el etileno es necesario, pero no indispensable para la expresion de E8 en este tejido (Theologis,
et al., 1993). En general, en el presente trabajo se observa una mayor expresion en los genes E4 y
E8 durante la maduracidnen los frutos transgénicos con respecto al control, lo cual concuerda con

los mayores valores de produccion de etileno encontrados en las plantas transgénicas.

7.4 Clusterizacion de Patrones de Expresion Génica

La agrupacion basada en los niveles de expresion génica agrupada en conglomerados por un
dendograma se observa en las imagenes 17, 18 y 19 para el control positivo, H2 y LI

respectivamente. En los mapas de calor correspondiente a los frutos transgénicos H2 y L1 (Figura
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18 y 19) podemos observar la formacion de dos ramas principales algo opuesto a lo encontrado en
el control positivo (Figura 17). En el caso de las dos lineas transgénicas, los genes de biosintesis
de etileno ACO1 y ACS2 se aglomeran en una sola rama dentro del dendograma, quedando ACS4
en el otro extremo del segundo aglomerado. Esta separacion dentro del dendograma se debe al
patron de expresion diferente que tienen los dos genes de ACS, y su corelacion con la produccion
abrupta de etileno después de los 42 DAA. Por otro lado, el gen de biosintesis de etileno SAM y
los genes de respuesta a etileno E4 y E8 quedan aglomerados en la segunda rama junto con el gen
ACS4. En el caso del control positivo (Figura 17) no se observa la separacion de aglomerados, se
observa una sola rama que agrupa muy cerca a los genes que participan en la biosintesis de etileno

y deja lejos a los genes que participan en la respuesta a etileno.
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Figura 17. Mapa de calor de los genes relacionados con la biosintesis de etileno en el control
positivo (C+). Los datos de expresion se calcularon mediante el método 224t (Schmittgen &
Livak, 2008) con un total de 4 réplicas biologicas. Los datos fueron normalizados con actina
como gen de referencia y calibrados con los valores encontrados en la linea isogénica. El mapa de
calor representa el log2 del promedio de expresion. Color rojo indica expresion inducida mientras
que el azul indica lo opuesto. DDA: Dias después de antesis.
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Figura 18. Mapa de calor de los genes relacionados con la biosintesis de etileno en la linea
transgénica H2. Los datos de expresion se calcularon mediante el método 224! (Schmittgen &
Livak, 2008) con un total de 4 réplicas biologicas. Los datos fueron normalizados con actina
como gen de referencia y calibrados con los valores encontrados en la linea isogénica. El mapa de
calor representa el log2 del promedio de expresion. Color rojo indica expresion inducida mientras
que el azul indica lo opuesto. DDA: Dias después de antesis, C: control positivo.
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Figura 19. Mapa de calor de los genes relacionados con la biosintesis de etileno en la linea
transgénica L1. Los datos de expresion se calcularon mediante el método 224! (Schmittgen &
Livak, 2008) con un total de 4 réplicas biologicas. Los datos fueron normalizados con actina
como gen de referencia y calibrados con los valores encontrados en la linea isogénica. El mapa de
calor representa el log2 del promedio de expresion. Color rojo indica expresion inducida mientras
que el azul indica lo opuesto. DDA: Dias despues de antesis.

7.5 Analisis de Promotores de Genes de Cuticula

Una herramienta util para inferir sobre la funcion de ciertos genes y su relacion con fendémenos
fisiolodgicos es el analisis de la secuencia promotora. En el Cuadro 2 se muestran los resultados del
andlisis de elementos reguladores en cis de algunos promotores de genes importantes para la
biosintesis, elongacion y regulacion de cuticula. La percepcion de la hormona etileno en frutos
involucra al receptor de membrana localizado en el lumen del reticulo endoplasmico ER1/EIN2
mediante la activacion de CTR1 que se encuentra en el citoplasma (Chang, 2016).
Interesantemente, el andlisis de los promotores de los genes que participan en la biosintesis de
cuticula, elongacion y transporte de componentes cuticulares contienen al menos dos de los
elementos de respuesta a etileno: EIN3,EIL (ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE/ETHYLENE-
INSENSITIVE3), AP2,ERF (APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR) vy
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AP2,RAV,B3. Dentro del andlisis fue posible encontrar que solo el factor de transcripcion CD3
contiene los tres elementos de respuesta a etileno EIN3,EIL; AP2,ERF y AP2,RAV,B3 como se
observa en el Cuadro 2. Esto sugiere que CD3 particularmente puede responder de forma rapida al
estrés, ya que las secuencias consenso como CAATs, TGACG, cajas TATA, sitios MYB y STREs
se encuentran en todos los genes EIN3,EIL(Salih et al., 2020). Por otro lado, el resto de los genes
analizados que solo contenian dos elementos reguladores: AP2,ERF y AP2,RA,B3, su
transcripcion podria ser activada por condiciones medioambientales u hormonales. En el caso
AP2,ERF, los genes que alberguen esta secuencia podrian responder a fitohormonas como acido
abscisico y etileno, como genes que responden al estrés independientes y dependientes de etileno
y acido abscisico. Tambien podrian estar ligados a procesos de crecimeinto y desarrollo como se

document6 en Algodon Americano (Sengupta et al., 2020).

58



Cuadro 2. Elementos reguladores encontrados en promotores de genes importantes en el transporte,

regulacion y elongacion de componentes cuticulares.

Gen/ID TFBS id Posicion Cadena Score Sitio de union Familia de TF
TFmatrixiD_0255 825 - 0.992 atgATACAL EIN3;EIL
TFmatrixiD_0256 819 + 0.9% atATGCAtga EIN3;EIL
TFmatrixiD_0256 819 - 0.9% ataTGCATga EIN3;EIL
TFmatrixiD_0258 825 + 0.996 atgATACAta EIN3;EIL
CD3/S0lyc08g081220 TF_motif_seq_OZ 54 82 - 1 TAGAT APZ;ERF
TF_matif_seq 0254 460 + 1 ATCTA APZ;ERF
TF_motif_seq 0254 1127 + 1 ATCTA APZ;ERF
TF_motif_seq 0255 273 + 1 CAACA AP2;RAV;B3
TF_matif_seq 0255 756 - 1 TGTTG APZ2;RAV;B3
TF_motif_seq 0255 931 + 1 CAACA AP2;RAV;B3
TFmatrixiD_0255 794 + 0.992 aTGTATcgt EIN3;EIL
TFmatrixiD_0258 793 - 0.995 aaTGTATcgt EIN3;EIL
CER6/Solyc02g085870 TF_motif_seq 0254 129 + 1 ATCTA APZ;ERF
TF_matif_seq 0254 378 - 1 TAGAT APZ;ERF
TF_motif_seq 0254 420 - 1 TAGAT APZ;ERF
TF_matif_seq 0255 348 + 1 CAACA APZ2;RAV;B3
CUS1/Solyc11g006250 TF_motif_seq 0254 377 + 1 ATCTA APZ;ERF
TF_matif_seq 0255 895 + 1 CAACA APZ2;RAV;B3
TFmatrixlD_0066 1098 - 0.99% cgtCGGTGa APZ;ERF
TFmatrixiD_0119 1097 - 0.9% ccGTCGGtga APZ;ERF
GPAT4/Solyc01g094700 TF_matif_seq 0254 714 - 1 TAGAT APZ;ERF
TF_motif_seq 0255 700 + 1 CAACA AP2;RAV;B3
TF_matif_seq 0255 736 + 1 CAACA APZ2;RAV;B3
TF_motif_seq 0292 1099 - 1 GTCGGtE APZ;ERF
TF_motif_seq 0254 284 - 1 TAGAT APZ;ERF
TF_motif_seq 0254 930 - 1 TAGAT APZ;ERF
TF_matif_seq 0255 435 - 1 TGTTG APZ2;RAV;B3
LACS1/Solyc01g07924 TF_motif_seq 0255 492 - 1 TGTTG AP2;RAV;B3
TF_motif_seq 0255 804 + 1 CAACA AP2;RAV;B3
TF_matif_seq 0255 1079 - 1 TGTTG APZ2;RAV;B3
TF_motif_seq 0299 1031 - 1 cAGGTG AP2;RAV;B3
TF_motif seq 0421 987 - 1 tggAAGTG APZ;ERF
TF_matif_seq 0254 197 + 1 ATCTA APZ;ERF
TF_motif_seq 0254 223 - 1 TAGAT APZ;ERF
TF_motif_seq 0254 316 - 1 TAGAT APZ;ERF
TT52/Solyc12g006520 TF_matif_seq 0254 773 + 1 ATCTA APZ;ERF
TF_motif_seq 0254 904 + 1 ATCTA APZ;ERF
TF_motif_seq 0255 572 - 1 TGTTG AP2;RAV;B3
TF_matif_seq 0255 715 - 1 TGTTG APZ2;RAV;B3

CD3: cutin deficient, CER6: [-cetoacil-CoA sintasa,

CUSI,

acil-transferasa,

GPAT4:

aciltransferasa-4-glicerol-3-fosfato, LACSI1: 4cido graso de cadena larga CoA sintasa y TTS2:

delta amirina sintasa.

El factor de transcripcion EIN3;EIL induce la expresion de genes de respuesta a etileno mediante

59



el control de factores de transcripcion (Theologis et al., 1993). EIN3 es parte de la cascada de
sefializacion por la via de CTR (triple respuesta constitutiva). La sefalizacion de etileno induce la
fosforilacion de EIN2 ocasionando la respuesta primaria de etileno, activando genes como ERF1/
APETALLAZ2, que a su vez inducen genes cuyo promotor contiene el elemento de respuesta E4
(2[T/A]) (Solano et al., 1998). Dentro de la respuesta primaria a etileno, estan los genes que activan
los cambios ya conocidos de la madurez-senescencia del fruto, por ejemplo: el ablandamiento del
fruto, cambio de color, aumento de solidos solubles, produccion de compuestos volatiles, entre
otros. Sin embargo, el etileno y su sefalizacion por la via del CTR esta involucrada en otros
fendmenos como la formacion de raices adventicias y la respuesta al estrés (An et al., 2010). La
respuesta a estrés forma parte de la activacion por la via del CTR fosforilacion de EIN3, la respuesta
por la activacion de ERF/APETALLA2 -RAV (ERF/AP2-RAV) involucra la activacion de genes
relacionados a la patogénesis (PR) entre los que se encuentran osmotina, quitinasa y B-1, 3-
glucanasa (Licausi, et al., 2013).

Mutaciones que ocasionan un EIN3 deficiente, producen fenotipos insensibles a etileno
bloqueando el proceso de maduracion por la ruta de EIN3 (Tieman, ef al., 2001). Como resultados
de los andlisis in silico, encontramos que los genes CD3 y CER6 contienen el sitio de union
ATATGCATGA y ATGTATCGT respectivamente. Estos sitios de unidén se encuentra en las
regiones -819 y -793 respectivamente en la cadena positiva de ambos genes, por lo cual la familia
de factores de transcripcion EIN3;EIL podria estar regulando la transcripcion de estos dos genes.
La eliminacion del gen CD3 en tomate, ocasiona un fenotipo deficiente en mondémeros de cutina,
con una reduccion de hasta 25 veces comparado con el cultivar 'M82” en la etapa de rojo maduro,
sin embargo, esta deficiencia en mondémeros de cutina no afecta la transpiracion del fruto y pierde
peso normalmente (Isaacson et al., 2009). Por otro lado CER6, es un gen que codifica para [3-
cetoacil CoA sintasa de 4cidos grasos de cadena muy larga (<29C) que se ha demostrado que puede
ser controlado por la hormona etileno (Romero & Lafuente, 2022). Romero & Lafuente, (2022)
reportan que diferentes genes relacionados con la elongacion, deposicion y transporte de cuticula
pueden ser regulados por la hormona etileno lo cual justifica el hallazgo de los elementos de

respuesta a la hormona etileno dentro de los promotores de los genes analizados.
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8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se analizé la sobre-expresion del gen Solycl1g011300 en dos lineas
independientes, encontrando que la produccion de la hormona etileno y la velocidad de respiracion
fue desplazada en ambas lineas transgénicas. Tambien se document6 la desregulacion de los genes
implicados en la produccion de la hormona etileno, como los ACS2 y ACO1, por lo que este es el
primer reporte donde la sobre-expresion de un gen propio de la fruta ocasiona desregulacion
hormonal. Aunado a lo anterior, se encontré que los genes relacionados con la biosintesis y
regulacion de cuticula CER6, CD3, CUS1, GPAT4, LACS1 y TTS2 tienen los elementos de
respuesta a etileno EIN3,EIL; AP2,ERF y AP2,RAV,B3 lo que abre la posibilidad a que sean

controlados por la hormona etileno.
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9. PERSPECTIVAS

La ruta de biosintesis de etileno es muy conocida en la planta de Arabidopsis T. ya que se
han realizado experimentos de sobre-expresion en los genes responsables de su biosintesis como
los ACS, SAM y ACO logrando caracterizar fenotipos de cada uno de los genes mencionados
anteriormente. En este sentido, tambien se han realizado experimentos de sobre-expresion y
silenciamiento génico dirigido a la disminucion o nula transcripcion de genes que codifican
proteinas degradadoras de pared celular, estos experimentos han permitido dilucidar la funcion
fisiologica de una cantidad enorme de genes y concluir respecto a ello. En este camino hacia la
comprension del fendmeno de la maduracion, el andlisis de los experimentos de sobre-expresion
génica han sido abordados desde una perspectiva limitada ya que su analisis se centra solo a efectos
contiguos, sin embargo en algunas investigaciones de grupos grandes es posible observar mas
apertura de andlisis permitiendo documentar fenotipos a detalle.En el caso de la sobre-expresion
del gen de RGL-Solyc11g011300, ocasiond la desregulacion a nivel transcripcional de genes
responsables de producir la hormona etileno (como se demuestra en la presente tesis), algo que no
se esperaba al igual que la prolongacion de la firmeza en los frutos transgénicos. Y una posible
hipotesis para entender esto sugiere que la planta al ser un ser viviente tiene un objetivo, “mantener
su descendencia y perpetuar la especie”. Es aqui donde entra el fendmeno de la maduracion,
fenomeno donde la semilla queda lista para dar lugar a una nueva planta, continuando con la idea
entonces al verse en riezgo el ciclo reproductivo de la planta, es posible que los posibles escenarios
fenotipicos no se conozcan como lo describen algunos autores (Prelich, 2012; Smyth, 1997). Por
lo anterior, se hipotetiza y plantean dos escenarios: 1: El bajo numero de semillas encontrado en
los frutos transgénicos, el acortamiento del tubo polinico y el tamafio pequefio podria ser indicativo
de que la sobre-expresion del gen Solycl1g011300 repercutio en el fendémeno de reproduccion y 2:
La co-supresion y sus efectos no son del todo conocidos, entonces, el hecho de encontrar represion
en el transcrito sobre expresado y el transcrito endogeno sugiere que la planta manejo la
transformacion por la via de la co-supresion, desregulando genes importantes de una via hormonal
como lo es el etileno. De ser asi, los resultados del presente estudio sugieren un mecanismo de co-

supresion alternativos a los que ya se conocen.
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