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| RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los frutos de mayor consumo en el
mundo, pero su produccion y distribucion se ve limitada por su susceptibilidad a
desarrollar dafio por frio (DF) cuando se expone a temperaturas por debajo de la
critica (12°C), manifestandose con la aparicion de diversos sintomas que
disminuyen su calidad. Para inducir tolerancia al DF se han utilizado tratamientos
hidrotérmicos (TH), los cuales han permitido reducir la presencia de los sintomas.
Sin embargo, se tiene poco conocimiento sobre las bases bioquimicas de este
desorden y existe poca informacién acerca de la expresidn de proteinas en
respuesta a bajas temperaturas y aquellas relacionadas con la tolerancia al DF. El
objetivo del presente trabajo fue determinar cambios en parametros fisiol6gicos y
en la acumulacion de proteinas asociadas con la tolerancia inducida al dafio por
frio mediante tratamiento hidrotérmico en tomate cv. Imperial. Se utilizaron frutos
de tomate cv. Imperial en estado de madurez fisiolégica. Los frutos se dividieron
en dos lotes, de los cuales uno recibié TH (5 min, 42°C) y el otro se utilizé como
control (sin TH); de cada lote la mitad de los frutos se almacené a temperatura de
dafio por frio (5°C) y la otra mitad se almacend a temperatura de no dafio (12°C),
ambos por 20 dias. De cada sublote se retiraron frutos cada 10 dias para ser
almacenados a temperatura de maduracion (21°C) durante 7 dias. Se realizaron
evaluaciones de calidad (color y firmeza), indice de dafio por frio, parametros
fisioldgicos [lixiviacién de electrolitos y contenido de malondialdehido (MDA)], asi
como del patron de expresion de proteinas entre frutos con TH y sin TH mediante

electroforesis bidimensional y las proteinas acumuladas diferencialmente se



identificaron por espectrometria de masas. Las evaluaciones de calidad e indice
de dafio por frio indicaron que el TH favorecio un efecto benéfico contra el estrés
por frio, observandose un mejor control de la maduracion y una disminucion de los
sintomas visibles del DF. La efectividad del TH para inducir tolerancia al DF
también se evidencio por una menor fuga de electrolitos y peroxidacion de lipidos.
El andlisis comparativo del proteoma permiti6 separar aproximadamente 300
proteinas, de las cuales 26 se encontraron expresadas diferencialmente entre
frutos con y sin TH almacenados bajo condiciones de estrés por frio. Entre los
polipéptidos identificados, se observé una mayor acumulacion de proteinas de
choque térmico en frutos con TH, las cuales podrian estar contribuyendo en la
adquisicion de termotolerancia y podrian tener un papel especifico en la
adquisicion de tolerancia al DF. La acumulacion de una tioredoxina peroxidasa,
superoxido dismutasa y una proteina rica en glicina que se une al ARN también
fue mayor en frutos con TH y que presentaron menor incidencia de sintomas, lo
gue sugiere un papel importante de estas enzimas en la mayor tolerancia del tejido
al frio, probablemente a través de la eliminacion de radicales libres y la regulacion
de la expresion de genes a temperatura baja. El resto de las proteinas expresadas
diferencialmente estuvieron relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y
energético, patogénesis y procesamiento de proteinas. Estas proteinas podrian
estar funcionando de manera conjunta para mantener la homeostasis celular bajo

condiciones de estrés por frio.



ABSTRACT

Tomato is sensitive to chilling injury (Cl) when exposed to temperatures below
12°C; this physiological disorder results in several symptoms that affect fruit
quality. Hydrothermal treatments (HT) have been successfully used in tomato fruit
to induce tolerance against this disorder. However, little is known about the
biochemical basis underlying CI symptoms and the tolerance induced by HT. The
aim of this study was to determine changes in physiological parameters and
accumulation of proteins related to ClI tolerance induced by hydrothermal treatment
in tomato fruit cv Imperial. Tomato fruit were divided into two batches; one of them
was subjected to hydrothermal treatment (HT) (5 min, 42°C) and the other was
used as control (WHT). Tomato fruit from both treatments were stored at chilling
temperature (5°C) and non-chilling (12°C) for 20 days. Fruit samples were
removed from the low temperature every 10 days and transferred to a ripening
room (21°C) for 7 days. Fruit quality parameters (color, firmness), chilling injury
index, electrolyte leakage and malondialdehyde (MDA) were evaluated; protein
expression patterns were also analyzed by using two dimensional electrophoresis
and the proteins differentially expressed between both treatments were identified
by mass spectrometry. Fruit quality parameters and chilling injury index indicated
that HT favored normal ripening and decreased visible Cl symptoms. The induced
Cl tolerance was further evidenced by the lower electrolyte leakage and lipid
peroxidation observed in HT fruit. The proteome comparative analysis detected
about 300 proteins, of which 26 proteins were differentially expressed between HT

and WHT fruit stored under chilling conditions. Among the polypeptides, heat



shock proteins showed higher accumulation in HT fruit, suggesting an important
role for these proteins in cold tolerance; the accumulation of tioredoxin peroxidase,
superoxide dismutase and glycine rich RNA-binding protein was also greater in HT
fruit, suggesting an important role for these enzymes in the cold acclimatization
process through the scavenging of free radicals and regulation of gene expression
at low temperature. The other differentially expressed proteins were associated
with carbon and energy metabolism, pathogenesis and protein processing. These
proteins might be working together to maintain the celular homeostasis under cold

stress.



Il INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L) es uno de los frutos frescos de mayor
consumo en el mundo y probablemente el cultivo preferido ya que no solo es
consumido en fresco sino también procesado (FAOSTAT 2016). Ademas, el
consumo de este fruto ha sido relacionado con beneficios a la salud gracias a su
aporte de compuestos bioactivos, destacando el acido ascérbico, B-caroteno y

licopeno (Wold y col 2004).

El tomate es un fruto climatérico, por lo que el inicio de su maduracion esta
acompafado de un aumento en la velocidad de respiracién y en la biosintesis de
etileno (Lelievre y col 1997). Dependiendo del mercado y el area de produccion, el
tomate es cosechado en etapas que varian desde la madurez fisiologica hasta la
madurez completa (Sargent y Moretti 2004). Para controlar la maduracion los
frutos normalmente son almacenados y distribuidos a temperaturas de 10 a 12°C,
ya gue son susceptibles al dafio por frio (DF), un desorden fisioldgico desarrollado
en muchas plantas, asi como en frutas y hortalizas, como resultado de su
exposicién a temperaturas inferiores a la critica, que en tomate es de 12°C, pero

sin llegar al punto de congelaciéon (Wills y col 1989; Malacrida y col 2006).

El DF es uno de los principales factores que limitan la produccion de cultivos
alrededor del mundo, ademas de tener un gran impacto durante el
almacenamiento poscosecha de frutas y hortalizas, ya que su exposicion a
temperaturas bajas podria inhibir la maduracién normal y/o acelerar el deterioro

(Paull 1990; Park y col 2004), por lo que los dafios causados por este desorden



son de gran importancia econdmica debido a la disminucion de la calidad del fruto

(Gomez y col 2009).

Los mecanismos responsables del DF en plantas aln no estan claros. Se ha
propuesto que el mal funcionamiento de las membranas celulares a bajas
temperaturas es el evento primario que conduce a este desorden (Lyons 1973,
Nishida y Murata 1996), aunque en los ultimos afios se ha sugerido que los
sintomas de DF son consecuencia de un estrés oxidativo en los tejidos (Hodges y

col 2004).

Para inducir tolerancia al DF en frutos de tomate se han utilizado tratamientos
hidrotérmicos (TH), los cuales han permitido reducir la aparicion de los sintomas y
presentan la ventaja de ser faciles de aplicar en tiempos cortos (Fallik 2004).
Céardenas-Torres (2013) observé que la aplicacion de un TH (42°C, 5 min) en
frutos de tomate cv. Imperial previo al almacenamiento a 5°C disminuyé la
incidencia de sintomas de DF y mantuvo las caracteristicas de calidad de los
frutos, disminuyendo la pérdida de peso y firmeza con respecto al control; ademas,
la aplicacion del TH resultdé en un menor dafio de membranas (lixiviacion de
solutos) y una menor peroxidacién de lipidos (malondialdehido), asi como un
incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa,
catalasa y ascorbato peroxidasa, lo cual se asocié con la mayor tolerancia de los

frutos al DF.

Sin embargo, se tiene poco conocimiento sobre las bases bioquimicas del DF

y no existe informacion acerca de la expresion de proteinas relacionadas con la



tolerancia inducida a este desorden. Recientemente se han realizado estudios de
protedmica en tomate para evaluar los efectos causados por el DF en el perfil de
proteinas en los frutos (Page y col 2010, Vega-Garcia y col 2010). La finalidad de
estos estudios fue identificar proteinas que responden al estrés por frio, pero no se
han desarrollado estudios de este tipo enfocados en la identificacion de proteinas
asociadas a la tolerancia inducida al DF por tratamientos poscosecha como los
hidrotérmicos. En este sentido, en el presente trabajo se plante6 determinar
cambios en parametros fisioldégicos y expresion de proteinas asociados con la
tolerancia inducida al DF en tomate, contribuyendo con ello a un mejor
entendimiento de este desorden fisiolégico y de las bases bioquimicas de la

tolerancia al estrés por frio inducida por el TH.



Il REVISION DE LITERATURA

A FRUTO DE TOMATE

1 Generalidades

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los frutos de mayor consumo en
el mundo y probablemente el cultivo preferido ya que no solo es consumido en fresco
sino también procesado como pasta, puré, sopa, salsa, mermeladas, catsup, entre
otros (FAOSTAT 2016). Ademas, su popularidad se debe a sus potenciales
beneficios a la salud, ya que posee buen contenido de componentes bioactivos como
vitamina A, vitamina C, B-caroteno y licopeno (Wold y col 2004). Es de los frutos mas
estudiados por su comportamiento poscosecha, ya que el estado mas deseable para
su consumo en fresco es al final de la maduracion y al inicio de la senescencia

(Weichmann 1987).

Las especies silvestres de tomate son nativas del sur de América a lo largo de los
Andes, del centro de Ecuador, a través de Perd, norte de Chile y en las Islas
Galapagos. Consecuentemente, las especies silvestres crecieron en una variedad de
hébitats y climas que en conjunto contribuyeron a la diversidad del tomate silvestre
(Nakazato y Housworth 2011). Esta diversidad es expresada en sus caracteristicas
morfoldgicas, fisiolégicas y sexuales (Peralta y Spooner 2005). En cuanto al lugar de
domesticacién del tomate cultivado, se han propuesto como alternativas Pera y
México (Peralta y Spooner 2007). Se ha descubierto que la pre-domesticacion

ocurrié en la region de los Andes y su domesticacion se completé en Mesoamérica,



seguido de su introduccién en Europa por los Espafioles para después ser

propagado a todo el mundo (Blanca y col 2012).

2 Produccién e importancia econémica

El tomate es el séptimo vegetal de mayor importancia econémica en el mundo
después de la cafia, maiz, arroz, trigo, papa y soya. De acuerdo con datos de la FAO
(Food and Agriculture Organization) la produccion mundial de tomate en el afio 2013
fue de aproximadamente 164 millones de toneladas, siendo China el principal
productor, mientras que México se ubicé en el décimo sitio, con una produccion de

3,282,583 ton (Cuadro 1) (FAOSTAT 2016).

En México, el tomate es cultivado en 27 de las 32 entidades federativas (Cuadro
2), entre las cuales Sinaloa se coloca como el principal estado productor con
1,047,409 ton, de acuerdo con los valores nacionales de produccién de tomate para
el afio 2013 (SAGARPA 2016). Con esta produccion se cubre tanto el comercio
interno como el externo, principalmente el de Estados Unidos, Canada y en menor
proporcién Europa y Asia. Le siguen en importancia los estados de Baja California,
Zacatecas y Jalisco, cuya produccién se encuentra alrededor de las 200,000 ton

(Cuadro 2).

3 Clasificacion taxondémicay aspectos botanicos

El tomate pertenece a la familia de las solanaceas, la cual esta constituida por
mas de 3,000 especies que incluyen muchas de las plantas de importancia
econdémica en el mundo como lo son la papa, berenjena, petunias, tabaco y

pimientos (Weese y Bohs 2007).



Cuadro 1. Produccién mundial de tomate durante el afio 2013.

Produccidn
Pais (Ton)
China 50,552,200
India 18,227,000
EUA 12,574,550
Turquia 11,820,000
Egipto 8533803
Irdn 6,174,182
Italia 4,932,463
Brasil 4,187,646
Espaina 3,683,600
México 3,282,583
Otros 39,995,741
Total 163,963,768

FAOSTAT (2016)
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Cuadro 2. Principales estados productores de tomate en México durante 2013.

Estado Produccion
(Ton)

Sinaloa 1,047,409
Baja California Norte 212,506
Zacatecas 205,404
Jalisco 199,982
San Luis Potosi 148,204
Michoacéan 137,524
Estado de México 124,539
Baja California Sur 115,263
Sonora 114,176
Nayarit 113,338
Otros 756,111
Total 3,282,646

SAGARPA (2016)
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Durante muchos afios se discuti6 su pertenencia a los géneros Solanum y
Lycopersicum debido a sus relaciones filogenéticas. Recientemente, basandose en
datos morfoldgicos y moleculares, una nueva clasificacion molecular ha colocado al
tomate dentro del género Solanum (Spooner y col 2005), por lo que se ha admitido el
nombre de Solanum lycopersicum para el tomate cultivado (Foolad 2007). Las
especies del género Solanum estan presentes en todos los continentes con climas
templados y tropicales y son reconocidas por su diversidad morfoldgica y ecolégica

(Weese y Bohs 2007).

Desde el punto de vista botanico, la planta de tomate es un fruto, no un vegetal
(Bergougnoux 2013). Proviene de una planta herbacea perenne pero es cultivada
generalmente como anual en las regiones templadas debido a que es sensible a las
heladas (Jones 1999). Estructuralmente hablando, el fruto se puede dividir en dos
partes principales que son el pericarpio y contenido locular (Figura 1). Es una baya,
generada a partir de un ovario sincarpico con dos o mas cavidades con placenta
carnosa que contiene numerosas semillas pequefias en forma de rifién rodeadas de
parénquima de textura gelatinosa, que llenan las cavidades loculares. Una
caracteristica de los frutos es que poseen una piel o exocarpio complejo, formada por
una capa de células pequefias, con una prominente cuticula muy cutinizada
(epidermis) y dos a cuatro capas de células colenquimatosas (hipodermis) que le
proporcionan una gran resistencia fisica y, ademas, una baja permeabilidad ya que
no hay estomas. El color de los frutos maduros puede ser rojo, rosa, naranja, amarillo
y esta dado por la degradacion de la clorofila y el desarrollo de pigmentos

carotenoides (amarillo-naranja) y licopeno, pigmento tipico de este fruto de color rojo
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Exocarpio

Mesocarpio > Pericarpio

Endocarpio

Contenido locular

Figura 1. Corte longitudinal de un fruto de tomate.

Madhavi y Salunkhe (1998).
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(Madhavi y Salunkhe 1998). Los frutos varian en forma desde redondos aplanados
hasta redondos perfectos, redondos cuadrados, ovoides, en forma de pera y

diferentes variaciones entre éstas (Hobson y Grierson 1993).

4 Composicion quimicay valor nutricional

La composicion quimica del tomate se ve influenciada por diferentes factores
como diferencias genéticas, estado de madurez, condiciones ambientales y de
cultivo, asi como de las condiciones poscosecha. Los constituyentes quimicos son
importantes ya que determinan su calidad respecto al color, textura, apariencia, valor

nutrimental y sabor (Madhavi y Salunkhe 1998; McGlasson 2003).

En el Cuadro 3 se muestra la composicion quimica de tomate fresco, cuyo
componente principal es el agua representando alrededor del 95% del peso del fruto,
seguido de los hidratos de carbono donde se encuentran la fibra y azucares libres

(glucosa, fructosa y sacarosa) y de las proteinas.

El tomate es una buena fuente de acido ascoérbico y contiene también acido fitico,
acido pantoténico, biotina, riboflavina y tiamina, y minerales como potasio, sodio,
calcio, magnesio, hierro y zinc. Los acidos citrico y malico son acidos organicos que
contribuyen al sabor tipico del tomate. Los acidos glutdmico y aspartico, comprenden
alrededor del 80% de los aminoacidos libres. El jugo locular contiene
concentraciones mayores de &cidos organicos que las paredes loculares externas

(Madhavi y Salunkhe 1998).

Los tomates verde maduros solo contienen a y [-caroteno, mientras que [3-

caroteno y licopeno contribuyen con el 7% y 87% de los carotenoides en el tomate
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Cuadro 3. Composicion quimica del tomate fresco

Componente Contenido por 100 g de tejido

fresco

Componentes mayoritarios (g)
Agua 94.52
Proteina (N x 6.25) 0.88
Lipidos 0.20

Acidos grasos saturados 0.028

Acidos grasos insaturados 0.114
Cenizas 0.50
Hidratos de carbono (por diferencia) 3.89
Fibra dietaria total 1.20
AzUcares totales 2.63

Glucosa 1.25

Fructosa 1.37
Aminoacidos (9)

Acido glutamico 0.431

Acido aspartico 0.135
Acidos orgéanicos (g)
Citrico 0.43
Malico 0.08
Vitaminas (mgQ)
Vitamina C (4cido ascérbico total) 13.7
Acido nicotinico 0.594
Vitamina E (a-tocoferol) 0.540
Acido pantoténico 0.089
Vitamina B6 0.080
Tiamina 0.037
Riboflavina 0.019
Vitamina A (Ul) 833
Minerales (mg)
Potasio 237
Fosforo 24
Magnesio 11
Calcio 10
Sodio 5
Otros (pg)
Licopeno 2573
[-caroteno 449
USDA (2015).

15



rojo normal (Madhavi y Salunkhe 1998; Wold y col 2004).

El sabor del tomate esta directamente relacionado con su composicion quimica.
Més de 400 compuestos volatiles han sido identificados en el fruto, pero representan
solo el 0.1% de la materia seca en frutos maduros. Entre éstos, aproximadamente 30
son los principales responsables del aroma del tomate fresco. La dulzura tiene una
alta correlacién con el contenido de sdlidos solubles, pH y azucares reductores,
mientras que la acidez tiene una alta correlacion con el pH y en menor grado con la
acidez titulable (Ferndndez-Ruiz y col 2004). Los azUcares libres representan mas
del 60 % de los solidos solubles en el tomate y se encuentran principalmente D-
glucosa y D-fructosa (cuadro 2), con trazas de sacarosa, cetoheptosa y rafinosa
(Madhavi y Salunkhe 1998). El sabor agradable del tomate depende de la correcta
relacién entre estos azlcares y los acidos presentes, principalmente citrico y malico
(Fernandez-Ruiz y col 2004). La fraccion lipidica de los tomates estd compuesta de
triglicéridos, esteroles, ésteres de esterol, acidos grasos libres e hidrocarburos. Los
acidos linoléico, linolénico, oleico, estéarico, palmitico y miristico comprenden la

mayor proporcion de los acidos grasos (Madhavi y Salunkhe 1998).

Este fruto representa una buena fuente de vitaminas A y C (acido ascorbico), asi
como de carotenoides, principalmente licopeno, debido a que es ampliamente
consumido en diversas formas, una porcion promedio de tomate (148 g) es suficiente
para proveer aproximadamente el 40% de &cido ascorbico y el 20% de vitamina A
recomendados en la ingesta diaria (IDR) de los Estados Unidos (Shi 2000; Hanson y
col 2004; Simonne y col 2006). El 4cido ascoérbico es esencial para mantener las

funciones cardiovasculares del cuerpo humano, para el desarrollo de las células y
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tejido conectivo, para la utilizaciéon de hierro (Nishiyama y col 2004; Zou y col 2006) y
para remover radicales libres (Hanson y col 2004). Los carotenoides son pigmentos
naturales que presentan actividad provitamina A y que actian como antioxidantes
ejerciendo un efecto preventivo contra enfermedades degenerativas relacionadas
con la edad, el cancer, cataratas y enfermedades cardiovasculares. El 3-caroteno
presenta la mayor actividad provitamina A y se ha demostrado que ejerce un efecto
preventivo con los radicales libres. El licopeno también ha sido asociado con
beneficios a la salud debido a su capacidad para secuestrar moléculas de oxigeno
singulete y radicales peroxilo, asi como para desactivar moléculas excitadas o a los

agentes que rompen la cadena de ADN (Collins y col 2006).

5 Maduracién

La maduracion es un proceso metabdlico complejo y genéticamente programado
el cual genera cambios en color, textura, sabor y aroma en los frutos frescos que los
hacen aptos para el consumo humano (Kevany y col 2007). El tomate presenta la
caracteristica de ser un fruto climatérico, por lo que el inicio de la maduracién esta
acompafado de un aumento en la velocidad de respiracién y en la biosintesis de
etileno (Lelievre y col 1997), hormona que juega un papel importante en el inicio de
los eventos bioquimicos y en la integracion de los cambios posteriores. Algunos de
los cambios que se presentan acopafiando la respiracion y produccién de etileno son
la modificacion de la estructura y composicion de las paredes celulares afectando la
firmeza del fruto, el metabolismo de acidos y azucares, la degradacion de clorofila y

la biosintesis de licopeno (Madhavi y Salunkhe 1998).
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El cambio de color es el rasgo mas distintivo en la maduracién del tomate. El
color de los frutos depende del contenido de pigmentos carotenoides principalmente
de licopeno y en menor proporcidon de [-caroteno (Ruiz-Sola y Rodriguez-

Concepcioén 2012).

Dependiendo del mercado y el area de produccion, el tomate es cosechado en
etapas que varian desde la madurez fisiologica hasta la madurez completa (Sargent
y Moretti 2004). Estas etapas son definidas de acuerdo a los estandares de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en seis clases, dependiendo del cambio de

color externo del fruto. Estas etapas se describen con mayor detalle en el Cuadro 4.

El tomate es un fruto altamente perecedero y normalmente es almacenado y
distribuido a temperaturas de 10 a 12°C para controlar la maduracion, ya que es
susceptible a un desorden conocido como dafio por frio. El periodo de
almacenamiento a estas temperaturas es corto lo que limita la posibilidad de
comercio a paises distantes que representan una oportunidad de mercado para los

productores mexicanos (Crisosto y Crisosto 2002).

B Dafo por frio

El almacenamiento de frutas y hortalizas a temperaturas cercanas al punto de
congelacion es una de las tecnologias poscosecha mas efectivas para mantener su
calidad y extender la vida de anaquel. Sin embargo, existe un alto riesgo de que
durante el almacenamiento a temperaturas bajas de los productos cosechados

se favorezca la presencia de dafio por frio, especialmente en los cultivos mas
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Cuadro 4. Descripcion de las etapas de maduracion en el fruto de tomate.

Descripcion

Apariencia Fisica

Clase Etapa de
madurez

1 Verde

2 Rompiente
3 Cambiante
4 Rosa

5 Rojo ligero
6 Rojo maduro

Superficie del fruto
completamente verde,
variando desde tenue a
oscuro

Cuando hay un cambio
definido de verde a
amarillo, rosa o rojo en
no mas del 10% del
fruto

Cuando del 10 a 30%
de la superficie se
muestra amarilla, rosa,
roja o una combinacion
de éstos.

Cuando del 30 a 60%

del color superficial ha

cambiado de verde a
rosa o rojo.

Cuando del 60 a 90%
ha cambiado a rojo-
rosado o rojo

Cuando mas del 90%
de la superficie es de
color rojo

Adaptado de Grierson y Kader (1986).
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sensibles. Se puede describir al dafio por frio (DF) como un desorden fisiolégico
desarrollado en muchas plantas, asi como en frutas y hortalizas, como resultado de
Su exposicion a bajas temperaturas sin llegar al punto de congelacién (Malacrida y

col 2006).

El dafio por frio puede ocurrir antes o después de la cosecha, ya sea en el campo
de cultivo cuando el fruto aun se encuentra unido a la planta, durante el
almacenamiento, transporte y distribucion de los productos en el mercado, e incluso
durante la refrigeracion en el hogar (Morris 1982; Saltveit y Morris 1990). El
desarrollo de este desorden fisiologico se divide en dos eventos: el primero es
dependiente de la temperatura e inicia cuando se encuentra por debajo de la
temperatura critica causando alteraciones metabdlicas, mientras que el segundo
evento es dependiente del tiempo de exposicion e incluye una gran cantidad de
procesos metabdlicos disfuncionales consecuencia del evento primario, provocando

los sintomas caracteristicos que se observan en frutos con DF (Orr y Raison 1990).

El tomate es un fruto climatérico originario de regiones tropicales, por lo que es
susceptible al dafio por frio cuando es almacenado a temperaturas por debajo de su
temperatura critica (12°C) por mas de dos semanas (McDonald y col 1999; Aghdam
y col 2012). La temperatura critica varia entre productos y se refiere a la temperatura
minima que es segura para el almacenamiento sin que se desarrollen sintomas de

DF (Wills y col 1989; Malacrida y col 2006).

Los sintomas de DF se pueden desarrollar en cualquier etapa de desarrollo en la

planta, donde la sensibilidad depende del tiempo y la temperatura de exposicion, del
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tipo de 6rgano de la planta y de la etapa de desarrollo (Sevillano y col 2009). La
sensibilidad al DF varia durante la maduracién y senescencia del fruto de tomate
(Goémez y col 2009), siendo mas sensible en etapas tempranas de maduracion
(Frenkel y Jen 1989). ElI DF puede presentarse durante la germinacion de las
semillas, almacenamiento de plantulas, crecimiento del cultivo en el campo,
almacenamiento, transporte y distribucion de los productos en el mercado, y durante

la refrigeraciéon en el hogar (Saltveit y Morris 1990).

El DF es uno de los principales factores que limitan la produccion de cultivos
alrededor del mundo, debido a que puede retrasar el crecimiento y desarrollo, reducir
la productividad e incluso causar la muerte de la planta. Ademas tiene un gran
impacto durante el almacenamiento poscosecha de frutas y hortalizas, ya que
algunos de estos productos no pueden ser almacenados a temperaturas bajas
debido a que se podria inhibir la maduracion normal y/o acelerar el deterioro (Paull
1990; Park y col 2004), por lo que los dafios causados por este desorden son de
gran importancia ya que ocasionan pérdidas econdmicas considerables debido a la

disminucién de la calidad del fruto (Gémez y col 2009).

1 Sintomas del dafio por frio

Saltveit y Morris (1990) enlistaron los sintomas de DF comunmente reconocidos

de acuerdo a su tiempo de respuesta:

1. Cambios celulares. Incluyen cambios en la estructura y composicién de la
membrana, cese de la corriente protoplasmética, plasmolisis celular y un

incremento en la velocidad de salida de componentes celulares.
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Metabolismo alterado. Incremento anormal en la velocidad de produccién de
CO.y etileno, algunas veces durante el enfriamiento y generalmente después
de la remocion del tejido a temperaturas superiores. Incremento en los niveles
de productos de respiracién anaerébica y otros metabolitos.

Crecimiento reducido y muerte de la planta. El marchitamiento de las hojas vy
el desarrollo de areas necréticas ocurren generalmente después del
enfriamiento.

Lesiones superficiales. Incluyen picado superficial, areas hundidas vy
decoloracion de la superficie; estos sintomas son agravados por el dafio
mecanico y las condiciones ambientales.

Areas sudadas. El rompimiento celular y la pérdida de integridad de la
membrana resultan en el exudado de fluidos celulares hacia los espacios
intracelulares.

Decoloracion interna. La pulpa, hebras vasculares y semillas regularmente se
tornan cafés.

Senescencia acelerada. Resulta cuando la pérdida de clorofila y la pérdida la
integridad celular ocurren a una mayor velocidad.

Incremento en la susceptibilidad al deterioro. Los cambios precedentes
proveen un medio favorable para el crecimiento de patdégenos.

Falla para madurar normalmente. Los frutos que son cosechados antes de la
madurez completa son incapaces de seguir la secuencia de maduracion
normal si son enfriados; aun si maduran, hay una pérdida del desarrollo de

sabor y aroma caracteristicos y regularmente desarrollan sabores extrafos.
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En el tomate, los sintomas visibles provocados por el dafio por frio incluyen
desarrollo de color y maduracion irregulares, picado superficial, areas sudadas,
mayor incidencia de enfermedades causadas por patdgenos y deterioro acelerado
(figura 2). Estos sintomas generalmente aparecen cuando el tomate ha sido

transferido a temperaturas superiores al DF (Morris 1982).

2 Mecanismos relacionados con el dafio por frio

Los mecanismos relacionados con el dafio por frio en plantas aun no estan
claros. Se ha propuesto que el mal funcionamiento de las membranas celulares a
bajas temperaturas es el evento primario que conduce al dafio por frio (Lyons 1973,
Nishida y Murata 1996). Sin embargo, en los ultimos afios se ha sugerido que los
sintomas de DF son consecuencia de un estrés oxidativo en los tejidos lo que

ocasiona el dafio de los frutos (Hodges y col 2004).

a Cambio de fase de las membranas

Las alteraciones en la conformacién y estructuras de las biomembranas se
consideran el primer evento a nivel molecular donde el DF tiene un efecto sobre la
permeabilidad de las mismas (Lyons 1973; Sharom y col 1994). Se han encontrado
diferentes formas de dafio en las membranas celulares, entre las mas significativas
estan el incremento en la lixiviacion de electrolitos (Gonzéalez-Aguilar y col 2004;
Malacrida y col 2006; Yang y col 2009), la transicion de fase que ocurre en los lipidos
a temperaturas criticas (Sharom y col 1994) y los cambios en la composicion de

lipidos (Whitaker 1994; Lurie y col 1997).

Todos estos cambios en la composicién de la membrana ocasionan una
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Dias a21°C

0 4 8 12 16

Figura 2. Progreso de los principales sintomas de dafio por frio en tomate cv.
Imperial. Los frutos fueron almacenados a 5°C por 25 dias y madurados durante 16

dias a 21°C. A) Maduracion irregular. B) Picado superficial. C) Pudriciones.

Tomada de Lépez-Espinoza (2008).
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disminucién en su fluidez, lo cual conlleva a una menor funcionalidad de la misma y

de las proteinas asociadas con ella (Marangoni y col 1995).

En 1973, Lyons postuld la ‘teoria de las membranas’ en la cual intenta explicar
estos desordenes fisiologicos y las manifestaciones que se dan a nivel molecular
cuando ocurre el DF. En ella se postula que los cambios termotréficos en los lipidos
de las membranas constituyen la respuesta primaria a los desordenes fisiol6gicos
desatados por la exposicion al frio, y son estos los responsables de las alteraciones
en la organizaciéon molecular y estructural de la matriz lipidica de las membranas
celulares. Esta teoria apoya la idea de que el efecto inmediato de las bajas
temperaturas es un aumento en la microviscosidad de la membrana debido a una
disminucién de la rotacion aleatoria 0 movimientos de plegado de las cadenas
alifaticas de los acidos grasos y una reduccion en el grado de insaturacién de estos
acidos. Por debajo de un valor critico de temperatura, llamado temperatura de
transicion, este evento conduce a una reorganizacion de los lipidos de una estructura
flexible de membrana liquido-cristalina, en una rigida llamada sdlido-gel. Si el periodo
de almacenamiento a temperatura baja es demasiado prolongado, entonces las
regiones de la membrana afectadas por estas estructuras rigidas se extienden a la
membrana entera, ocasionando pérdidas de elasticidad que conducen a trastornos
funcionales de las proteinas membranales, y finalmente a la ruptura de esta misma,
provocando con ello fugas de agua, iones y de metabolitos desde el interior de la

célula (Lyons 1973).

Una forma de estimar el dafio de las membranas es midiendo la lixiviacion de

electrolitos en los frutos, ya que nos puede servir como un indicador del grado de
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dafio que el desorden ha provocado sobre los tejidos del mismo. Zhao y col (2009)
midieron la lixiviacion de electrolitos durante el almacenamiento a 2°C de dos
cultivares de tomate (Lichun y Santiam), encontrando que la pérdida de electrolitos
aumentaba conforme se extendia el periodo de almacenamiento a baja temperatura.
Malacrida y col (2006) reportaron la misma tendencia en la lixiviacion de electrolitos

en tomate cv. Micro-Tom almacenado a temperaturas de DF.

La peroxidacion de los lipidos es también uno de los procesos responsables de la
pérdida de la integridad de la membrana celular y puede ser evaluada mediante el
analisis del contenido de malonil-dialdehido (MDA) (Wise y Naylor 1987). EI MDA es
el producto final de la peroxidacion de los &cidos grasos membranales y el nivel de
este compuesto es usado como un indicador del estrés oxidativo, por lo que su
incremento indica un dafo en la integridad de la membrana celular (Hodges y col

1999).

La consecuencia principal de ambos eventos es la pérdida de la funcionalidad de
las biomembranas (Sevillano y col 2009). En un estudio realizado por Cardenas-
Torres (2013) en tomate cv. Imperial tratado hidrotérmicamente para incrementar la
tolerancia al DF se evidencié la proteccion de la membrana celular al observar una
menor lixiviacion de electrolitos y un menor contenido de MDA, demostrando que
estos dos parametros son buenos indicadores fisiologicos de la pérdida de la
permeabilidad y de la peroxidacion de lipidos de la membrana, los cuales han sido
utilizados previamente para evaluar la integridad de la membrana celular (Wise y

Naylor 1987; Sharom y col 1994).
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Por mas de un cuarto de siglo, la hipétesis basica en el estudio del DF ha sido el
cambio de fase de las membranas (Lyons 1973). Sin embargo, Saltveit (2000) indica

gue son varios los mecanismos involucrados en el desarrollo de los sintomas de DF.

Estudios comparativos sobre la transicién de fase de los lipidos en membranas
de dos especies de tomate, Solanum lycopersicum (especie sensible al DF) y
Lycopersicon hirsutum (especie silvestre tolerante al DF), revelaron que la transicion
de fase de los lipidos totales aislados de mitocondrias, cloroplastos, hojas enteras y
frutos ocurrian a temperaturas similares en las dos especies. Por lo tanto, se puede
concluir que la transicion de fase de los lipidos per se, no parece ser la causa

principal de los sintomas del DF (Venema y col 2005).

b Estrés oxidativo

La pérdida de la integridad de las membranas celulares se ve potenciada por el
proceso oxidativo, ya que el estrés ocasionado por las temperaturas bajas
incrementa el nivel de las especies reactivas de oxigeno (EROSs), las cuales son

responsables de algunas alteraciones causadas en las plantas.

El estrés oxidativo ocurre cuando la homeostasis de la célula se ve perturbada y
hay un incremento desproporcional en la produccion de EROs (Scandalios 1993).
Estas especies como peroxido de hidrogeno, radicales superoxido e hidroxilo, estan
en exceso con respecto a la capacidad que tiene el tejido de neutralizarlos
(Ghasemnezhad 2008) y son altamente reactivas por lo que pueden ocasionar dafio
oxidativo e inducir reacciones de peroxidacion de lipidos, inactivacion de enzimas,

degradacion de proteinas, dafio al ADN, y de este modo acelerar el ciclo de
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deterioracion asociado con la senescencia (Zhang y col 2009; Vega-Garcia y col

2010).

Las plantas se protegen del estrés oxidativo mediante la expresion de genes que
producen moléculas que capturan las EROs. Este sistema antioxidante es complejo e
incluye antioxidantes liposolubles como a-tocoferoles y carotenoides, agentes
reductores solubles como glutation y ascorbato y una serie de enzimas redox como
lo son catalasa (CAT), glutation reductasa (GR), ascorbato peroxidasa (APX) y
superoxido dismutasa (SOD) (Malacrida y col 2006; Aghdam y col 2013). La actividad
de este sistema antioxidante conduce a la reduccion de las EROs, por lo tanto
asegura la integridad de las membranas e induce resistencia al estrés abi6tico como
lo es el dafio por frio (Aghdam y col 2013). Ademas, el balance de las actividades de
SOD y APX o CAT en la célula es crucial para el mantenimiento del estado
estacionario de los niveles de los radicales superoxido y peroxido de hidrogeno. El
ciclo ascorbato-glutation es también un mecanismo importante en la remocion de
EROs en plantas. Su activacion parece producir un efecto positivo inhibiendo el

desarrollo de dafio por frio (Malacrida y col 2006).

En apoyo al papel del sistema antioxidante en la tolerancia al enfriamiento,
Kerdnaimongkol y Woodson (1999) demostraron que la supresion de la actividad
catalasa, que es esencial para la detoxificacion de EROs, condujo a una mayor
susceptibilidad al DF en plantas transgénicas de tomate Ohio 8245 respecto a las
plantas control. Por otro lado, Wang y col (2005) observaron que el incremento en la
actividad de la enzima ascorbato peroxidasa, consecuencia de la sobreexpresion de

un gen APX citosdlico, aumenté la resistencia al dafio por estrés oxidativo en plantas
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transgénicas de tomate expuestas a temperaturas bajas. En otro reporte, se evalud
la respuesta antioxidante de tomate cv. Micro-Tom almacenado a una temperatura
de 4°C y se encontr6 que dicha respuesta estaba mediada por la actividad de las
enzimas CAT y GR, mas no se observo relacion con la actividad de las enzimas SOD
0 APX, aunque los resultados no permitieron observar un patron de comportamiento
definido (Malacrida y col 2006). Posteriormente Gomez y col (2009) indicaron que
APX 'y SOD se incrementaban en tomate cv. Micro-Tom como respuesta inmediata al
estrés provocado por el DF. Zhang y col (2010) observaron que al almacenar tomate
Messina en condiciones de DF, la actividad de SOD se incrementaba con el
transcurso de los dias de almacenamiento, mientras que CAT disminuia con valores
fluctuantes y para APX mostraba un incremento dentro de los primeros 14 dias de
almacenamiento y después disminuia rdpidamente. Recientemente, Cardenas-Torres
(2013) utilizé un tratamiento hidrotérmico en tomate cv. Imperial para conferirle
tolerancia al DF; los frutos tratados térmicamente mostraron una mayor integridad de
la membrana celular y mayor actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y

APX, lo cual se relacioné con una mayor tolerancia al DF.

Las membranas contienen acidos grasos insaturados que son particularmente
vulnerables a la oxidacién, por lo que la formacion de EROs puede estar asociada
ocasionalmente con alteraciones en la funciébn de las mismas. Por lo tanto, los
modelos de la membranay el estrés oxidativo pueden estar relacionados. Ademas, la
fluidez de las membranas sefialada por la teoria de Lyons (1973) no solo es regulada
por la composicion de acidos grasos, sino también por la interaccion lipidos-proteinas

(Kluge y Schomburg 1996), por lo que los cambios en proteinas inducidos por las
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temperaturas bajas podrian revelar la sintesis de proteinas de aclimatacion
necesarias para restablecer o continuar los procesos normales del fruto que han sido

interrumpidos por el almacenamiento a temperatura de dafo.
C TRATAMIENTOS QUE BRINDAN TOLERANCIA AL DANO POR FRIO

Con el amplio uso de las cadenas de frio durante el transporte y almacenamiento
de frutas y hortalizas, es necesario el desarrollo de tecnologias poscosecha que
disminuyan la aparicion del dafio por frio sobre todo en las especies de plantas

sensibles a las temperaturas bajas (Ma y col 2014).

Varios tratamientos como atmésferas controladas, pretratamientos con cloruro de
calcio, acondicionamiento a temperaturas bajas y enfriamiento gradual, han sido
utilizados para reducir el dafio por frio en diferentes frutos; sin embargo, se ha
reportado que tratamientos térmicos como inmersion en agua caliente y secado con
aire caliente son efectivos para disminuir sintomas e inducir tolerancia al dafio por

frio en tomate (Zhang y col 2013).

La aplicacion de un tratamiento térmico podria utilizarse como una tecnologia
poscosecha que favorezca la disminucién del dafio por frio y el mantenimiento de la
calidad de los frutos, sin embargo si es aplicado en forma inapropiada puede tener
efectos adversos en la calidad de los frutos (Petit-Jiménez y col 2009).
Recientemente se han demostrado los efectos beneficiosos de la aplicacion de los
tratamientos hidrotérmicos en la induccién de la tolerancia al dafio por frio en tomate
ya que han sido empleados exitosamente para disminuir los sintomas (Lurie y col

1997), prevenir el desarrollo de pudriciones (Fallik 2004) y retrasar el proceso de
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maduracién (Vega-Espinoza 2010); ademas se ha observado un aumento en la
actividad de enzimas antioxidantes (Cardenas-Torres 2013) y en la expresion de
genes relacionados con estrés térmico, detoxificacion y metabolismo de

carbohidratos (Cruz-Mendivil y col 2015).

1 Tratamiento hidrotérmico

El agua es un medio de transferencia de calor mas eficiente que el aire (Lurie
1998), por lo que los tratamientos hidrotérmicos (TH) se aplican sumergiendo los
frutos en agua caliente con temperaturas desde 43 a 53°C durante tiempos de 1 a 15
minutos, esto, previo al almacenamiento a temperaturas bajas. La aplicacion del TH
presenta diversas ventajas entre las que se encuentran su facilidad de aplicacion,
periodos de aplicacion cortos por lo que no modifican los parametros de calidad del
fruto en comparacion con tratamientos extensos con aire caliente, ademas de un facil
monitoreo de las temperaturas y menor riesgo de que el producto sufra quemaduras
superficiales como consecuencia del calor aplicado (Fallik 2004; Sevillano y col
2009). La mayor tolerancia al dafio por frio que presentan los alimentos tratados
hidrotérmicamente se puede explicar mediante la activacion de seis diferentes

mecanismos:

1. Mejora de la integridad de la membrana por el incremento en la relacion
acidos grasos insaturados (AGinSat) / saturados (AGSat) debido a una mayor
actividad de las acido grasos desaturasas (AGDS) y una disminucion en la

actividad de enzimas responsables de la degradacion de los acidos grasos
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insaturados como la fosfolipasa D (PLD) y lipoxigenasa (LOX) (Los y Murata
1998; Hernandez y col 2001; Yu y col 2009; Rui y col 2010).

. Mayor expresion de genes que codifican proteinas de choque térmico (HSPs),
las cuales funcionan como chaperonas moleculares manteniendo la
estabilidad de las proteinas (Thomashow 1999), mediante el reconocimiento y
union a proteinas incompletamente plegadas con el fin de completar su
plegado correcto, la prevencion en la agregaciéon de proteinas y facilitar la
renaturalizacion de proteinas agregadas (Ellis y van der Vies 1991; Craig y col
1994; Lee y Pokala 1995; Boston y col 1996).

. Mejora de la actividad del sistema antioxidante (SOD, APX, GR, y CAT) lo que
conduce a una menor acumulacion de ROS y una mejor relacion de
AGinSat/AGSat consecuencia de una menor peroxidacion de lipidos (Hodges
y col 2004; Shao y Tu 2013).

. Activacion de vias de conversion de arginina a moléculas con caracter
antioxidante como poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) y de
sefializacion como 6xido nitroso (NO) y prolina, este ultimo involucrado en la
regulacion osmotica entre el citoplasma y la vacuola, regulacién redox de
NAD+/NADH, en la estabilizacion de la membrana y activacion de sistemas de
eliminaciéon de ROS (Sharp y col 1990; Bohnert y Jensen 1996; Soleimani
2014).

. Alteracion en la actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa cuyo
incremento en general esta relacionado con la respuesta del 6rgano de la

planta para contrarrestar el dafio por frio (Ismail y Brown 1979; Rinaldo y col
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2010). Sin embargo, la correlacion de esta enzima con la resistencia o
sensibilidad depende en gran medida de la planta y cultivar.

6. Aumento en el metabolismo de glacidos (inversion de la sacarosa) para
satisfacer las necesidades energéticas de la biosintesis de las proteinas de
choque térmico y compuestos antioxidantes como acido ascérbico y glutation
gue ayudan al mantenimiento de la funcion de proteinas y la integridad de la

membrana, respectivamente (Couée y col 2006; Liu y col 2013).

El TH ha sido empleado exitosamente en tomate para disminuir los sintomas
ocasionados por el DF (Lurie y col 1997), retrasar el proceso de maduracion
(Akbudak y col 2007; Vega-Espinoza 2010) y prevenir el desarrollo de pudriciones
(Fallik 2004). Sin embargo, tratamientos hidrotérmicos prolongados o a temperaturas
altas pueden afectar o deteriorar la calidad del fruto, por lo que la temperatura a
utilizar depende de la especie, tamafio, madurez o estado de maduracion y las

condiciones de cultivo.

Diversos estudios han reportado el efecto de la aplicacion del tratamiento
hidrotérmico sobre los sintomas ocasionados por el DF, entre estos estudios se
encuentra el realizado por Lurie y col (1997), quienes evaluaron la magnitud del DF
en tomates cv. Daniella, comparando la aplicacion de tratamientos térmicos con aire
caliente (3°C, 48 h) o inmersiones en agua caliente (40°C, 30 min; 2 min a 46, 48 6
50°C) en contraste con tomates sin tratamiento térmico. Estos autores encontraron
gue los tomates sin TH presentaban mayor dafio, infecciones fungicas y un mayor
deterioro que los tomates sometidos al tratamiento con aire caliente o con inmersion

en agua caliente. Por otra parte, Yang y col (2009) evaluaron el efecto de la
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aplicacién de TH (40 o 45°C por 5 o 15 min) sobre el DF en tomate cherry verde-
maduro y observaron que el tratamiento inducia una mayor tolerancia al DF, y a su
vez reportaron que los mayores dafios se presentaban en las células y organelos del
tejido del pericarpio de los frutos sin TH. En otro estudio realizado por Luengwilai y
col (2012) en frutos de tomate cv. Micro-Tom verde-maduro, encontraron que al
aplicar un TH con diferentes tiempos y temperaturas de inmersion (3-9 min a 30-
50°C) se presentaba una disminucion en el desarrollo de sintomas de DF en frutos
tratados, asi como una menor aparicion de dafios en las membranas, lo cual fue
evidenciado por una reduccidon en la lixiviacion de electrolitos. Cardenas-Torres
(2013) evalud el efecto de un TH (42°C, 5 min) sobre la tolerancia al DF en frutos de
tomate cv. Imperial almacenados a 5°C y 12°C, encontrando que el TH disminuyo el
desarrollo de sintomas y logré una mejor retencion de la calidad de los frutos, esto
es, la pérdida de peso y la firmeza no sufrieron modificaciones importantes, mientras
que el color sélo se modificd en frutos almacenados a 5°C; ademas, la aplicacion del
TH causé un menor dafio en las membranas y una menor peroxidacion de lipidos,
asi como un incremento en la actividad de las enzimas SOD, CAT y APX,

confiriéndole a los frutos una mayor tolerancia al dafio por frio.

Recientemente, Cruz-Mendivil y col (2015) evaluaron el efecto del TH sobre la
expresion geénica en frutos de tomate Micro-Tom almacenados a temperaturas de
dafio por frio (5°C) durante 14 dias y posteriormente madurados a 20°C por 14 dias.
En este estudio, el TH mostrd un efecto protector contra el DF en los frutos de tomate
evidenciado por una reduccion en los sintomas visuales (maduracion irregular y

marchitez), lo cual a su vez se asocié con una disminucion en la pérdida de peso,
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fuga de electrolitos, velocidad de respiracion y firmeza, ademas de que el TH
favorecié la induccion de genes relacionados con estrés térmico, detoxificacion y

metabolismo de azlcares.

Sin embargo, la informacién actual sobre la regulacion molecular de los TH para

disminuir e inducir tolerancia al DF es aln limitada.

D CAMBIOS EN LA EXPRESION DE PROTEINAS RELACIONADOS CON LA

EXPOSICION A TEMPERATURAS BAJAS

Las plantas han desarrollado la habilidad de responder en defensa propia al
estrés ambiental (bidtico o abidtico) gracias a sus caracteristicas gendmicas,
protedmicas y metabolomicas. Esta autodefensa se lleva a cabo mediante la
alteracién del patrén de la expresidon de genes, que da como resultado un cambio en
la expresion de las proteinas, lo que conduce a la modificacién de ciertas rutas

metabdlicas y de defensa (Timperio y col 2008).

La exposicion de las plantas a temperaturas de DF resulta en cambios
genéticamente programados en la bioquimica y fisiologia del vegetal que son criticos
para su supervivencia a temperatura baja. De este modo, diversas familias de
proteinas se han asociado con las respuestas al estrés por frio de los tejidos
vegetales, ya sea por su aparicion, acumulacion o disminucion (Renaut y col 2006).
Estas proteinas estan involucradas en muchos procesos incluyendo la transduccion
de sefales, procesamiento del RNA, en la traduccién, procesamiento de proteinas,
homeostasis REDOX, fotosintesis, en el metabolismo del carbono, nitrégeno, azufre

y en la obtencion de energia (Lépez-Espinoza 2008). Algunas de las proteinas
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identificadas en estos estudios incluyen peroxidasas, proteinas de choque térmico
(HSPs) y proteinas de unién al ARN, rubisco y enzimas del metabolismo para

obtencion de energia (Renaut y col 2006; Yan y col 2006).

1 Proteinas de respuesta al estrés

Existen diversas proteinas involucradas en la respuesta de tejidos vegetales a
diferentes tipos de estrés, cuya funcion principal es luchar contra las alteraciones y
los defectos en la sintesis de otras proteinas celulares, con el objeto de proteger a

las células de los dafios que puedan sufrir (Powers y col 2001).

Las temperaturas bajas incrementan el riesgo del desplegamiento de las
proteinas, resultando en el mal funcionamiento de las mismas. Se ha reportado el
incremento en la acumulacién de las proteinas con funcién de chaperonas, entre las
cuales se encuentran diversas chaperonas, especialmente diferentes tipos de
proteinas de choque térmico (HSPs), asi como chaperoninas citosdlicas,

cloroplasticas y mitocondriales (Cheng y col 2010).

Las proteinas de choque térmico (HSPs, Heat Shock Proteins), las cuales se
definen como aquellas que pueden ser inducidas por las temperaturas altas en
diversos organismos; pueden ser necesarias para la supervivencia y reproduccion de
las células bajo condiciones de estrés, y probablemente también bajo condiciones de
no estrés. La mayoria de las HSPs eucariéticas han sido agrupadas de acuerdo a su
masa molecular aproximada en kilodaltones (kDa) en cinco clases conservadas,
nombradas HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y HSPs de bajo peso molecular

(sHSPs) (16-42 kDa) (Pimentel 1994). De éstas, las sHSPs constituyen el grupo de
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proteinas sintetizadas en vegetales en respuesta al estrés térmico mas abundante y
diverso (Waters y col 1996) y se ha observado que tanto en vegetales como en
mamiferos poseen actividad molecular de chaperonas in vitro (Jacob y col 1993),

previniendo la agregacion de proteinas durante el estrés térmico (Haslbeck 2002).

Es bien conocido, que bajo condiciones de crecimiento normales, la mayoria de
las HSPs usualmente no son detectables, sin embargo se acumulan rapidamente en
respuesta a un estrés térmico u otro tipo de estrés (Sabehat y col 1998, Ding y col
2001; Wang y col 2004; Nautiyal y Shono 2010). Ademas, la acumulacion de las
HSPs, a menudo confiere proteccibn no solo contra el estrés que provoca su
biosintesis sino también contra cualquier situacién de estrés a la cual la planta u

organo es expuesto (Sevillano y col 2009).

Kosova y col (2011) en un estudio realizado en trigo previamente aclimatado al
frio, indicaron que las temperaturas bajas, conllevaron a una mayor acumulacion de
algunas HSP con funciones de chaperona, especialmente una HSP70, mientras que
por otro lado provoc6 una menor acumulacién de otras HSP, como la HSP90. Bajo
condiciones normales, la HSP90 contribuye resguardando alelos alternativos de
genes de varias proteinas de una poblacion dada que ayuden en la regulaciéon del
plegamiento correcto de las proteinas, sin embargo, bajo condiciones de estrés, la
acumulacion de esta proteina disminuye, por lo que los alelos alternativos de estas
proteinas podrian dar lugar a una conformacion alternativa, lo cual podria contribuir

en la variabilidad fenotipica de las plantas en respuesta al estrés por frio.
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En los Ultimos afos, estudios sobre el proteoma del tomate han identificado
enzimas implicadas en el control del estrés oxidativo, entre ellas la ascorbato
peroxidasa (APX), dehidroascorbato reductasa (DHAR), superéxido dismutasa
(SOD), metionina sulféxido reductasa también conocido como proteina E y tioredoxin
peroxidasa 1(TPxI) (Rocco y col 2006; Vega Garcia y col 2010), las cuales confieren

proteccién al tejido contra el frio (Hodges y col 2004; Malacrida y col 2006).

2 Proteinas de unién al ARN

La exposicion al frio, afecta significativamente en la sintesis de proteinas.
Diversos estudios han reportado el incremento de proteinas que se unen al ARN
(RNA-Binding proteins) las cuales estan involucradas en el procesamiento del ARNm
(Amme y col 2006; Gau y col 2009; Reiland y col 2009) y tienen ademas un papel
crucial durante el crecimiento, desarrollo y defensa al estrés de las plantas (Kim y col

2010a).

Las proteinas que se unen al ARN (RBPs, RNA-Binding Proteins) participan de
manera directa e indirecta en la regulacion de la expresion de genes a nivel post-
transcripcional. Esta regulaciéon incluye el procesamiento del pre-ARNm (pre-ARN
mensajero), adicibn de 5-metilguanosina, poliadenilacién, transporte, estabilidad y

traduccion del ARNm (Kim y col 2007b).

En los dltimos afios, ha habido un avance considerable en la identificacion de
RBPs que contienen uno o mas motivos de reconocimiento al ARN (RRM) en el
extremo N-terminal y una variedad de motivos auxiliares en el extremo C-terminal

(Kim y col 2005). Estos motivos auxiliares incluyen el dominio rico en glicina, el
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dominio rico en arginina, la caja RGG y el motivo dedo de zinc, entre otros y pueden
estar involucrados en la interaccion con otros factores de proteinas (Kim y col

2007h).

Entre la diversidad de las RBPs identificadas en plantas, las proteinas de union al
ARN ricas en glicina (GR-RBPs, Glycine-rich RNA-binding proteins) poseen un
motivo de reconocimiento al ARN (RRM) en el amino N-terminal y en la region rica en
glicina C-terminal. Estas GR-RBPs se encuentran presentes en todas las plantas y
su implicacion en la respuesta al estrés de las plantas ha sido indicada por diversos
analisis de expresion (Molina y col 1997; Horvath y Olson 1998; Sachetto-Martins y
col 2000). En particular, se ha reportado que la funcion de las GRBPs durante la
adaptacion al frio ha sido relacionada con una mayor acumulacién inducida por las

temperaturas bajas (Kimy col 2010).

Diversos estudios en Arabidopsis (Kim y col 2005; Kwak y col 2005; Kim y col
2007a; Kim y col 2007b) y en arroz (Oryza Sativa) han determinado la funcionalidad y
efecto de las GRBPs en la tolerancia al estrés y la adaptacion al frio (Kim y col 2010).
Los resultados reportados en esta serie de estudios reflejan claramente que las
GRBPs tienen un papel muy importante en la respuesta de las plantas bajo

diferentes tipos de estrés.

3 Proteinas relacionadas a patogénesis
Las proteinas relacionadas a patogénesis (RP) son expresadas en plantas en
respuesta a infecciones patogénicas, estrés ambiental, componentes quimicos y

heridas (van Loon 1997). Se han identificado catorce grupos de estas proteinas,
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algunas de las cuales responden a las temperaturas bajas: RP-2 (B-1,3-glucanasas),
RP-3, 4, 8 y 11 (quitinasas), RP-5 (proteinas como taumatina) y RP-10 (homdlogos
Bet v-1) y RP-14 (proteinas de transferencia de lipidos) (Griffith y Yaish 2004).
Aunque su papel no ha sido entendido del todo, se ha sugerido que podrian ser un
componente de la ruta de transduccién de sefiales disparada como respuesta

general al estrés (Hoffmann-Sommergruber 2000).

4 Proteinas del metabolismo de carbohidratos y produccidon de energia

El frio como un factor de estrés, ha sido asociado con alteraciones significativas
en el metabolismo energético. Estas alteraciones incluyen el decremento en la
velocidad de catalisis de las enzimas resultando en un desbalanceo metabolico el
cual ha sido asociado con el estrés oxidativo (Kosova y col 2011). Muchos estudios,
han indicado cambios en la abundancia de algunas enzimas involucradas en el
metabolismo de carbohidratos en respuesta al frio. En general, se ha observado un
incremento en la expresion de las enzimas en las rutas catabolicas y una disminucion

de la expresion en las rutas anabdlicas (Andriotis y col 2010).

Existe una gran gama de proteinas implicadas en el metabolismo de compuestos
de carbono y en la produccién de energia en tomate. La expresion de estas proteinas
varia de acuerdo a factores bidticos, abioticos y la diversidad genética del fruto, lo
gue se refleja en las caracteristicas de calidad del fruto tales como la firmeza, sabor,
contenido de solidos solubles, entre otros. Tal es el caso del malato deshidrogenasa
citosdlica dependiente de NAD (CMDH) y la malato deshidrogenasa mitocondrial

(MMDH), las cuales estan implicadas en la regulacion de la concentracién de acido
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malico y la oxidacibn de malato en respuesta al estrés térmico durante la

maduracioén, respectivamente (Miller y col 1998).

En relacion al anabolismo y catabolismo, se han identificado enzimas como la
pirofosfatasa citosolica implicada en la acumulacién de almidoén, la fructoquinasa
cuya funcion sugerida es la importacién de azucar y no la biosintesis del almidén
como antes se creia (Dai y col 2002; Rocco y col 2006), B-fructofuranosidasa
(invertasa acida), la uridiltransferasa UTP-glucosa-1-fosfato, triosafosfato isomerasa,
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, aldolasa, fosfoglicerato quinasa y enolasa,
involucradas en la glucélisis y gluconeogénesis y cuya concentracion va en

decremento durante la maduracion (Rocco y col 2006; Faurobert y col 2007).

5 Rutas de sefializacién, transduccién y transcripcion

El estado de oxidacion-reduccion (redox) de la célula puede participar en la
regulacion de la expresion de genes en respuesta a la temperatura baja involucrando
al H,0O, (Kocsy y col 2001). Conforme la concentracion de H,O, incrementa en las
plantas expuestas al frio, se induce un cambio en el estado redox, conduciendo a
una mayor actividad de enzimas como glutation reductasa y catalasa, entre otras
(Renaut y col 2006). Kocsy y col (2001) propusieron que el enfriamiento induce
cambios en el estado redox como una de las rutas de sefalizacion activadas por la
temperatura baja, dando como resultado cambios en la expresion de genes. Otras
rutas de sefalizaciéon son mediadas por acido abscisico, Ca** o &cido salicilico
(Renaut y col 2006). El calcio funciona como un mensajero importante en la
percepcion del estrés en plantas; su concentracidon citosélica incrementa durante la

exposicién al frio y transduce una sefial via cinasas y cascada de fosforilacién (en
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particular MAPK y proteina cinasa dependiente de Ca*’-CDPK). Ademas, otras
proteinas se unen al Ca™ durante la transduccién de sefiales, como anexinas
(formando canales a través de la membrana plasmatica), calmodulinas vy
calcineurinas (White y Broadley 2003) por lo que la entrada de Ca*? en respuesta al
frio requiere el arreglo de microfilamentos de actina después de la solidificacion de
las membranas (Orvar y col 2000).

Entre los factores de transcripcion, la familia de factores de enlace C-repetidos
(CBF, C-repeat binding factors) activa los genes que responden al frio, asi como los
genes involucrados en las respuestas por deshidratacion (Thomashow y col 2001).
Renaut y col (2005) reportaron una mayor abundancia de CBF1, anexina y MAPK
cinasas en plantulas de alamo enfriadas respecto a las control. Gong y col (2002)
identificaron un regulador de genes CBF y demostraron la importancia de la
regulacion del gen y los activadores transcripcionales CBF en la resistencia al

enfriamiento en plantas.

6 Enzimas

Los cambios en la expresiéon y actividad de enzimas involucradas en diversas
rutas metabdlicas han sido reportados como respuesta a la temperatura baja (Hurry y
col 1995); entre éstas se encuentran enzimas involucradas en el metabolismo de
hidratos de carbono, prolina y lignina, en fotosintesis y detoxificacion (Renaut y col

2006).

Bae y col (2003) realizaron un analisis del proteoma nuclear de Arabidopsis,
identificando 54 proteinas que respondieron al estrés por frio, las cuales estuvieron

involucradas en diferentes funciones celulares. Entre las proteinas detectadas se
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encontraron algunas asociadas previamente al estrés, incluyendo HSPs, factores de
transcripcion, proteinas que se unen al ADN, enzimas cataliticas, sintaxina y
calmodulina. Sin embargo, dado que las proteinas se encuentran en diferentes
componentes y organelos celulares, el andlisis del total de proteinas puede
proporcionar un mejor entendimiento de las respuestas al estrés por frio. En este
sentido, Yan y col (2006) realizaron un analisis comparativo del patrén de proteinas
en hojas de plantas de arroz sometidas a condiciones de dafio por frio contra hojas
de plantas control. Entre sus resultados encontraron 93 proteinas expresadas
diferencialmente, 85 de las cuales fueron identificadas exitosamente. Las proteinas
identificadas estuvieron involucradas en diversos procesos, como transduccion de
sefiales, procesamiento del ARN, traduccion, procesamiento de proteinas,
homeostasis redox, fotosintesis, fotorespiracion y metabolismo del carbono,
nitrdgeno, azufre y energia. Ademas, encontraron que algunas proteinas fueron

parcialmente degradadas por el enfriamiento.

A pesar de esto, se tiene poco conocimiento sobre las bases bioquimicas del
dafio por frio y existe muy poca informacion acerca de la expresion de proteinas en
respuesta a las bajas temperaturas, asi como en la tolerancia inducida al DF. Debido
a la utilidad que ha tenido la prote6mica para avanzar en el entendimiento de las
respuestas al DF, a continuacion se describe brevemente esta herramienta y los

principales estudios que se han realizado principalmente en tomate.

E PROTEOMICA

1 Introduccién
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El avance en la secuenciacion de los genomas completos y el rapido incremento
en la disponibilidad de segmentos de secuencias expresadas (EST, Expressed
Sequence Tag) han ampliado las perspectivas para el andlisis de los sistemas
bioldgicos y sus funciones complejas a diferentes niveles (Rose y Saladié 2008). En
paralelo a la acumulacién de una gran cantidad de datos sobre los acidos nucleicos,
el desarrollo tecnologico ha permitido establecer sistemas para el analisis a nivel de
transcritos y proteinas (Céanovas y col 2004). Sin embargo, aun cuando la
transcriptomica resulta una herramienta atractiva debido a que el ARN es
guimicamente homogéneo y relativamente facil de extraer, manipular in vitro,
amplificar y secuenciar (Alba y col 2004), diversos estudios han demostrado que los
cambios en la expresion de genes a nivel de transcritos no siempre corresponden

con los cambios a nivel de proteinas (Kosova y col 2011).

El analisis del proteoma provee una representacion mas adecuada del estado
celular por diversas razones: la regulacion de los eventos celulares puede ocurrir a
nivel de proteinas sin aparente cambio en la abundancia de ARNm, las
modificaciones post-traduccionales de las proteinas resultan en una mayor
complejidad que no corresponde a variaciones en la expresiéon de genes y el
proteoma refleja la expresion de las moléculas que influencian mas directamente la

bioquimica celular (Rose y col 2004).

La protedmica es la determinacion de la secuencia, cuantificacion, estado de
modificacion, patrones de interaccion, actividad, localizacion subcelular y estructura
de proteinas de un tipo de célula en un determinado momento (Liebler 2002). La

proteémica, se ha convertido en una herramienta clave, porque nos provee de
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informacion cuantitativa y estructural de las proteinas, lo cual es informacion
altamente determinante para la funcion celular (Cox y Mann 2007). A la fecha, la
mayoria de los estudios de protedmica vegetal pueden ser divididos en dos
categorias basicas; la primera involucra el perfil de proteinas del material biol6gico
con el fin de separar, secuenciar y clasificar la mayor cantidad de proteinas posible,
donde el objetivo es identificar la coleccibn completa de proteinas de un sistema
bioldgico; la segunda categoria fundamental del andlisis del proteoma puede ser
determinada como proteGmica comparativa, cuyo objetivo es caracterizar diferencias
entre diferentes poblaciones de proteinas. Para evaluar y contrastar poblaciones de
proteinas complejas, los elementos clave incluyen la extraccion y deteccion de la
mayor cantidad posible de proteinas minimizando las técnicas post-extraccion,
cuantificacion precisa y comparaciéon de las muestras, identificacion de proteinas y
finalmente, integracién de la informacién de la expresion de proteinas con otra serie

de datos (Rose y col 2004).

Recientemente, ha habido una tendencia creciente en el uso de los métodos de
proteOmica para estudiar e identificar los cambios globales en la estructura y
abundancia de las proteinas en el campo de la fisiologia de plantas (Palma y col

2011).

2 Separacion de proteinas por electroforesis bidimensional en geles de

poliacrilamida (2D-PAGE)

Aunque la protedmica es una ciencia relativamente nueva, se ha establecido

sobre la base de técnicas analiticas conocidas (Humphery-Smith y col 1997) como lo
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es la electroforesis bidimensional (2D-PAGE), que es un sistema que se adecua
perfectamente para la separacién de mezclas complejas de proteinas. Esta técnica
se establecid por primera vez para la separacion de las proteinas de cereales
(Wrigley 1968,1970) y con su evolucion ha adquirido un enorme potencial para la
separacion de proteinas. La electroforesis bidimensional separa las proteinas por
medio de dos parametros fisicoquimicos. La primera dimensién, conocida también
como isoelectroenfoque, separa las proteinas a través de un gradiente de pH
inmovilizado; las proteinas migran hasta el punto en el cual su carga es cero, es
decir, hasta que llegan a su punto isoeléctrico (pl). La segunda dimension separa las
proteinas en funcion de su masa molecular utilizando un agente tenso-activo, como
dodecil sulfato de sodio (SDS), que se une a la proteina para proporcionar una
relacion uniforme entre la carga y la masa, lo que permite que las proteinas se

separen de acuerdo a su masa (Hebert y col 1997; Goérg y col 2004).

La aplicacién principal de la 2D-PAGE es la protedmica de expresién. En este
sentido, la acumulacién de proteinas de dos muestras se puede comparar de forma
cualitativa y cuantitativa. La aparicion o desaparicion de manchas proporciona
informacion sobre la acumulacion diferencial de proteinas y la intensidad de las
manchas permite conocer los niveles de acumulacion (Gil-Garcia 2003).

Posteriormente las manchas son identificadas mediante espectrometria de masas.

Para el analisis comparativo del proteoma, aln no existen técnicas que superen a
la electroforesis bidimensional (2D-PAGE) (Rose y col 2004). Algunas de las etapas
criticas en 2D-PAGE, son la preparacion de la muestra y la solubilizacion de las

proteinas, asi como obtener un buen enfoque de las mismas. Posteriormente, las
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proteinas se visualizan por tincién con azul de Coomassie o plata; sin embargo este
altimo método de tincion no es compatible con la identificacion de proteinas por
espectrometria de masas (MS) (Patton 2000), ya que fija las proteinas en el gel,
previniendo su digestién y la recuperacion de algunos péptidos formados (Liebler

2002).

Para la identificacion de las proteinas de interés, una vez identificadas las
diferencias mediante programas computacionales (PD-Quest) la proteina es
removida del gel y digerida con una proteasa, usualmente tripsina, generando
péptidos. La mezcla de péptidos se lava para eliminar las sales y se resuspende en
un solvente adecuado para su analisis posterior por espectrometria de masas (Gorg

y col 2004).

3 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas ha llegado a ser la principal tecnologia para la
identificacién de proteinas debido a su eficiencia, precision y sensibilidad. Es una
técnica que mide con alta sensibilidad la relacion masa/carga (m/z) de iones en fase
gaseosa. El éxito obtenido en el area de las ciencias biolégicas, se debe a la
introduccién de técnicas suaves de ionizacién que les permiten a las biomoléculas
pasar a una fase gaseosa en forma de iones intactos (Lane 2005). Estos iones pasan
a traveés de un espectrometro de masas, el cual consiste basicamente de una fuente
de iones, para generar iones a partir de la muestra; un analizador de masas, para

separar los iones de acuerdo a su relacion masa/carga (m/z); un detector para
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registrar el nUmero de iones emergentes del analizador y una computadora para

procesar los datos y generar el espectro de masas (Yates 2000; Lane 2005).

Existen principalmente dos plataformas de MS para los estudios de protedmica:
la espectrometria de masas en una sola etapa (MS) y en tAndem (MS/MS). En el
primer paso se registra solo el espectro de masas de los péptidos, la huella digital de
la proteina (Kécher y Superti-Furga 2007); ésta es comparada con la lista de masas
de péptidos predicha de cada proteina en la base de datos y su digestion tedrica
(Rose y col 2004). MS/MS proporciona informacién sobre la secuencia de péptidos y
puede ser utilizada cuando se analizan mezclas de proteinas o muestras con

proteinas modificadas.

En la Figura 3 se muestra el esquema de un analisis por espectrometria de
masas en tandem (MS/MS). La primera etapa de MS/MS involucra la ionizacion de la
muestra digerida y la separacion basada en la relacion m/z de los iones primarios.
Posteriormente, un i6n con un valor especifico de m/z es seleccionado y
fragmentado; la colision del idn con un gas inerte (disociaciéon inducida por colision,
CID, collision-induced dissociation) es el método mas utilizado para inducir la

fragmentacion.

Por altimo, los valores m/z de los iones fragmentados son determinados después
de pasar a través de un segundo analizador de masas (Good y Coon 2006). Este
proceso produce una serie de iones fragmentados que pueden diferir por un solo

aminoacido, rindiendo una porcién de la secuencia del péptido determinada por
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Figura 3. Representacion esquematica de la espectrometria de masas en tandem.
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diferencia de masas y usada para la busqueda en la base de datos. Cuando un
péptido ha sido identificado en la base de datos, el patron de fragmentacion tedrica
puede ser predicho y comparado con el espectro MS/MS observado para la
asignacion de otros picos que puedan validar la identificacion. Este procedimiento
puede ser repetido para cada péptido fragmentado, conduciendo a la verificacion

adicional o a la identificacion de otras proteinas en la muestra (Rose y col 2004).

4 Protedmica en tomate

El tomate representa un modelo adecuado para su uso en estudios de
protedmica, ya que recientemente se ha generado una gran cantidad de informacion
genética y recursos genomicos que son herramientas bioinformaticas invaluables

para la identificacion de proteinas (Bombarely y col 2011).

A pesar de lo anterior, se han publicado pocos estudios sobre el proteoma del
tomate, especialmente del fruto (Palma y col 2011). Dentro de los estudios realizados
se pueden mencionar algunos enfocados en la identificacibn de proteinas
relacionadas con el desarrollo de las semillas (Sheoran y col 2005), desarrollo y
maduracién del fruto (Rocco y col 2006; Faurobert y col 2007; Xu y col 2013),
respuestas a estrés por inundacion en hojas (Ahsan y col 2007), salinidad en hojas
(Manna y col 2013) y raices (Muneer y col 2015), calor (lIwahashi y Hosoda 2000) y

frio en frutos (Page y col 2010; Vega-Garcia y col 2010; Sanchez Bel y col 2012).

En el caso del fruto de tomate, el contenido y composicion de las proteinas que lo
constituyen varia continuamente durante su desarrollo (Gillaspy y col 1993). Si bien

la cantidad de proteinas del fruto es menor a 1 g por 100 g de tejido fresco (Cuadro

50



3), estas desempefian un papel primordial en el desarrollo del mismo,
proporcionandole en ocasiones la posibilidad de sobrevivir y recuperarse de

condiciones desfavorables (Sabehat y col 1996).

Rocco y col (2006) realizaron un andlisis comparativo del proteoma de frutos de
tomate ecotipo regional (S. Camaza) y comercial (Ailsa Craig) durante la maduracion.
Este andlisis permiti6 una comparacion del repertorio de proteinas, asi como la
identificacibn de proteinas expresadas constante y diferencialmente en cada
variedad durante su desarrollo. Entre sus resultados encontraron 129 proteinas
expresadas diferencialmente durante las diferentes etapas, de las cuales 83 fueron
identificadas exitosamente. Las proteinas identificadas pertenecen principalmente a
procesos de control de estrés oxidativo, defensa de estrés ambiental y/o patégeno y

al metabolismo del carbono y produccion de energia.

En este mismo sentido, Faurobert y col (2007) identificaron la variabilidad de
proteinas en tomate cherry, determinando las principales variaciones del proteoma
durante el desarrollo y maduracién de este fruto. La mayor proporciéon de las
proteinas identificadas pertenecen a proteinas implicadas en respuesta a estrés,
metabolismo del carbono y carbohidratos, metabolismo de aminoacidos, trasporte de
electrones, fotosintesis y respiracion, degradacién de proteinas y al metabolismo
secundario. Por su parte, Xu y col (2013) elaboraron un extenso mapa del proteoma
del pericarpio de 12 genotipos de tomate en dos diferentes estados de desarrollo
(expansion celular y rompiente). El analisis mediante espectrometria de masas
permitié identificar 506 proteinas que fueron asociadas a diferentes funciones

fisiologicas entre las cuales se encontraron proteinas del metabolismo primario,
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proteinas en respuesta a estrés, traduccion, sintesis de vitaminas, procesos
metabdlicos celulares, proteinas asociadas con la maduracién, proteinas del
metabolismo secundario, representando asi una amplia diversidad fenotipica y

genotipica.

En los Ultimos afios se han realizado algunos estudios de proteGmica
comparativa para investigar los mecanismos relacionados con el DF en frutos de
tomate, los cuales se han enfocado en la identificacién de proteinas que responden

al estrés por bajas temperaturas.

Page y col (2010) observaron que las proteinas sobreexpresadas en frutos
sometidos a bajas temperaturas estan asociadas a la tolerancia por congelamiento y
gue la inhibicion de la expresion de proteinas esta asociada con los procesos de
maduracion. En este estudio, las proteinas involucradas en la resistencia al DF
fueron proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (SHSPs). En este mismo
afno, Vega-Garcia y col (2010) realizaron una comparacion entre el perfil de proteinas
de tomates almacenados a temperaturas de DF y de refrigeracién observando una
acumulacion significativa de dos proteinas relacionadas con respuestas a bajas
temperaturas: tioredoxin peroxidasa y una proteina rica en glicina de union a ARN.
Los autores sugieren que ambas proteinas pueden estar actuando para mantener la
homeostasis del tejido expuesto a temperatura de dafio y la regulacién de la
expresion de genes a temperaturas bajas. En otro estudio realizado por Sanchez-Bel
y col (2012) se llevd a cabo un andlisis comparativo entre tomates almacenados a
temperaturas de DF y no dafio justo antes de la aparicion de los sintomas visibles del

desorden, con la finalidad de diferenciar entre las proteinas involucradas en los
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sintomas y las implicadas en la respuesta. La identificacion de las proteinas
expresadas diferencialmente estuvieron involucradas en dos funciones bioldgicas
importantes: en mecanismos defensivos representados por proteinas de choque
térmico de bajo peso molecular y proteinas abundantes al final de la embriogénesis y
en reacciones de desacoplamiento de los procesos fotosintéticos, asi como en la
maquinaria de degradacién de proteinas; estas Ultimas corresponden con las

encontradas por Vega-Garcia y col (2010).

Todos estos estudios han sido realizados con el fin de entender las respuestas
del fruto a las temperaturas bajas, sin embargo hasta la fecha no se tienen reportes
enfocados en la identificacion de proteinas asociadas con la tolerancia al DF inducida
mediante el uso de tratamientos hidrotérmicos, lo que sugiere la necesidad de
realizar un analisis de protedmica y profundizar en el significado funcional de la
expresion de proteinas bajo condiciones de tolerancia al estrés por frio y asi
entender de mejor manera los mecanismos involucrados. Ademas, es de esperar que
el mayor conocimiento de las bases moleculares de los procesos de sensibilidad y
aclimatacioén al frio permitan disefiar estrategias para mejorar la conservacion de los

frutos sensibles a las bajas temperaturas.
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IV JUSTIFICACION

El tomate es un producto hortofruticola de gran importancia econdmica para
México ya que ocupa el décimo lugar en produccion a nivel mundial, mientras que el
estado de Sinaloa ocupa el primer lugar a nivel nacional. Ademas este fruto es de
gran importancia social dada la posibilidad que tiene de utilizarse en forma fresca o

procesada industrialmente.

El almacenamiento y distribucion poscosecha del tomate involucra el uso de
temperaturas bajas, pero desafortunadamente al ser un fruto climatérico es
susceptible al DF por lo que su vida de comercio se ve limitada al no poder utilizar
temperaturas inferiores a 12°C. Como parte de las estrategias propuestas para
aminorar las pérdidas ocasionadas por el DF, se ha optado por la aplicacion de un
tratamiento hidrotérmico, previo al almacenamiento en frio. Dicho tratamiento ha
resultado efectivo en la reduccién de los sintomas de este desorden fisiologico al
conferirle al fruto mayor tolerancia a las bajas temperaturas sin prejucio de su

calidad.

A pesar de este efecto positivo, se tiene poco conocimiento sobre las bases
bioquimicas y moleculares que generan dicha tolerancia y existe muy poca
informacion acerca de la expresidbn de proteinas en respuesta a las bajas
temperaturas, asi como en la tolerancia inducida al DF. Es por esta razon, y en la
idea de aportar informacion que apoye en el entendimiento del fendmeno que resulta
interesante estudiar los cambios en el patron de expresion de proteinas en frutos de
tomate tratados previamente con un tratamiento hidrotérmico antes de ser sometidos

a temperaturas de dafio por frio (5°C).
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V OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Determinar cambios en parametros fisioldgicos y en la acumulacion de proteinas
asociadas con la tolerancia inducida al dafio por frio mediante tratamiento

hidrotérmico en tomate cv. Imperial (Solanum lycopersicum L.).

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar parametros de calidad (color en cascara y firmeza) de frutos de
tomate con y sin TH durante su almacenamiento a 5 o 12°C y posterior

maduracion (21°C).

2. Determinar la lixiviacion de electrolitos y el contenido de malondialdehido de
frutos de tomate con y sin TH durante su almacenamiento a 5°C y determinar

su relacion con la tolerancia inducida al dafio por frio.

3. Separar proteinas expresadas diferencialmente entre frutos de tomate con vy

sin TH expuestos a temperatura de dafio por frio (5°C).

4. Identificar por espectrometria de masas proteinas expresadas
diferencialmente entre frutos de tomate con y sin TH expuestos a temperatura

de dafio por frio (5°C).
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VI MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron frutos de tomate cv. Imperial en estado de madurez fisiologica, los
cuales fueron proporcionados por la empresa Agricola Chaparral, SPR de RL
ubicada en Culiacan, Sinaloa, México. Los frutos se seleccionaron con base en
uniformidad de color y ausencia de defectos, se lavaron y se sumergieron en una
solucion de hipoclorito de sodio (200 ppm) por 3 min; transcurrido ese tiempo fueron
escurridos y se dividieron en 2 lotes. Un lote para los frutos control (sin TH) y el otro
para los frutos que recibieron el tratamiento hidrotérmico TH (42°C/ 5 min).
Posteriormente, cada lote fue divido en 2 grupos, quedando de la siguiente manera:
frutos sin TH almacenados a temperatura de no dafio (12°C) y de dafo (5°C); frutos
con TH almacenados a temperatura de no dafio (12°C) y a temperatura de dafo
(5°C). Todos los lotes fueron almacenados durante 20 dias, con retiros de muestras
cada 10 dias para luego ser transferidos a un segundo almacenamiento a

temperatura de maduracion (21°C) durante 7 dias.

B METODOS

1 Aplicacion del tratamiento hidrotérmico

Los frutos fueron sumergidos durante 5 min en un bafio de acero inoxidable que
contenia agua a una temperatura de 42°C de acuerdo a lo reportado por Cardenas-
Torres (2013) para tomate cv. Imperial, seguido de un enfriamiento a 25 °C durante
30 min. Una vez transcurrido este tiempo, se retird el exceso de humedad utilizando

toallas de papel.
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2 Medicion de parametros de calidad
a Firmeza

Se determind de acuerdo a lo reportado por Lépez-Valenzuela (2011). Se
cortaron trozos de pericarpio de aproximadamente 1.5 x 1.5 cm de la region
ecuatorial de los frutos, retirando las regiones donde se unen los léculos al pericarpio
y el gel intralocular. Cada trozo fue colocado con el pericarpio hacia arriba en la base
de un penetrometro digital Chatillon DFE100 provisto con una punta plana de 11 mm
de diametro que se introdujo en el tejido a una profundidad de 5 mm y a una
velocidad de penetracién constante de 50 mm min™. La firmeza fue reportada como
la fuerza de compresion maxima en Newtons (N). Se utilizaron 5 frutos y en cada uno

de ellos se realizaron 7 mediciones.
b Color

Se determinaron los valores L (luminosidad), a* (rojo-verde), y angulo Hue (°H)
en base a la escala CIE LAB, en tres puntos equidistantes de la region ecuatorial de

cada uno de los 5 frutos utilizando un colorimetro Minolta CR 200 (Minolta, Japon).
3 indice de dafio por frio (IDF)

El IDF se estim6 de acuerdo con lo reportado por Vega-Garcia y col (2010)
utilizando 10 frutos. Los criterios que se utilizaron para evaluar los sintomas en piel y
tejido fueron los siguientes: A= coloracion no uniforme, B= areas sudadas, C=
marchitamiento, D= picado superficial y E= presencia de pudriciones. Se utilizé una

escala hedonica que refleja el nivel de dafio, en porcentaje, de cada fruto para cada
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criterio (0= ausencia de dafio; 1= <10 %; 2= 11-25%; 3 = 26-40%) y el indice de dafio

por frio se obtuvo mediante la siguiente expresion:

IDF = (NDA + NDB + NDC + NDD + NDE) / 5

Donde IDF es el indice de dafio por frio y ND es el nivel de dafio para cada uno

de los sintomas.

4 Lixiviacion de electrolitos

La evaluacion de electrolitos se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por
Zhao y col (2009) con algunas modificaciones. Se tomaron cilindros de tejido fresco
de la region ecuatorial con un diametro de 5 y 10 mm de longitud y se utilizé agua
desionizada para lavarlos. Después, fueron colocados en 25 mL de una solucién de
manitol 0.1 M y se incubaron con agitacion a 100 ciclos/min durante 2 h a 25°C. Una
vez transcurridas las 2 h, se midi6 la conductividad de la solucion con un
conductimetro (Hanna instruments EC/TDS modelo HI 98311). Posteriormente los
cilindros fueron sometidos a 121°C por 10 min en una autoclave con el fin de liberar
el total de electrolitos. Transcurrido el tiempo, las muestras fueron enfriadas a 25°C y
se midié la conductividad de las soluciones. La lixiviacion de electrolitos fue
expresada como el porcentaje de electrolitos lixiviados con respecto al total de

electrolitos. Se utilizaron 5 frutos y en cada uno de ellos se realizaron 3 mediciones.

5 Contenido de malondialdehido (MDA)

Para la cuantificacion del contenido de MDA (peroxidacion de lipidos), se siguio

la técnica descrita por Hodges y col (1999). Se homogenizé 1 g de tejido congelado
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en una mezcla de etanol:agua en una relacion 80:20 (v:v) y se centrifugd a 3,000 x g
(Eppendorf, 5810R, USA) durante 10 min. A continuacién se tomd una alicuota de 1
mL de la muestra que fue afadida en un tubo de ensayo conteniendo 1 mL de
solucion, la solucion (i) =TBA, compuesta de 20% (p/v) acido tricloroacético y 0.01 %
(hidroxitolueno butilado), o bien la solucién (ii) +TBA, que contenia todo lo anterior
mas 0.65 % de acido tiobarbitlrico. Posteriormente, las muestras se agitaron
vigorosamente y se incubaron a 95 °C por 25 min, se enfriaron a temperatura
ambiente y se centrifugaron (3,000 x g durante 10 min) para recuperar el
sobrenadante. Se registré la absorbancia a 440, 532 y 600 nm. Los equivalentes de
MDA fueron expresados como equivalentes de MDA (nmol+g-1 FF) y calculados de la

siguiente manera:

1) A= [(Abs 532+TBA)-(Abs 600+TBA) — (Abs 532-TBA — Abs 600-TBA)]
2) B= [(Abs 440+TBA — Abs 600+TBA) 0.0571]

3) Equivalentes de MDA (nmol*ml-1)= (A — B / 157,000) 10°
Se utilizaron 5 frutos y en cada uno de ellos se realizaron 3 mediciones.
6 Preparacidon de la muestra para la extraccion de proteinas

El tejido de tomate mantenido a -70°C fue molido con nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino. Previo a la extraccion, el tejido fue sometido a tres lavados
para eliminar compuestos que pudieran acomplejarse con las proteinas e impedir su
solubilizacién, segun lo reportado por Wang y col (2006) con algunas modificaciones.
Para el primer lavado se tomaron 8 g de tejido molido, se homogeneizaron con 10

mL de acido tricloroacético al 10 % en acetona durante 5 min, posteriormente se
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centrifugod la mezcla a 11,000 g durante 15 min a 4°C y se retir6 el sobrenadante; el
residuo se lavo dos veces mas, primeramente con acetato de amonio 0.1 M en
metanol al 80 % y luego con acetona al 80 % bajo las condiciones anteriores.
Finalmente, el tejido lavado se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se secé

hasta eliminar los residuos solventes.

7 Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas se realizé siguiendo la metodologia propuesta por
Wang y col (2006) con algunas modificaciones. Al tejido lavado se le agregd un bufer
de extraccion fenol:amortiguador SDS (30 % sacarosa, 2 % SDS, 0.1 M Tris-HCL pH
8.0 y 5 % B-Mercaptoetanol) en una relacion 1:1. La mezcla se incub6 por 5 miny se
centrifugd a 16,000 g durante 5 min para separar la fase fendlica, de la cual se
precipitaron las proteinas con acetato de amonio 0.1 M en metanol a -20°C durante
30 min. Las proteinas se recuperaron por centrifugacion a 16,000 g durante 5 min, la
pastilla se lavé con metanol y acetona al 80 % y se secO para eliminar los residuos

de solventes.

8 Separacidén de proteinas

La separaciéon de proteinas se realiz6 mediante electroforesis bidimensional en
geles de poliacrilamida (2D-PAGE). En la primera dimension, las proteinas se
separaron en funcién de sus puntos isoeléctricos (isoelectroenfoque), mientras que
en la segunda dimensién se separaron en funcion del tamafio en presencia de SDS
(SDS-PAGE). Para la primera dimension, la muestra de proteinas se resuspendié en

amortiguador de rehidratacién (Urea 8 M, CHAPS 2 %, DTT 10 mM, Anfolitas pH 3-
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10) 1 %, Azul de bromofenol 0.01 %). Se cargaron 300 pL del amortiguador de
rehidratacién que contenian 500 pg de proteina en tiras de 17 cm de pH inmovilizado
en un rango de 5-8 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La muestra se cargd en el gel y se
dej6é rehidratando durante toda una noche, la separaciéon se realizé en un sistema
Protean IEF (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando las condiciones de voltaje y
tiempo recomendadas por el proveedor (250 V, 20 min; 10 000 V, 2.5 h; 10 000 V, 40
000 V). Previo a la segunda dimension, las proteinas fueron reducidas con DTT 130
mM en Tris-HCI 0.375 mM pH 8.8, Urea 6 M, Glicerol 20 %, SDS 2 % con agitacion
durante 10 min, y alquiladas con lodoacetamina 135 mM en Tris-HCI 0.375 mM pH
8.8, Urea 6 M, Glicerol 20 %, SDS 2 % durante 10 min. Las tiras se colocaron en la
parte superior de un gel de acrilamida al 12.5 % y la separacién se realiz6 en Tris 25
mM pH 8.3, Glicina 192 mM y SDS 0.1 % a corriente constante (40 mA) durante
aproximadamente 14 h. Los geles obtenidos se tifieron con azul de Coomassie al 0.1
% en 40 % de metanol y 10 % de &cido acético. Posteriormente se destifieron con
metanol-acido acético-agua (40:10:50 y 7:10:83). Las imagenes de los geles se
obtuvieron con un sistema de fotodocumentacion ChemicDoc XRS (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Las diferencias cuali y cuantitativas se analizaron por medio del
programa PDQuest (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La separacion y analisis se

realizé por triplicado.

9 Identificacion de proteinas

Las proteinas expresadas diferencialmente entre las muestras se identificaron
por espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Primeramente se lavaron los

geles para eliminar el exceso de colorante azul de Coomassie y posteriormente se
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removieron las proteinas de interés utilizando una punta de micropipeta. El pedazo
de gel removido se someti6 a una serie de lavados con acetonitrilo (50 pL) para
eliminar el colorante y se sec6d al vacio durante 10 min. Las proteinas fueron
reducidas por incubacion con ditiotreitol (DTT) 10 mM en NH4HCO3 0.1 M (1 h/56 °C)
y posteriormente alquiladas con iodoacetamida 55 mM en NH4HCO3; 0.1 M por 45
min a temperatura ambiente. Los geles se lavaron con NH4,HCO3 25 mM, se secaron
con vacio e incubaron durante aproximadamente 12 h (37°C) en NH;HCO3; 25 mM
conteniendo 0.02 pg/uL de tripsina grado secuenciacion (Promega, Madison, WI,
EUA). Los péptidos fueron concentrados y desalados utilizando puntas conteniendo
resina tipo C18 en la punta (Zip-tip, Milipore, Billerica, MA, EUA). La mezcla de
péptidos fue analizada con un sistema LC/MS acoplado con un espectro de masas
con trampa de iones (LTQ-XL, Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) utilizando una
fuente de iones nanospray (3.0 kV). La separacion cromatogréfica se llevé a cabo en
una columna capilar de fase reversa (New Objective) usando un gradiente de 5-80%
de acetonitrilo durante 120 min. La adquisicion de los espectro de masas se realizo
con el programa Xcalibur 2.2 (Thermo Scientific, San José, CA, EUA) en un rango de
masa-carga (m/z) de 300-2000, y los iones mas intensos fueron fragmentados por
disociacion inducida por colision (CID, del inglés Collision Induced Dissociation). Los
datos se analizaron con el programa Proteome Discoverer 1.3 usando el algoritmo
SEQuest contra una base de datos referenciada. Los parametros de busqueda para
modificaciones fueron los siguientes: Cisteina carbamidometilada como fija y
oxidacion de Metionina como variable. Las tolerancias fueron de 1.2 Da para el ion

precursor y 0.6 para picos de fragmentacion. El espectro MS/MS proporciono
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informacion parcial de la secuencia de los péptidos y éstos fueron comparados con

secuencias de proteinas en las bases de datos.
10 Anélisis estadistico
El disefio experimental se realiz6 de la siguiente manera:
Temperaturas de almacenamiento: temperatura de DF (5°C) y no dafio (12°C).
Temperatura de maduracién: 21°C.
Tiempo de almacenamiento: 0, 10 y 20 dias.
Tiempo de maduracion: 7 dias.
Tratamiento: Sin TH, Con TH.

Para la comparacion de medias se utilizd la prueba de Fisher con un nivel de
significancia de 0.05. Todos los analisis fueron realizados con el paquete estadistico

Statgraphic plus 5.1 (Statistical Graphics, Warrenton, VA).
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

A PARAMETROS DE CALIDAD

1 Color en céascara

El tomate para su consumo en fresco es valorado fundamentalmente por su
uniformidad, madurez y ausencia de defectos, por lo que es importante medir los
parametros que determinan la calidad del fruto. El color en cascara es uno de los
principales aspectos para la aceptacion de los frutos ya que es un indicador del
grado de madurez de los tomates y se ve fuertemente afectado por la temperatura a

la que son almacenados durante el manejo poscosecha.

En la figura 4 se muestran los frutos de tomate seleccionados con y sin
tratamiento hidrotérmico almacenados durante 20 dias a temperatura de refrigeracion
(TR, 12°C) o de dafo por frio (TDF, 5°C) mas un periodo de maduracion a 21°C
durante 7 dias. Se pueden observar claramente diferencias en los estados de
maduracidon y en la coloracion de los frutos entre los diferentes dias de
almacenamiento y los tratamientos. A medida que aumentan los dias de
almacenamiento a 12°C los tomates presentan una rapida aparicion del color rojo en
ambos tratamientos, siendo los tomates sin TH en los que se observa un mayor
avance hacia el color rojo con respecto a los tomates con TH. En cuanto a los
tomates almacenados a 5°C, el proceso de maduracion ocurri6 mas lento ya que la
exposicién a las bajas temperaturas provoca una disminucion de la velocidad de
respiracion y del metabolismo del fruto evidenciandose por el retardo en la aparicion

del color rojo, inclusive en el periodo de almacenamiento a 21°C. Estas diferencias
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Figura 4. Cambios en color y maduracion de frutos de tomate con y sin TH
almacenados durante 20 dias a 12°C y 5°C, mas un periodo de maduracion de 7

dias a 21°C.
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en la coloracién durante la maduracion se pueden asociar con cambios en el
componente acromatico L*, junto con el descriptor cromatico a* y con el matiz

cromatico Hue (°H) (Lépez-Camelo y Gomez 2004).

a Luminosidad (L)

La coordenada L* de la escala CIE LAB recibe el nombre de luminosidad y toma
valores desde O (negro) hasta 100 (blanco). En la Figura 5 se muestran los valores
obtenidos para luminosidad en los tomates almacenados a temperatura de
refrigeracion (TR) y temperatura de dafio por frio (TDF) mas un periodo de
maduracion de 7 dias a 21°C. La luminosidad disminuye conforme transcurre la
maduracion, como se observa en el grafico para ambos tratamientos, aunque esta
disminucién fue mas pronunciada en los tomates almacenados a 12°C, lo cual se
atribuye a un oscurecimiento asociado con la aparicion del color rojo durante el
proceso normal de maduracion. Por otro lado, en los tomates almacenados a 5°C se
observan cambios leves en este parametro durante los 20 dias, resultando en
valores significativamente mas altos de L* respecto a los tomates almacenados a
12°C como consecuencia del retraso de la aparicion y desarrollo del color
ocasionado por el almacenamiento a temperaturas baja; si el almacenamiento a
temperatura baja se prolonga, los frutos no consiguen desarrollar por completo el

color rojo inclusive al final del periodo de maduracion a 21°C.

Durante el periodo de maduracion a 21°C el valor de L* disminuyo
progresivamente independientemente de la temperatura (5 y 12°C) y tiempo de

exposicion al enfriamiento. No se encontraron diferencias significativas entre los
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Figura 5. Cambios en la luminosidad (L*) de frutos de tomate Sin TH y con TH
almacenados durante 20 dias a 12°C y 5°C, mas un periodo de maduracion de 7

dias a 21°C. Las barras verticales indican LSD= 0.75 para 12 y 5°C y LSD= 0.51 para

21°C (0=0.05).
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tratamientos en los tomates almacenados a TR, pero en aquellos almacenados a
TDF los frutos con TH presentaron valores de L* significativamente (p<0.05) mayores

con respecto a los sin TH.

b Valor a (a*)

Los cambios de color més importantes se dan en el componente a* ya que nos
indica el cambio del color verde a rojo como consecuencia de la degradacién de
clorofila y posterior biosintesis de licopeno, por lo que se espera que el valor a*
aumente conforme transcurre el tiempo de almacenamiento. En la Figura 6 se
muestran los valores de a* obtenidos durante la maduracién de los tomates con y sin
TH almacenados a 5°C y 12°C durante 20 dias, mas un periodo de maduracion de 7
dias a 21°C. Se observdé un aumento drastico del valor a* en los tomates
almacenados a 12°C como consecuencia de la degradacion de clorofila y posterior
biosintesis de licopeno producto de la maduracién, mientras que los frutos
almacenados a 5°C mostraron valores menores que los frutos almacenados a 12°C
durante todo el almacenamiento, esto puede atribuirse a la conservacién de tonos de
color verde en el fruto consecuencia del almacenamiento a temperaturas mas bajas,
gue disminuye la velocidad con la que se llevan a cabo los procesos involucrados en
la maduracion de los frutos de tomate, como son la degradacion de clorofila y
sintesis de licopeno. A este respecto, Soto-Zamora y col (2005) reportaron que
durante el almacenamiento a 4°C de frutos de tomate cv. Rhapsody la clorofila no era
degradada por completo y al mismo tiempo se daba un desarrollo minimo de
licopeno como consecuencia de este almacenamiento en frio. En otro estudio

realizado por LoOpez-Espinoza (2008) se encontré que para tomate cv. Imperial
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Figura 6. Cambios en el pardmetro a* de frutos de tomate Sin TH y con TH
almacenados durante 20 dias a 12°C y 5°C, mas un periodo de maduracion de 7

dias a 21°C. Las barras verticales indican LSD= 0.68 para 12 y 5°C y LSD= 0.60

para 21°C (a=0.05).
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almacenado a 5°C, el valor a* presentaba valores mas bajos al compararse con

frutos de tomate almacenados a 12°C.

Solamente se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los tomates con
y sin TH después de ser almacenados durante 20 dias a temperatura baja, siendo los
tomates sometidos al TH los que presentaron menores valores de a* con respecto a
los Sin TH, comportamiento similar al observado por Lurie y col (1997) quien reporto
valores menores del parametro a* en frutos de tomate cv. Imperial que recibieron un
TH. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en los tomates

almacenados a 12°C, lo que indica que el TH no afecta al color en estos tomates.

¢ Angulo Hue (°H)

La Figura 7 muestra los valores de Hue (°H) obtenidos durante la maduracion de
los tomates con y sin TH almacenados a 5°C y 12 °C durante 20 dias, mas un
periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. El angulo Hue representa numéricamente
los cambios de color asociados al proceso de maduracién, por lo que menores
valores de °H indican un mayor avance al rojo, como se observa en la Figura 6. Se
puede apreciar una disminucién pronunciada en los valores de °H en los tomates
almacenados a 12°C como consecuencia de los cambios de color durante la
maduracién, mientras que en los tomates almacenados a 5 °C el cambio de color fue
mas lento evidenciandose con mayores valores de °H. Se observaron diferencias
significativas entre los tomates con TH y sin TH almacenados durante 20 dias a
temperatura baja, inclusive durante el periodo de maduracion a 21°C, siendo los

tomates con TH los que presentaron valores mayores de °H con respecto a los sin
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Figura 7. Cambios en el angulo de matiz Hue (°H) de frutos de tomate Sin TH y con
TH almacenados durante 20 dias a 12°C y 5°C, mas un periodo de maduracion de 7
dias a 21°C. Las barras verticales indican LSD= 1.38 para 12 y 5°C y LSD= 0.64

para 21°C (a=0.05).
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TH, lo cual se atribuye a que los tratamientos térmicos disminuyeron la sintesis de
licopeno en los frutos, sin embargo cuando fueron expuestos a temperatura de
maduracién recuperaron su coloracién roja. Este comportamiento fue observado
previamente por Henriquez y col (2005) en tomates sometidos a diferentes
tratamientos con calor. Los autores, lo atribuyeron a la inhibicién de la sintesis de
licopeno cuando el tratamiento con calor era muy prolongado. En general, no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos en los tomates
almacenados a 12°C, lo que indica que el TH no afecta el desarrollo de color de los

frutos.

2 Firmeza

La firmeza de frutos de tomate es un parametro que mide la resistencia de
penetracién de los tejidos. En la Figura 8 se muestran los valores de firmeza (N)
obtenidos durante la maduracién de los tomates con y sin TH almacenados a 5 °C y
12 °C por 20 dias, méas un periodo de maduracién de 7 dias a 21 °C. En ambos
tratamientos y temperaturas se observa que la firmeza disminuye progresivamente
durante el almacenamiento, lo cual se puede relacionar con el avance en el estado
de maduracion de los frutos, lo cual explica la mayor pérdida de firmeza observada
en los frutos almacenados a temperatura de no dafio o critica (12 °C). En este
sentido, en frutos expuestos a temperatura baja se observa que la pérdida de firmeza
ocurre mas lento, lo cual se atribuye a la disminucién de la velocidad de respiracion y
por ende de maduracion, pero cuando los frutos son transferidos a una temperatura

superior (21°C) se observé una drastica disminucion en la firmeza.
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Figura 8. Cambios en la firmeza de frutos de tomate Sin TH y con TH almacenados

durante 20 dias a 12°C y 5°C, mas un periodo de maduracién de 7 dias a 21°C. Las

barras verticales indican LSD= 2.81 para 12 y 5°C y LSD= 2.90 para 21°C (a=0.05).
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La pérdida de firmeza de los frutos durante la maduracion puede atribuirse
principalmente a depolimerizacién y solubilizacion de poliurénidos en la lamina media
de las paredes celulares, conduciendo a la pérdida progresiva de la cohesién célula-
célula (Cardenas-Torres 2013). El hecho de que los frutos almacenados a 5°C
presentaran valores de firmeza superiores a los de aquellos almacenados a 12°C
aun después de 7 dias de maduracién puede ser el resultado de un evento
extendido. Este inicia con un retraso en la velocidad de maduracion ocasionado por
exposiciones cortas a temperatura baja que se vuelve mas drastico a medida que el
periodo de exposicién se prolonga, llegando a presentarse &reas duras que ya no
maduran y que se consideran un sintoma de dafio por frio, lo que genera una mayor
firmeza en esa parte del tejido (LOpez-Espinoza 2008). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tomates con y sin TH para ambas
temperaturas, inclusive durante el periodo de maduracion a 21°C; este
comportamiento también fue observado por Cardenas-Torres (2013) en tomates con
y sin TH (5 min, 42°C) almacenados a 5°C y 12°C y por Henriquez y col (2005) en
tomates sometidos a diferentes tratamientos térmicos. En ambos estudios no se
encontraron diferencias significativas entre los frutos tratados y almacenados a
temperatura de DF, lo que sugiere que no existe un efecto negativo del TH en la

pérdida de firmeza que sufren los frutos durante la maduracion.

B INDICE DE DANO POR FRIO

El indice de dafio por frio (IDF) se calculé con base en una escala hedodnica que
incluye los principales sintomas de DF en frutos de tomate. Las evaluaciones se

realizaron al retirar los frutos después de almacenarlos durante 10 y 20 dias a
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temperatura baja, asi como después de un periodo de maduracion a 21°C por 7 dias.
Los sintomas fueron visibles una vez que los frutos fueron expuestos a temperatura
de maduracion (21°C), los cuales se presentaron solo en los frutos almacenados a
5°C y el grado de dafio aumenté conforme el tiempo de maduracion incremento,
siendo mas severo en aquellos frutos con mayor tiempo de exposicion a la

temperatura baja.

En la Figura 9 se muestra la evaluacion del indice de dafio por frio durante la
maduracién (21°C) de los tomates con y sin TH previamente almacenados a
temperatura de DF. En los frutos almacenados a 5°C por 10 dias el IDF no presenté
diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos sin TH y TH durante el
almacenamiento a 21°C; sin embargo, cuando los frutos se almacenaron por 20 dias
a temperatura baja se observo un valor de IDF significativamente mayor en tomates
sin TH con respecto a los tratados térmicamente; los sintomas visuales del dafio
fueron maduracién irregular, marchitamiento y un mayor namero de tomates con
pudriciones (Figura 10). En el caso de los frutos sometidos al TH presentaron una
maduracién mas uniforme y no mostraron marchitez, lo cual se reflej6 en un menor
valor de IDF, demostrando asi el efecto benéfico de la aplicacién del TH en la
disminucién de los sintomas de DF. La observacién de una mayor severidad de los
sintomas conforme se prolonga la exposicion del tejido a la temperatura baja
coincide con lo reportado por Ding y col (2002) para frutos de tomate expuestos a
5°C durante 14, 21 y 28 dias, asi como con lo reportado por Lurie y Sabehat (1997)
para tomate cv. Daniella almacenado a 2°C durante 7, 11, 14 y 21 dias y transferido

a 20°C por 10 dias. Por otro lado, Cruz-Mendivil (2015) reporté que la aplicaciéon de
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Figura 9. indice de dafio por frio (IDF) de frutos de tomate Sin TH y con TH
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Figura 10. Sintomas de dafio por frio observados en frutos de tomate sin y con TH
almacenados durante 20 dias a 5°C, seguido de un periodo de maduracién por 7

dias a 21°C.
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un TH (7 min, 40°C) en tomate Micro-Tom redujo de manera significativa los
sintomas, mientras que Cardenas-Torres (2013) también observé un efecto benéfico
del TH en frutos de tomate cv Imperial sometidos por 5 min a 42°C y almacenados

durante 25 dias a 5°C.

El IDF refleja directamente el grado de desarrollo de los sintomas del DF y ha
sido ampliamente utilizado en el estudio de este desorden en distintos frutos para
juzgar la tolerancia al frio. En este sentido, los resultados del presente estudio
sugieren que el TH confiere tolerancia al DF en los frutos de tomate ya que

presentaron una menor incidencia de los sintomas asociados al mismo.

C CAMBIOS EN PARAMETROS FISIOLOGICOS RELACIONADOS CON ESTRES
POR BAJA TEMPERATURA Y TOLERANCIA INDUCIDA AL DANO POR FRIO

1 Lixiviacién de electrolitos

El mal funcionamiento de las membranas celulares a temperaturas bajas es
considerado el evento molecular primario, el cual esta frecuentemente relacionado
con el incremento de la permeabilidad de las membranas, por lo que la lixiviacion de
electrolitos ha sido utilizada para evaluar la resistencia al dafio por frio en los tejidos

(Zhang y col 2013).

En la Figura 11 se muestran los valores obtenidos para lixiviacion de electrolitos
en los tomates almacenados a temperatura de DF (5°C) durante 20 dias, mas un
periodo de maduracién de 7 dias a 21°C. En el grafico se observa que la fuga de
electrolitos aumenta en forma gradual conforme avanza el tiempo de

almacenamiento a 5°C, siendo mas pronunciado este aumento en los frutos sin TH
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Figura 11. Lixiviacion de electrolitos en frutos de tomate Sin TH y con TH
almacenados durante 20 dias a 5°C, mas un periodo de maduracion de 7 dias a

21°C. Las barras verticales indican LSD= 1.41 a 5°C y LSD= 0.44 a 21°C (a=0.05).
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después de 10 dias; la fuga de electrolitos se increment6 considerablemente al
transferir los frutos a temperatura de maduracién. Se pudieron observar diferencias
significativas (p<0.05) al dia 20y 20+7 entre los tomates cony sin TH, donde los
frutos con TH tuvieron una menor fuga de electrolitos. Este mismo comportamiento
fue observado por Céardenas-Torres (2013) en tomates cv. Imperial con y sin TH
almacenados a temperatura de DF, asi como por Malacrida y col (2006) y por Cruz-
Mendivil (2015) en tomate cv. Micro-Tom almacenados a 4 y 5°C, respectivamente.
Estos autores sugieren que el porcentaje de lixiviacion de electrolitos se incrementa
en los frutos sometidos a temperaturas bajas como consecuencia del DF ya que

guarda una alta correlacion con el IDF, comportamiento observado en este estudio.

Los resultados obtenidos en este trabajo también indican que el TH brindd
protecciéon a los frutos, evidenciandose con valores menores de porcentaje de
lixiviacion con respecto a los frutos no tratados. Esta reduccién en la fuga de
electrolitos podria estar asociada con una tolerancia al DF en los frutos inducida por

la aplicaciéon del TH.

2 Contenido de malondialdehido (MDA)

El MDA es uno de los productos finales de la peroxidaciéon de lipidos. La
magnitud de la peroxidacion depende del grado de estrés por frio sufrido por los

frutos y del tiempo de exposicion a este (Zhang y col 2013).

En la Figura 12 se muestran los valores obtenidos para el contenido de MDA. El
almacenamiento a temperatura baja ocasioné un aumento en el contenido conforme

transcurrieron los dias de almacenamiento en frio. Estos resultados demuestran que
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Figura 12. Contenido de malondialdehido (MDA) en frutos de tomate Sin TH y con
TH almacenados durante 20 dias a 5°C, mas un periodo de maduracion de 7 dias a

21°C. Las barras verticales indican LSD= 2.66 a 5 °C y LSD= 20.4 a 21°C (a=0.05).
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el contenido de MDA en los frutos Sin TH y con TH no cambia significativamente
durante los primeros 20 dias de almacenamiento, pero se incrementé grandemente
cuando los frutos fueron puestos a temperatura de maduracion (21°C). Después de 7
dias a 21°C, los frutos sometidos al TH presentaron valores de MDA
significativamente (p<0.05) menores que los no tratados. Estos resultados son
consistentes con lo reportado por Cardenas-Torres (2013) en tomate cv. Imperial y
por Malacrida y col (2006) en tomate cv. Micro Tom expuesto a un TH almacenado a
temperatura de DF y no dafio. En ambos estudios se demostrd la importancia de la
aplicacion de un TH en la induccion de la tolerancia al DF, lo cual se vio reflejado en

la reduccion de los sintomas visuales de este desorden.

D CAMBIOS EN LA ACUMULACION DE PROTEINAS RELACIONADOS CON
ESTRES POR BAJA TEMPERATURA Y TOLERANCIA INDUCIDA AL DANO POR
FRIO

A partir de tejido de frutos con y sin TH almacenados a 5°C durante 0, 10 y 20
dias se obtuvieron mapas bidimensionales de proteinas en el rango de pl de 5 a 8,
los cuales fueron analizados para detectar cambios en la expresién asociados al

estrés y tolerancia inducida al dafio frio. Se seleccioné este rango de pl por ser el

gue permitio la separacion de una mayor cantidad de proteinas.

En la Figura 13 se muestran los mapas bidimensionales de proteinas de
pericarpio de frutos de tomate con y sin TH almacenados durante 0, 10 y 20 dias a
5°C, donde las flechas indican las proteinas que se expresaron diferencialmente

entre los tratamientos con y sin TH durante los dias de almacenamiento en frio.
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Figura 13. Cambios de expresion de proteinas en frutos de tomate con y sin TH
almacenados a 5°C durante 0, 10 y 20 dias. Las manchas sefialadas por flechas
indican las proteinas expresadas diferencialmente entre los frutos sin TH y con TH,
cuya identificacion por LC-MS se indica en el Cuadro 5.
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El andlisis de cada uno de los mapas bidimensionales con el programa PDQuest
detectd alrededor de 300 proteinas, de las cuales solo 4 se encontraron expresadas
diferencialmente entre los mapas de los frutos sin TH y con TH almacenados
por 10 dias a 5°C, mientras que en frutos almacenados por 20 dias a 5°C se
encontraron adicionalmente 13 proteinas expresadas diferencialmente para un total
de 17 (Figura 13). Debido a la poca abundancia de algunos de los polipéptidos, solo
en 13 de las 17 proteinas que difieren entre los mapas con y sin TH fue posible
obtener espectros de masas en tAndem aptos para su utilizacion en la busqueda en

las bases de datos.

En la Figura 14 se muestra la identificacion por espectrometria de masas en
tandem de la proteina indicada con el nimero 5 en la Figura 13. En la Figura 14A se
presenta la huella peptidica de la proteina obtenida en el primer analizador de
masas. El ién con una relacion masa / carga (m/z) de alrededor de 850.92 (cuadro
rojo) fue uno de los que se seleccion6 para inducir su disociacion y posterior analisis
en el segundo analizador de masas; la Figura 14B muestra el espectro MS/MS de
este ion, donde ademas se indica la secuencia parcial de aminoacidos predicha para

algunos de los iones resultantes de la disociacion.

La busqueda en las bases de datos determind que este péptido forma parte de
una proteina de bajo peso molecular de clase Il (sHSP clase Il 17.6 kDa), cuya
secuencia completa se indica en la Figura 14C. La identidad y funcién de las
proteinas asociadas al estrés por frio y que pudieron ser identificadas por

espectrometria de masas se muestra en el Cuadro 5.
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Figura 14. Identificacion por espectrometria de masas de la proteina 5 indicada en la
Figura 13. A) Huella peptidica de la proteina después de su digestion con tripsina. B)
Espectro MS/MS del i6n encerrado con un oOvalo en la Figura A. C) Secuencia
completa de aminoacidos de la proteina identificada (las letras en negritas indican la

secuencia del péptido seleccionado en A).
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Entre las proteinas identificadas en estos mapas (Figura 13, Cuadro 5), seis
estuvieron relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y la obtencién de
energia [Rubisco, # 1, triosa fosfato isomerasa (Tpl), # 10; xilosa isomerasa, # 11;
enolasa, # 12; subunidad Il del complejo citocromo c reductasa/peptidasa de
procesamiento mitocondrial, # 9], cuatro estuvieron relacionadas con respuesta al
estrés y defensa [proteina de choque térmico (HSP60, # 3); proteina de choque
térmico de bajo peso molecular clase Il (sSHSP clase 1l 17.6 kDa), # 5; proteina de
choque térmico de bajo peso molecular clase | (sHSP clase | 17.7 kDa), # 8 y
tioredoxin peroxidasa 1 (Tpx1), # 6], una relacionada con patogénesis [Remorina 1
(REM), # 2], una relacionada con el procesamiento de proteinas [Leucino
aminopeptidasa 2 cloroplastica (LAP), # 4], y por ultimo una relacionada con la
regulacion de la expresion de genes [proteina rica en glicina que se enlaza al ARN
(GR-RBP), # 7]. El analisis y discusion de estos resultados se presenta en la

siguiente seccion.

Debido a que el dafio por frio es un desorden que depende del tiempo de
exposicién a las temperaturas bajas y sus sintomas son visibles al exponer los frutos
a temperaturas mayores que la critica, se analizaron los cambios de expresion de
proteinas de frutos de tomate sin TH y con TH almacenados por 20 dias a 5°C y
madurados por 7 dias a 21°C, ya que en este punto hubo un mayor desarrollo de
sintomas causados por la exposicion al frio de acuerdo a lo reportado anteriormente
en el indice de dafio por frio (Figuras 10-11).En la Figura 15 se muestran los cambios
en la acumulacion de las proteinas extraidas de frutos de tomate sin TH y con TH

almacenados por 20 dias a 5°C y madurados por 7 dias a 21°C. El analisis
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densitométrico (Figura 15A) permiti6 identificar 20 proteinas expresadas
diferencialmente, de las cuales 7 fueron identificadas previamente por espectrometria
de masas en frutos sin y con TH almacenados solamente a 5°C. Estas proteinas
corresponden a Rubisco (#1), Remorina 1 (REM, #2), proteina de choque térmico
(HSP60, #3), Leucin-aminopeptidasa 2 cloroplastica (LAP, #4), proteina de choque
térmico de bajo peso molecular clase Il (sHSP clase Il 17.6 kDa, #5), proteina rica en

glicina de unién a ARN (GR-RBP, #7) y xilosa isomerasa (# 11).

De las otras 13 proteinas expresadas diferencialmente, solo 4 lograron
identificarse por alineamiento con secuencias reportadas en las bases de datos; la
identidad del resto de las proteinas no pudo precisarse debido a la poca abundancia
de los péptidos y/o la ambigtedad en los resultados arrojados por los algoritmos de
busqueda. Las proteinas identificadas corresponden a una proteina relacionada con
patogénesis STH-2 (#13), lactoil-glutation liasa (#14), superéxido dismutasa (#15) y
nucleésido difosfato kinasa (#16). En el Cuadro 6 se enlistan estas proteinas junto
con las 7 identificadas previamente. Su andlisis y discusion se presenta en la

siguiente seccion.

1 Proteinas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y energético

a Rubisco

La enzima ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (rubisco) tiene una
funcion dual: como carboxilasa, mediando la asimilacion del CO2 fotosintético, y
como oxigenasa, catalizando la primera etapa de la ruta de fotorespiracién en plantas

(Ahsan y col 2007).
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Figura 15. Cambios de expresion de proteinas en frutos de tomate sin y con TH
almacenados por 20 dias a 5°C mas 7 dias a 21°C. A) Geles bidimensionales
representativos mostrando las proteinas acumuladas diferencialmente (flechas) entre
los tomates sin TH y con TH, las cuales fueron identificadas por espectrometria de
masas en tandem y se enlistan en el Cuadro 6. Los pesos moleculares en kDa se
muestran a la izquierda de la imagen y el rango lineal de los puntos isoeléctricos (pl)
se muestra arriba. B) Cuantificacion de las proteinas acumuladas diferencialmente
entre los tomates sin y con TH almacenados por 20 dias a 5°C mas 7 dias a 21°C. La
intensidad de la proteina es el promedio de tres réplicas. Las barras verticales
indican el LSD (a=0.05). Las medias son diferentes significativamente cuando las
barras no se traslapan horizontalmente.
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Rubisco estd compuesta de ocho subunidades grandes de 55 kDa (codificadas
por el gen rbcL cloroplastico) y ocho subunidades pequefias de 15 kDa (codificadas
por la familia de genes nucleares rbcS) (Spreitzer y Salvucci 2002; Andersson y

Taylor 2003).

Esta enzima generalmente se degrada rapida y selectivamente durante las
etapas tempranas de la senescencia natural o inducida por estrés (Ferreira y col
2000). Diversos reportes indican la disminucion en la abundancia y actividad de
rubisco bajo diferentes tipos de estrés (Majumdar y col 1991; Rao y col 1995; Parry y
col 2002; Yan y col 2006; Ahsan y col 2007). En el presente estudio la abundancia de
esta proteina fue mayor en el tejido con TH después de 10 y 20 dias de
almacenamiento en frio (Figura 12), resultado que también se observl después de
gue los frutos fueron madurados a 21°C por 7 dias (Figura 14), lo que sugiere un
efecto protector del tratamiento térmico sobre la estabilidad e integridad de esta

proteina y/o el cloroplasto durante el estrés por frio.

Los resultados de color mostraron que los frutos de tomate con TH almacenados
a 5°C presentaron valores menores de a* y valores mayores de °H (Figuras 6-7),
atribuible a una menor degradacion de clorofila, o cual apoya la idea de que el
tratamiento térmico brinda proteccion al cloroplasto y por consiguiente a sus

componentes.

b Triosa fosfato isomerasa (Tpl)

La enzima triosa fosfato isomerasa (TPI) cataliza la isomerizacion entre

dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido-3-fosfato y es esencial en la ruta de
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glicdlisis. Ademas, esta reaccién se une a casi todas las rutas metabdlicas que
involucran triosas fosfato, como gluconeogénesis, biosintesis de acidos grasos, ruta
de las pentosas fosfato y fijacion del didxido de carbono fotosintético, por lo que esta

enzima es de vital importancia tanto en procariotas como eucariotas (Miernyk 1990).

La expresion de TPI fue mayor en los frutos sin TH incluso antes de que el dafio
fuese visible, es decir, después de 10 dias a 5°C; mientras que la mayor acumulacion
de esta enzima se observé al dia 20 de almacenamiento en frio (Figura 12, # 10), lo
gue nos sugiere que ésta es una enzima que de manera general responde al estrés
por la temperatura baja sin estar directamente relacionada con los sintomas de DF.
La expresion diferencial de esta enzima antes de la aparicién de los sintomas sugiere
gue el incremento en su acumulacidon es una respuesta celular para tratar de

proteger los tejidos del estrés por frio.

El incremento en la acumulacion de esta enzima bajo diferentes condiciones de
estrés ha sido reportado previamente en otras especies. Umeda y col (1994)
encontraron que algunas enzimas involucradas en las rutas de generacion de ATP,
incluyendo la TPI, incrementaron su expresion en células de arroz cultivadas en
suspension bajo condiciones de estrés salino. Asimismo, Graumman y col (1996)
reportaron que la expresion de la enzima TPI en células de Bacillus subtilis se indujo
en respuesta al choque por frio y estrés salino. Por otra parte, Riccardi y col (1998)
analizaron los cambios en proteinas en hojas de maiz debidos al déficit progresivo de
agua, encontrando entre sus resultados la acumulacion de la enzima TPl en
respuesta a dicho estrés. Ademas, Rodriguez-Vargas y col (2002) publicaron que la

expresion del gen TPI1 en S. cerevisiae es inducida por el frio y algunos otros tipos
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de estrés. Con la finalidad de entender los cambios moleculares asociados al estrés
por frio en plantas, Cho y col (2007) analizaron el proteoma de plantas de
Arabidopsis thaliana expuestas a temperatura baja por periodos largos de tiempo,
encontrando que la TPI fue una de las enzimas que se sobreexpresaron en el tejido

como consecuencia de la exposicién al frio.

En un estudio realizado por Vega-Garcia (2010) en tomate cv. Imperial
almacenado a temperatura de DF (5°C) y temperatura de refrigeracion (12°C),
encontraron que el incremento en la expresion de esta proteina ocurrié después de
los 15 y 25 dias de almacenamiento a temperatura de DF, sugiriendo que esta
enzima juega un papel importante en la respuesta a las temperaturas bajas, lo cual
corresponde con los resultados del presente estudio donde se observé una mayor
acumulacion de esta enzima en frutos sin TH después de 10 y 20 dias de

almacenamiento a 5°C.

Malacrida y col (2006) en un estudio realizado en tomate Micro-Tom sometido a
temperaturas de DF y no dafio, reportaron que la tasa de respiracion de los frutos de
tomate expuestos durante 28 dias a 4°C era significativamente mayor con respecto a
los tomates almacenados a temperatura de no dafio. Estos autores sugieren que la
mayor acumulacion de TPI podria ser el resultado de una eficiencia celular baja en la

produccion de energia desencadenada por un dafio estructural severo.

La acumulacion de esta enzima parece ser necesaria para el ajuste de las rutas
metabolicas en respuesta a diferentes tipos de estrés con el fin de mantener la

homeostasis celular (Rodriguez-Vargas y col 2002; Cho y col 2007), probablemente
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por la reduccion de la cinética de los procesos enzimaticos de la célula a temperatura

baja (Guy 1999).

c Xilosaisomerasa

Otra de las proteinas expresadas diferencialmente fue xilosa isomerasa, enzima
gue utiliza como sustrato a la D-xilosa, un monosacarido natural de las plantas,
participando asi en el metabolismo de carbohidratos y en particular en la ruta
metabolica de las pentosas-fosfato, catalizando la conversion de D-xilosa a D-

xilulosa (UniProt 2015).

En el presente estudio se observo una mayor acumulacién de esta enzima en los
tejidos con TH (Figura 14B, # 11), lo cual pudiera estar relacionado con la activacion
de la ruta metabdlica de las pentosas fosfato, la cual es la fuente principal de
equivalentes reductores (NADPH) necesarios para las reacciones de biosintesis y
sistema antioxidante de la célula. En este sentido, el metabolismo de carbohidratos
es esencial en la biosintesis de moléculas antioxidantes que son cruciales para la
proteccion de las células vegetales contra el estrés oxidativo (Couée y col 2006). Liu
y col (2013) sugieren que el metabolismo de carbohidratos juega un papel importante
en la mitigacion del estrés oxidativo facilitando la acumulacién de las proteinas de
choque térmico, asi como de moléculas antioxidantes que contribuyen de esta

manera a mantener la integridad de las membranas y la funcion de las proteinas.

d Enolasa

Otra de las proteinas identificadas y que participa en el metabolismo de

carbohidratos fue enolasa. Esta enzima cataliza la conversion de 2-fosfoglicerato en
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fosfoenolpiruvato durante la glucdlisis, por lo que juega un papel importante en la
degradacion de carbohidratos, aunque también cataliza la reaccion reversible que es

utilizada en la ruta de gluconeogénesis (Cayir y col 2014).

Muchos estudios han indicado cambios en la abundancia de algunas enzimas
involucradas en el metabolismo de carbohidratos en respuesta al estrés por frio. En
general, se ha observado una mayor acumulacion de enolasa a bajas temperaturas.
Esta enzima no solo trabaja en el citoplasma donde funciona como una proteina
clave en la ruta de la glucdlisis, sino también en los plastidios, donde ejerce su propia
glucdlisis (Andriotis y col 2010). Estudios en A. thaliana han revelado que ademas
puede ser encontrada en el nacleo donde funciona como un represor transcripcional
de STZ/ZAT10, un represor de la ruta CBF/DREBL1. En este sentido, enolasa puede
funcionar indirectamente como un activador del regulén CBF, es decir, en la
activacion de la expresion de genes COR que incrementan la tolerancia al frio, por lo
gue esta enzima podria no solo tener un papel importante en el metabolismo de
carbohidratos, sino también en la regulacién de la induccion de la expresion de
genes en respuesta al frio. Sin embargo, la enolasa localizada en el citoplasma con
funcion glucolitica, es mucho més abundante que la enolasa localizada en el ndcleo

funcionando como regulador transcripcional (Kosova y col 2011).

La acumulacion de enolasa fue mayor en los frutos sin TH (Figura 13, # 12), lo

cual, al igual que lo sugerido con TPI, podria relacionarse con un aumento en la
velocidad de respiracion, posiblemente ocasionado por el metabolismo acelerado,

uno de los sintomas del dafio por frio en tomate (Morris 1982).
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e Subunidad Il del complejo citocromo c reductasa/peptidasa de procesamiento

mitocondrial

El complejo citocromo c¢ reductasa mitocondrial (complejo bcl o complejo IIl) es
una enzima multisubunidad de la cadena respiratoria que cataliza la reduccion de
citocromo ¢ por oxidacion de ubiquinol. Acoplado a esta reaccién, transporta
protones de la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal y de este modo,
contribuye al gradiente quimiosmotico a través de la membrana interna (Brumme y
col 1998). En plantas, se ha reportado que este complejo tiene actividad bifuncional,
presentando ademas actividad de procesamiento hacia precursores de proteinas
mitocondriales (Emmermann y col 1993), ya que dos de sus subunidades, proteinas
centrales | y I, son idénticas a subunidades del complejo peptidasa de

procesamiento mitocondrial (Glaser y Dessi 1999).

Las proteinas destinadas a compartimentos mitocondriales generalmente tienen
secuencias sefial en el extremo amino terminal, la cual las dirige al organelo y a la
localizacion precisa intramitocondrial (Hartl y Neupert 1990). En la mayoria de los
casos, estas secuencias son removidas durante el importe a la mitocondria debido,
probablemente, a que podrian interferir con el plegamiento apropiado y ensamble o
bien, con la funcion de la proteina (Emmermann y col 1993). La peptidasa de
procesamiento mitocondrial que remueve estas sefiales forma parte del complejo
citocromo c reductasa de la cadena respiratoria. Sin embargo, aun cuando la
citocromo c¢ reductasa y la peptidasa de procesamiento forman una entidad

estructural muy compacta en la mitocondria de plantas, las subunidades que realizan
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el procesamiento son funcionalmente independientes de las subunidades

respiratorias (Emmermann y Schmitz 1993).

La acumulacion de la subunidad Il del complejo citocromo ¢ reductasa/ peptidasa
de procesamiento mitocondrial fue mayor en los tomates sin TH almacenados por 20
dias a 5 °C (Figura 12, # 9), lo cual coincide con lo reportado por Lépez-Espinoza
(2008) quien al evaluar tejido de tomate variedad Imperial con severos sintomas de
DF (tejido dafado) y tejido sano, encontré6 una mayor acumulacién de esta proteina
en el tejido dafiado con rspecto al tejido sano. Este resultado podria conducir a un
incremento en la actividad peptidasa de procesamiento en respuesta a la necesidad
de un mayor importe de proteinas a la mitocondria para contrarrestar el estrés o bien,
para reemplazar a las que han sido dafiadas por la temperatura baja. Ademas, la
acumulacion del complejo Il de la cadena respiratoria podria estar relacionada con el
aumento en la velocidad de respiracién, uno de los sintomas reconocidos en tejidos

dafiados por frio (Saltveit 2000).

2 Proteinas relacionadas con respuesta al estrés y defensa

a Proteinas de choque térmico

Las proteinas de choque térmico (HSPs) son parte de un grupo de proteinas
inducidas bajo condiciones de estrés para proteger al tejido del dafio causado o para
ayudar a repararlo (Leshem y Kuiper 1996). Como se esperaba, se observé una
mayor acumulacion de proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (SHSPs)
de 17.6 y 17.7 kDa en los frutos sometidos al TH con respecto a los no tratados,

tanto al dia 20 de almacenamiento en frio como después de la maduracion a 21°C
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durante 7 dias (Figuras 12 y 14; # 8 y 5). Esto coincide con estudios previos donde
se ha reportado que las tempertaruas altas moderadas inducen la sintesis de
proteinas de bajo peso molecular en frutos de tomate (Sabehat y col 1996), las
cuales podrian estar contribuyendo en la adquisicion de la termotolerancia por parte
de los frutos y podrian tener un papel especifico en la adquisicion de la tolerancia al
DF. Zhang y col (2013) reportaron que la expresion y sintesis de las sHSPs podrian
ser inducidas para prevenir la desnaturalizacion de las proteinas bajo condiciones
adversas como el estrés oxidativo y que ademas poseen actividad antioxidante.
Ademas, Slle y col (2004) sugieren que el acondicionamiento de los frutos a
temperaturas altas incrementa la abundancia de las proteinas de bajo peso

molecular.

En frutos de tomate, Page y col (2010) observaron la acumulacién de dos HSPs,
las cuales parecen estar relacionadas con tolerancia al frio; interesantemente, estas
proteinas son de la familia de las HSP20 (HSP 17.4 y HSP 17.6), lo cual coincide con
lo encontrado en el presente estudio. Esto confirma junto con otras investigaciones
gue la acumulacién de esta familia de proteinas es clave como la primera respuesta

del tomate para hacer frente al DF (Sanchez-Bel y col 2012).

También se observé una mayor acumulacion de una proteina de choque térmico
de alto peso molecular en frutos con TH después de 20 dias de almacenamiento en
frio y después de la maduracion a 21°C por 7 dias, la cual fue identificada como una
HSP60 kDa (Figuras 12 y 14; # 3). En este sentido, se ha documentado que las
sSHSPs trabajan en asociacién con otras HSPs que estan particularmente implicadas

en la agregacion transitoria de las proteinas mal plegadas (Zhang y col 2013).
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Por otro lado, una de las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular
(HSP de clase Il de 17.6 kDa) presentd una disminucién en su acumulacién durante
la maduracion a 21°C de los frutos de tomate con y sin TH con respecto al dia 20 de
almacenamiento en frio, lo cual coincide con lo reportado por Rocco y col (2006).
Reportes previos sugieren un papel central de las HSP en el desarrollo del fruto bajo
condiciones fisiolégicas, ademas de su efecto protector contra diferentes tipos de
estrés (Sabehat y col 1998; Loéw y col 2000; Neta-Sharir y col 2005; Rocco y col
2006). Sin embargo, en contraste con la gran cantidad de investigaciones sobre el rol
de estas proteinas en la tolerancia a estrés, su papel en la maduracion ha sido poco
considerado. La elucidacion del papel de las HSP en el desarrollo del fruto podria
proveer una contribucion significativa al entendimiento de los mecanismos

moleculares que controlan el proceso de maduracion (Neta-Sharir y col 2005).
b Tioredoxin peroxidasa 1 (Tpx1)

Otra proteina identificada del analisis entre los frutos con TH y sin TH fue
tioredoxin peroxidasa | (TPxl), la cual se acumulé6 mayormente en los frutos con TH
(Figura 12, # 6). Las tioredoxin peroxidasas (TPxs) son miembros de la familia de
enzimas antioxidantes peroxiredoxinas (PRX) y juegan un papel muy importante en el
metabolismo del peréxido de hidrogeno (Nakamura y col 2005). TPx es la enzima
inmediata que detoxifica el H,O, (Jin y col 1997) a través del sistema tioredoxina
(Ross y col 2000). La detoxificacion a traves del sistema tioredoxina consiste en la
neutralizacion del H,O, por la oxidacion de TPx; la TPx resultante que contiene un

enlace disulfuro es reducida por tioredoxina y posteriormente la tioredoxina oxidada
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es reducida por NADPH o ferredoxina a través de la funcion catalitica de tioredoxin

reductasa (Balmer y col 2003; Nakamura y col 2005).

TPxI contiene dos cisteinas involucradas en la catalisis, por lo que se clasifica
como una 2-cis Prx (Demasi y col 2006). Baier y Dietz (1997) reportaron una 2-cis
Prx cloroplastica en cebada formando parte del sistema de defensa antioxidante y
protegiendo a la membrana fotosintética del dafio oxidativo. En Arabidopsis thaliana,
la supresion antisentido de una 2-cis Prx afectd la estructura y funcion de los
cloroplastos, particularmente durante las etapas tempranas del desarrollo de las
hojas (Baier y Dietz 1999). Por otra parte, Do y col (2003) reportaron la
sobreexpresiéon de un gen para una TPx en chile (CAPOT1) en respuesta al
tratamiento con H,O,, mientras que Sakamoto y col (2003) demostraron la habilidad
de una TPx citosolica (TPxIc) de Arabidopsis para proteger contra el estrés inducido

por H,O, y NO.

La mayor expresion de TPxI encontrada en este trabajo en los frutos sometidos al
TH sugiere que la acumulacion de esta proteina es necesaria para proteger al tejido
del posible estrés oxidativo provocado por la temperatura baja. Se ha encontrado que
en S. cerevisiae, la TPxIc es una enzima bifuncional con roles protectores en la
defensa celular contra el estrés oxidativo y térmico, exhibiendo actividades de
peroxidasa y chaperona. Las condiciones oxidantes fuertes y/o las temperaturas
altas inducen cambios importantes en la estructura cuaternaria de esta proteina
conduciendo a la formacién de complejos grandes con actividad de chaperona. El
mecanismo involucrado en el cambio de actividad peroxidasa a chaperona podria

estar relacionado con los procesos de homeostasis celular (De Oliveira y col 2007).
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¢ Superoxido dismutasa (SOD)

La enzima superoxido dismutasa forma parte del sistema enzimatico antioxidante
y cataliza la conversion de los radicales superéxido produciendo peroxido de
hidrégeno y oxigeno molecular, por lo que esta enzima es clave para la detoxificacion
de las especies reactivas de oxigeno (EROs) (Gdmez y col 2009). Es considerada de
vital importancia para la supervivencia y funcion de los organismos aerébicos ya que
es la responsable de remover los radicales superéxido que se forman
constantemente durante procesos como la respiracion y fotosintesis (Alsher y col

2002).

La acumulacion de esta enzima fue notoriamente mayor en los frutos TH
almacenados por 20 dias a 5°C y madurados por 7 dias a 21°C (Figura 14, # 15), los
cuales presentaron menor incidencia de sintomas de DF. El aumento en la
acumulacion de esta enzima puede ser clave en la proteccion contra el estrés
oxidativo y podria estar contribuyendo en la eliminacion el exceso de EROs y con ello
disminuir los dafios que provocan en las membranas de los tejidos, induciéndole a
los frutos tolerancia al DF. Por otra parte, los frutos sin TH almacenados a 5°C
presentaron una mayor incidencia de sintomas de DF, lo cual podria relacionarse con
una menor capacidad de contrarrestar EROs debido a la menor acumulacion de

SOD.

Céardenas-Torres (2013) observé una mayor actividad de la enzima SOD en
tomates cv. Imperial previamente sometidos a un TH y que fueron almacenados a

temperatura de DF (5°C). Debido a que los frutos con TH presentaron mayor
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tolerancia al DF, se sugiri6 que el aumento en la actividad de esta enzima es clave
en la proteccion contra el estrés oxidativo y de esta forma se disminuyen los dafios

gue dan a lugar a los sintomas visibles de DF.

Se ha reportado que la acumulacion de enzimas antioxidantes se ve
incrementada durante la maduracion de frutos en respuesta a tratamientos térmicos
(Paull y Chen 2000). Vicente y col (2006) reportaron que el TH caus6 cambios en el
metabolismo oxidativo de fresas, observandose mayor actividad de SOD durante el
almacenamiento. Zhang y col (2013) observaron que al almacenar tomates cv.
Messina en condiciones de DF previamente sometidos a un tratamiento con aire
calienten la actividad de SOD se incrementaba en el transcurso de los dias de

almacenamiento.

d Lactoil-glutatién liasa

La enzima lactoil-glutation liasa, también conocida como Glioxalasa |, es una
enzima critica implicada en la detoxificacion del metilglioxal (MG). La funcién
detoxificadora de esta enzima es crucial para la conversion del metilglioxal a su

correspondiente derivado no toxico D-lactato (Chakraborty y col 2015).

El metilglioxal es catabolizado por las enzimas glioxilasas | y Il y por las enzimas
de union al zinc de la ruta glioxalasa. El sistema glioxalasa esté presente en el citosol
de las células y en los organelos celulares, particularmente en la mitocondria

(Thornalley 1990).

La enzima lactoil-glutation liasa ha sido relacionada con la respuesta de las

plantas al estrés. En un estudio realizado por Yu y col (2015) en frutos de durazno
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almacenados a 5°C, relacionaron una mayor acumulaciéon de esta proteina como
respuesta de los frutos a la exposiciéon al frio. Por su parte, Rocco y col (2006)
identificaron esta enzima en gran abundancia en dos eco tipos de tomate SM y AC
durante la maduracion de los mismos, resaltando el papel de esta enzima en la
detoxificacion del metilgioxial, un compuesto formado principalmente como un

subproducto del metabolismo de los carbohidratos y de lipidos.

Esta enzima presenté una mayor acumulacién en los frutos sin TH (Figura 14,
#15). Debido a que esta enzima patrticipa en la degradacion del metilgioxal, el cual es
un compuesto citotoxico formado principalmente como un subproducto del
metabolismo de los lipidos y carbohidratos, la mayor acumulacién de esta enzima en
los frutos sin TH podria relacionarse con una mayor necesidad de detoxificacion

celular.

3 Proteinas relacionadas con patogénesis

a Remorina 1

Otra proteina identificada por MS/MS fue remorina 1. Las remorinas (REMSs)
forman una superfamilia de proteinas asociadas a balsas lipidicas (microdominios
ricos en esfingolipidos y esteroles) en la membrana plasméatica, son proteinas
especificas de plantas cuya funcién y estructura es desconocida (Bariola y col 2004;
Raffaele y col 2009). Sin embargo, basado en la estructura predicha de la proteina,
se ha reportado que interactda con otras macromoléculas (Reymond y col 1996) y se
ha demostrado su habilidad para formar estructuras filamentosas oligoméricas,

sugiriendo que podrian ser componentes estructurales del citoesqueleto y/o
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esqueletos membranales (Bariola y col 2004). Ademas, se ha establecido su papel
potencial en la actividad biologica de oligogalacturénidos (OGs), reportandose una
interaccion directa entre la proteina y OGs, probablemente a través de un
mecanismo en el que OG causa un cambio conformacional en la proteina,
conduciendo a su interaccion con una proteina cinasa y consecuentemente, a la
fosforilaciéon. Debido a esto, la fosforilacion de la proteina puede considerarse como
un probable mecanismo regulatorio involucrado en la sefializacion por OGs
(Reymond y col 1996). La mayor acumulaciéon de remorina 1 observada en este
trabajo durante la maduracion a 21°C de los frutos con TH previamente almacenados
a 5°C (Figura 14, # 2) podria deberse al posible papel de la proteina en la ruta de
transduccion de sefiales, a través de la cual los OGs provenientes de la
depolimerizacién de la pared celular pueden estimular la maduracién del fruto, que
como se observé en el IDF estos frutos tuvieron una mejor maduracion con respecto

a los frutos sin tratar.

Por otra parte, datos actuales reportan que las remorinas restringen el
movimiento viral en las hojas de tomate, y se ha demostrado la importancia de la
simbiosis especifica de las remorinas durante la infeccién bacteriana en raices, lo
gue sugiere que estas proteinas pueden tener funciones regulatorias y estar
relacionadas en la defensa de las plantas al estrés por patégenos (Jarsh y Ott 2011),
por lo que la mayor acumulacién de remorina 1 observada en este trabajo en los
tejidos sometidos al TH durante el almacenamiento a 5°C (Figura 12, # 2), podria
deberse al posible papel de la proteina en una ruta de transduccién de sefiales

utilizada por los tejidos para diferentes tipos de estreses. No obstante, también se ha
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planteado que las remorinas podrian estar asociadas a los plasmodesmos y

potencialmente estar involucradas en el transporte molecular (Reymond y col 1996).

b Proteina relacionada con patogénesis 10

En las células vegetales, las proteinas relacionadas con patogénesis (pathogesis-
related protein, PR) trabajan en un rango amplio de procesos relacionados con
transduccion de sefiales y actividad antimicrobiana. Originalmente se pensaba que
estas proteinas eran inducidas por diferentes tipos de estrés biotico y abidtico,
subsecuentemente se encontrd0 que se expresaban constitutivamente en diferentes

organos de las plantas durante el crecimiento (Van Loon y col 2006).

Las PR se clasifican en 17 familias basadas en su funcién estructural y
caracteristicas funcionales. En la mayoria de las familias de PR, los mecanismos
moleculares que describen su actividad en los procesos de defensa ain no son

claros (Zubini y col 2009).

Entre las PR identificadas, la familia de las PR-10, es un grupo amplio de
proteinas que contiene alrededor de 100 miembros y se encuentran ampliamente
distribuidas en las plantas (Liu y col 2006). Las PR-10 son consideradas como una
familia multifuncional asociadas con el almacemaniento y transporte de hormonas,
espeficifamente citoquininas (Fernandes y col 2008), asi como en un posible rol con
actividad ARNasa, en el metabolismo de citoquininas y en la defensa de las plantas

al estrés (Srivastava y col 2007).

Diversas PR-10 son acumuladas mayormente durante la infeccion de un

patdgeno (Walter y col 1990), sugiriendo que tienen un papel importante en los
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mecanismos de defensa contra microbios y hongos y en la proteccion de las plantas

contra el estrés abiotico (Yu y col 2000).

En el presente estudio, se observé una mayor expresion de esta proteina durante
la maduracion a 21°C de los frutos de tomate, previamente almacenados en frio
(5°C), por otro lado, la acumulacion de esta proteina se observé mayormente en los
frutos con TH (Figura 14, # 13), lo cual podria sugerir la funcion de esta proteina en

la induccion de la resistencia por parte de los frutos de tomate.

Ha sido observado que los genes PR son activados en situaciones de estrés por
lo que las PR tienen una pequefia contribucion en el estado protectivo de las plantas

(Van Loon y col 2006).

4 Proteinas relacionadas con metabolismo de proteinas y acidos nucleicos

a Leucin-aminopeptidasa 2 cloroplastica

Las Leucino aminopeptidasas (LAP) constituyen un conjunto diverso de
exopeptidasas que catalizan la hidrdlisis de residuos de leucina de los enlaces
amino-terminal de proteinas o péptidos (Rawlings y Barrett 2004). Estas enzimas
tienen un rango variable de temperatura y pH Optimo, algunas poseen funciones
distintivas, como factores transcripcionales, mediadoras de sitios especificos de
recombinacién o interaccionando con transportadores membranales clave (Matsui y
col 1990). Se han descrito cDNAs codificantes para enzimas LAP en Arabidopsis
thaliana, papa y tomate (Bartling y Weiler 1992; Hildmann y col 1992; Pautot y col
1993). Existen dos clases de LAP de 55 kDa en tomate que pueden distinguirse por

sus puntos isoeléctricos (pl) y patrones diferenciales de expresion, las LAP-N, con pl
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neutro y LAP-A, con pl acido (Gu y col 1996). Las proteinas LAP-A se acumulan
durante todo el desarrollo de los 6rganos florales, en tomate mas especificamente en
el ovario y tegumento, sugiriendo un rol nutrimental de las LAP-A para el desarrollo
del embridon (Milligan y Gasser 1995; Ruoaz-Rivero y Prat 1998; Chao y col 1999),

mientras que las LAP-N se acumulan en las hojas de tomate sanas (Gu y col 1996).

En plantas, los genes que codifican para las LAP incrementan en respuesta al
déficit de agua, estrés salino, y en tomate, especificamente por el dafio mecanico
ocasionado por infecciébn de Pseudomonas syringae pv. y por la plaga Spodoptera

littoralis (Pautot y col 1993, Gu y col 1996, Chao y col 1999).

En este estudio, se observé una mayor expresion de LAP en los tejidos sin TH al
dia 20 de almacenamiento en frio, situacion que prevalecion después de que estos
frutos se maduraron por 7 dias a 21°C (Figuras 12 y 14; # 11). Esto podria atribuirse
a que los tejidos sin TH presentaron una mayor incidencia de sintomas y tejido
dafiado, por lo tanto, se necesita una mayor acumulacion de estas enzimas en estos
tejidos para contrarrestar el estrés ocasionado por el DF. Las isoformas de LAPs
pueden estar facilitando el plegamiento de las proteinas que fueron dafiadas
mediante especies reactivas de oxigeno generadas durante el almacenamiento a
temperaturas bajas (Bartling y Weiler 1992; Baek y Skinner 2003), alternativamente
pueden hidrolizar proteinas para proporcionar amino acidos que ayuden a soportar
los cambios substanciales en la sintesis de proteinas asociadas con el estrés

causado por las temperaturas bajas (Gu y Walling 2000).

b Nucleésido difosfato kinasa
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Las nucledsido difosfato kinasas (NDPKs) son una clase de enzimas
constitutivas. En general, su funcion principal es mantener los niveles intracelulares
de los nucledsidos difosfatos (NTPs) requeridos en la biosintesis con excepcion del
ATP. Diversos estudios sefialan que las NDPKs son enzimas multifuncionales que
participan en diversos procesos celulares vitales como la regulacién, crecimiento y
desarrollo de las plantas (Yano y col 1995), transduccién de sefales (Choi y col
1999), radiaciones UV (Zimmermann y col 1999), estrés térmico (Escovar-Galvis y

col 2001) y estrés oxidativo mediado por H,O, (Moon y col 2003).

D’Ambriosio y col (2013) en un analisis de protedmica durante la maduracion de
durazno encontraron que la NDPK mostraba una disminucidn progresiva durante la
maduracién de los frutos, tendencia similar a la encontrada en otros frutos (Rocco y
col 2006; Huerta-Ocampo 2012), donde se sefiala la importancia de esta enzima en

los procesos de sefializacion.

En el presente estudio se observo una mayor acumulacion de esta enzima en los
frutos maduros con TH (Figura 14, # 16), lo cual corresponde con el hecho de que las
NDPKs ademas juegan un papel significativo en la tolerancia a varios tipos de estrés

(Wang y col 2014).

5 Proteinas relacionadas con la regulacion de la expresion génica

a Proteinarica en glicina (GR-RBP)

Las proteinas de unién al ARN ricas en glicina (GR-BPs) poseen un motivo de
reconocimiento al ARN (RRM) en el amino N-terminal y en la region C-terminal rica

en glicina y estan involucradas en la regulacion del metabolismo y procesamiento del
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ARNm (Kim y col 2010). Estas GR-RBPs se encuentran presentes en todas las
plantas y su funcionalidad y efecto en la tolerancia al estrés y adaptacion al frio, ha
sido reportado en diversos estudios los cuales reflejan claramente que las GR-RBPs
juegan un papel muy importante en la respuesta de las plantas a diferentes tipos de
estrés. (Kwak y col 2005; Kim y col 2005; Kim y col 2007a; Kim y col 2007b; Kim y col

2010).

La acumulacion diferencial de la proteina rica en glicina (GR-RBP) se observo al
dia 20 de almacenamiento en frio (Figura 12, # 7) y después de los 7 dias de
maduracién, siendo mayor en los frutos con TH (Figura 14, # 7). Esta proteina se
encontré previamente en mayor abundancia en tejido sano que en tejido dafiado en
tomate cv Imperial sometido a temperatura de DF sin TH previo (Vega-Garcia y col
2010), lo cual corresponde con lo observado en el presente estudio ya que los frutos

con TH presentaron una menor incidencia de sintomas.

Se ha observado que bajo condiciones normales las GR-RBPs podrian estar
involucradas en el buen funcionamiento celular mientras que durante situaciones de
estrés éstas pueden estar involucradas en la regulacion, transporte, estabilidad y

traduccion del RNA (Ambrosone 2012).

Kim y col (2005) investigaron el papel biolégico de una GR-RBP en Arabidopsis
thaliana (atRZ-1a) bajo condiciones de estrés, encontrando que solo el estrés por frio
incremento la expresion del gen atRZ-1a. Los autores también proveen evidencia de
gue atRZ-la ejerce tolerancia al frio o al congelamiento en plantas presentando

actividad chaperona del ARN durante los procesos de aclimatacion. Kim y col
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(2007a) reportaron que el estrés por frio incremento la expresion de GR-RBPs (GR-
RBP2, 4 y 7), apoyando fuertemente la propuesta de que estas proteinas ejercen
actividad chaperona del ARN durante el proceso de adaptacion al frio. Kim y col
(2007b) reportaron que GR-RBP2 ejerce su funcion en la tolerancia a la congelacion
en Arabidopsis mediante la modulacion de la expresion y actividad de varias clases
de genes. Ademas, GR-RBP2 fue capaz de desdoblar la estructura secundaria del

ARN in vivo, confirmando su actividad chaperona del ARN.

Todos estos estudios sugieren que GR-RBP parece estar involucrada en la
aclimataciéon o tolerancia del tejido a la temperatura baja mediante su actividad de
chaperona del ARN modulando la transcripcién y/o traduccion de algunos genes bajo
condiciones de estrés por frio, papel que se ha demostrado previamente para este

tipo de proteinas (Kim y col 2010).

E CONSIDERACIONES SOBRE LAS PROTEINAS IDENTIFICADAS Y SU POSIBLE

RELACION CON LA TOLERANCIA AL DANO POR FRIO

Los resultados del presente trabajo ubican al estrés oxidativo como uno de los
principales eventos asociados al desarrollo de los sintomas del dafio por frio (DF),
por lo que la tolerancia a este desorden inducida por el tratamiento térmico se
relaciona principalmente con mecanismos de control del estrés oxidativo vy

mantenimiento de la homedstasis celular.

La exposicion del tejido a una temperatura baja conduce a la modificacién del
metabolismo celular para ajustarse a las posibles consecuencias del estrés,

resultando en un incremento de azucares, principalmente hexosas, aminoacidos,
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poliaminas e intermediarios del ciclo de Krebs, entre otros (Cook y col 2004; Guy y
col 2008). Consistente con estos resultados, en el presente estudio se encontré una
mayor acumulacion en tejido sin TH de las enzimas triosa fosfato isomerasa y
enolasa, enzimas importantes en el metabolismo central de hidratos de carbono, lo
cual podria ser el resultado de una eficiencia celular baja en la produccion de energia
desencadenada por un dafio estructural severo. Estas enzimas, en conjunto con la
subunidad Il del complejo citocromo ¢ reductasa/peptidasa de procesamiento
mitocondrial, lactoil-glutation-liasa y leucin-aminopeptidasa 2 cloroplastica, podrian

trabajar en la detoxificacion celular a temperatura baja.

Otro aspecto de la modificacion de los procesos celulares en respuesta a la
temperatura baja se relaciona con el desarrollo de mecanismos de tolerancia al
estrés. El tratamiento hidrotérmico de los frutos resulté en una mayor acumulacion de
proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (SHSPs), las cuales podrian ser
inducidas para prevenir la desnaturalizacion de las proteinas bajo condiciones de
estrés, por lo que se ha sido considerado como la primera respuesta del tomate para

hacer frente al DF (Sabehat y col 1996; Sdnchez-Bel y col 2012).

Las enzimas antioxidantes tioredoxina peroxidasa y superéxido dismutasa, las
cuales participan en la detoxificacion de peréxido de hidrogeno y radicales
superoxido, también presentaron mayor acumulacion en frutos con TH con respecto
a los no tratados. El aumento en la acumulacion de estas enzimas puede ser clave
en la proteccidn contra el estrés oxidativo y podria estar contribuyendo en la
eliminacién el exceso de EROs y con ello disminuir los dafios que provocan en las

membranas de los tejidos, induciéndole a los frutos tolerancia al DF.
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La proteina rica en glicina que se une al ARN (GR-RBP), la cual presenté una
mayor acumulacién en tejido sano, podria jugar un papel en la aclimatacion al frio
mediante su actividad de chaperona del ARN, modulando la transcripcion y/o

traduccion de algunos genes bajo condiciones de estrés por frio.

Se requieren estudios adicionales para profundizar en el entendimiento de los
mecanismos involucrados en el desarrollo de la tolerancia al dafio por frio. Por
ejemplo, determinar la actividad de las enzimas identificadas y otras por identificar ya
gue esta podria no relacionarse adecuadamente con su abundancia. Ademas, el
incluir un analisis de metabolitos permitiria conocer de mejor manera las
modificaciones del metabolismo celular en respuesta al TH y la tolerancia al DF

inducida por este tratamiento térmico.
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VIIIl CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el TH no afecta la calidad de los frutos de tomate
y su aplicacion resulta benéfica ya que contribuye en la disminucion de los
sintomas visibles del DF.

La efectividad del TH para inducir tolerancia al DF en frutos de tomate se
evidencié en una menor fuga de electrolitos y menor peroxidacion de lipidos
en los frutos.

La separacion bidimensional de proteinas permitié detectar alrededor de 300
polipéptidos en cada una de las muestras, de los cuales aproximadamente el
4% estuvieron relacionados con la tolerancia al DF.

El estrés por frio indujo una mayor expresion de las enzimas TPI (triosa
fosfato isomerasa) y enolasa en frutos sin TH, lo cual podria ser el resultado
de una eficiencia celular baja en la producciéon de energia debida a la
temperatura baja.

Algunas de las proteinas que presentaron una mayor acumulacién en frutos
sin TH y con mayor incidencia de sintomas fueron la subunidad Il del complejo
citocromo ¢ reductasa/peptidasa de procesamiento mitocondrial, lactoil-
glutation-liasa y una leucin-aminopeptidasa 2 cloroplastica, las cuales podrian
trabajar conjuntamente en la detoxificacion celular a baja temperatura.

Se observé una mayor acumulacion de proteinas de choque térmico en frutos
con TH, las cuales podrian estar contribuyendo en la adquisicion de
termotolerancia y podrian tener un papel especifico en la adquisicion de

tolerancia al DF.
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La acumulacion de una tioredoxina peroxidasa, superoxido dismutasa y una
proteina rica en glicina que se une al ARN fue mayor en frutos con TH y
menor incidencia de sintomas, lo que sugiere un papel importante de estas
enzimas en la tolerancia del tejido al frio, probablemente a través de la
eliminacién de radicales libres y la regulacion de la expresion de genes a baja

temperatura.
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%

2D-PAGE

ADN
APX
ARN
ARNmM
ATP
CBF

CDPK

CHAPS

cm
CMDH
CO;
CV.

DF
DTT
EST

FAO

ABREVIATURAS
Por ciento, porcentaje

Electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (two
dimensional polyacrilamide gel electrophoresis)

Acido desoxirribonucleico

Ascorbato peroxidasa

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Adenosin trifosfato (adenosine triphosphate)

Factores de enlace C-repetidos (C-repeat binding factors)

Proteina cinasa dependiente de calcio (calcium dependent protein
kinase)

Acido 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-2-hidroxi-1-
propanosulfénico

Centimetro (s)

malato deshidrogenasa citosélica dependiente de NAD

Di6xido de carbono

Cultivar

Dafio por frio

Ditiotreitol

Segmentos de secuencias expresadas (expressed sequence tag)

Organizacion de las naciones unidas para la agricultura y la
alimentacion (food and agriculture organization of the united
nations)

Gramo (g)
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GR-RBP

GST

H202
HCI
HSP
IEF
kDa
LAPs

LSD

m/z
mA

MAPK

MMDH
mg
min
mL
mm
mM

MS

Fuerza gravitacional

Proteina rica en glicina que se une al ARN (glycine-rich RNA-
binding protein)
Glutation-S-transferasa

Hora

Peréxido de hidrogeno

Acido clorhidrico

Proteina de choque térmico (inglés Heat Shock Protein)
Isoelectroenfoque

Kilodaltones

Leucin-Aminopeptidasas

Diferencia minima significativa (least significant difference)
Molar, molaridad

Masa/carga

Miliampere (S)

Proteina cinasa activada por mitdgeno (mitogen-activated protein
kinase)

Malato deshidrogenasa mitocondrial
Miligramo (s)

Minuto (s)

Mililitro (s)

Milimetro (s)

Milimolar

Espectrometria de masas (mass spectrometry)
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MS/MS
NDP

NDPK

ng
NO

No.

Oz
°C
OMS
pH

pl
PM
PME
PR

PRx

QR
Redox
RGG

ROS

Espectrometria de masas en tandem
Nucleosido difosfato

Nucleosido difosfato kinasa
Nitr6geno

Newton (S)

Nanogramo (s)

Oxido nitrico

NUmero

Grado (s)

Oxigeno

Grado (s) centigrado (s)
Organizacion Mundial de la Salud
Potencial de hidrégeno

Punto isoeléctrico

Peso molecular

Pectinmetil esterasa

Particula reguladora
Peroxiredoxina

Cuadrupolo (quadrupole)
Quinona reductasa u oxidoreductasa
Oxido-reduccion
Arginina-Glicina-Glicina

Especies reactivas del oxigeno (reactive oxygen species)
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RP Proteinas relacionadas a patogénesis

RRM Motivo de reconocimiento del ARN (RNA recognition motif)
SDS Dodecil sulfato de sodio (sodium dodecyl sulphate)
sHSP Proteina de choque térmico de bajo peso molecular (small heat

shock protein)

SPR de RL Sociedad de produccion rural de responsabilidad limitada

TDF Temperatura de dafio por frio

TH Tratamiento hidrotérmico

TI Trampa de iones

ton Tonelada (s)

TPI Triosa fosfato isomerasa (triose phosphate isomerase)

TPx Tioredoxin peroxidasa

TR Temperatura de refrigeracion

USA Estados Unidos de America (United States of America)

USDA Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (United
States Department of Agriculture)

\% Volt (s)

a Nivel de significancia

Mg Microgramo (s)

uL Microlitro (s)
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