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| RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los frutos de mayor consumo en el
mundo, pero es susceptible al dafio por frio (DF) cuando se expone a temperaturas
menores de 12 °C, manifestandose en sintomas que disminuyen su calidad. Para
inducir tolerancia al DF se han utilizado tratamientos hidrotérmicos (TH); en frutos de
tomate dicha tolerancia se ha asociado con cambios en la acumulacion de proteinas
de choque térmico, enzimas del sistema antioxidante, metabolismo energético y
regulacion de la expresion génica. Sin embargo, no existen reportes que relacionen
la expresion de los genes que codifican para estas proteinas con la tolerancia al DF
en un fruto de tomate de importancia comercial. El objetivo del presente trabajo fue
analizar la expresion a nivel transcripcional de genes que codifican para proteinas
previamente relacionadas con tolerancia al DF inducida por TH en frutos de tomate
cv Imperial. Se seleccionaron frutos en estado de madurez fisiol6gica y se dividieron
en dos lotes, de los cuales uno recibié TH (5 min, 42 °C) y el otro se utilizé como
control (sin TH); ambos lotes fueron almacenados a 5 °C durante 20 dias y
posteriormente fueron sometidos a un periodo de maduracion (7 dias, 21 °C) para el
desarrollo de sintomas. Se determiné el indice de DF (IDF), lixiviacion de electrolitos
(LE), contenido de malondialdehido (MDA) y la expresién transcripcional de genes
gue codifican para proteinas relacionadas con estrés térmico y oxidativo, regulacion
de la expresion génica, metabolismo de carbohidratos y maduracién. Los frutos con
TH mostraron valores menores de LE y MDA que los no tratados, lo cual se relaciond
con una menor incidencia de sintomas y valor de IDF. Después de 20 dias a 5 °C, los

frutos con TH presentaron mayor expresion de genes que codifican para una
1



proteina de choque térmico pequefia (HSP17.6), enzimas antioxidantes [thioredoxin
peroxidasa 1 (TPX1), ascorbato peroxidasa (APX2) y glutation-s-transferasa (GST)] y
relacionadas con la regulaciéon en la expresion génica [proteina rica en glicina que se
une al ARN (GR-RBP)], asi como enzimas del metabolismo de carbohidratos [xilosa
isomerasa (XI)], biosintesis de carotenoides [fitoeno sintasa (PSY-1)] y etileno [ACC
oxidasa (ACO1l); ACC sintasa (ACS4)]. Después del periodo de maduracion,
adicionalmente se encontr6 una mayor expresion del gen de la enzima superéxido
dismutasa (SOD) en los frutos con TH y menor incidencia de sintomas. Esto sugiere
un papel importante de estas enzimas en la mayor tolerancia del tejido al frio,
posiblemente a través del plegamiento correcto de proteinas, eliminaciéon de
radicales libres y regulacion en la expresion génica a temperaturas bajas. Los frutos
sin TH mostraron mayor incidencia de sintomas y mayor expresion de genes para las
enzimas triosa fosfato isomerasa (TPI), subunidad Il del complejo citocromo c
reductasa/peptidasa de procesamiento mitocondrial (B-MPP) y poligalacturonasa
(PG), lo cual podria relacionarse con una mayor necesidad energética, reemplazo de
proteinas dafiadas en mitocondria y pérdida de la integridad y turgencia celular
resultado del estrés por frio. Los resultados sugieren que la tolerancia observada en
los frutos con TH est& asociada con la induccién en la expresién de genes de estrés
térmico y antioxidantes, cuyos productos podrian estar actuando de manera conjunta
para mantener la integridad de la membrana y homeostasis celular, preveniendo los
sintomas de DF como maduracion irregular mediante la expresion de genes

involucrados en la biosintesis de carotenoides y etileno.



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most widely consumed fruit
worldwide, but it is susceptible to chilling injury (CI) when is exposed to temperatures
below 12 °C; this physiological disorder results in several symptoms that affect the
fruit quality. Hydrothermal treatments (HT) have shown to reduce Cl symptoms in
tomato fruit, but the molecular mechanisms involved are poorly understood. This
tolerance has been associated with differential accumulation of proteins involved in
heat stress, antioxidant system, energy metabolism and regulation of gene
expression in tomato fruit cv. Imperial; however there is no information about changes
in gene expression related to CI tolerance in this commercially important tomato
cultivar. The aim of this study was to analyze the expression at the transcriptional
level of genes encoding proteins associated with CI tolerance induced by HT in
tomato fruit cv. Imperial. Mature-green tomatoes were divided into two lots, one of
which received a HT (42 °C, 5 min) and the other was used as control (WHT); both
lots were stored at 5 °C for 20 days and then at 21 °C for 7 days for the development
of Cl symptoms. CI index (CII), electrolyte leakage (EL), malondialdehyde (MDA)
content and the expression at the transcriptional level of genes encoding proteins
related with oxidative and heat stress, gene expression regulation, carbohydrate
metabolism and ripening were evaluated. HT fruits showed significantly lower values
of EL and MDA than non-treated, wich were associated with lower incidence of ClI
symptoms and Cll value. After 20 days at 5 °C, HT fruits showed higher expression of
genes encoding a small heat shock protein (HSP17.6), antioxidant enzymes

[thioredoxin peroxidase 1 (TPX), ascorbate peroxidase (APX2) y glutathione-s-
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transferase (GST)], proteins involved in regulation of gene expression [glycine rich
RNA-binding protein (GR-RBP)], carbohydrate metabolism [xylose isomerase (XI)]
and the biosynthesis of carotenoids [phytoene synthase (PSY-1)] and ethylene [ACC
oxidase (ACO1); ACC shyntase (ACS4)]. A higher expression of a gen encoding for
superoxide dismutase enzyme (SOD) was also found in HT fruits with lower incidence
Cl symptoms. This suggests a key role of these enzymes in the adquisition of cold
tolerance, perhaps through the correct folding of proteins, the removal of free radicals
and regulation of gene expression at low temperatures. WHT fruits showed higher
incidence of Cl symptoms and higher expression of genes encoding for the enzymes
triose phosphate isomerase, cytochrome c reductase-processing peptidase subunit Il
(B-MPP) and poligalacturonase (PG), which may be related with higher cell energy
requirements, replacement of damaged proteins in the michocondria and the loss of
integrity and cell turgor due to cold stress. The results of the present study suggest
that CI tolerance in HT tomatoes is associated with the up-regulation of genes
encoding proteins for heat and oxidative stress, which may be working together to
maintain the cellular homeostasis and membrane integrity, preventing Cl symptoms
such as uneven ripening by the up-regulation of genes involved in carotenoid and

ethylene biosynthesis.



Il INTRODUCCION

El tomate es uno de los frutos climatéricos mas estudiados por su gran produccion
anual, versatilidad de usos y por ser una fuente importante de nutrimentos (vitaminas
C, E y minerales) y compuestos bioactivos (licopeno, B-caroteno, compuestos
fendlicos), estos ultimos relacionados con la prevencién de enfermedades crénico
degenerativas. Su vida Util es relativamente corta una vez cosechado, por lo que un
adecuado manejo poscosecha es de suma importancia para el mantenimiento de las
caracteristicas de calidad del fruto (Ding y col 2002). ElI almacenamiento a
temperaturas bajas es la alternativa mas eficiente para alargar la vida de anaquel del
tomate por su efecto sobre la reduccion de la tasa de respiracion, transpiracion,
produccion de etileno, maduracion y desarrollo de pudriciones (Hardenburg y col
1986; Ball 1997); sin embargo, esto puede provocar un desorden fisiologico
denominado dafio por frio (DF), el cual implica cambios en el metabolismo celular,
asi como alteraciones en los niveles de transcritos y las proteinas para las cuales
codifican, asi como modificaciones postraduccionales de estas proteinas que en
conjunto determinan el grado de dafio o resistencia a las bajas temperaturas y la
calidad de los frutos (Rugkong y col 2010; 2011).

Las respuestas fisioldgicas al dafio por frio han sido ampliamente revisadas; la
primera esta relacionada con alteraciones en la estructura, conformacién vy
composicién de la membrana celular y la segunda con una mayor produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Sevillano y col 2009).
Se ha demostrado que tecnologias poscosecha como la aplicacion de un TH previo
al almacenamiento en frio disminuye los sintomas en frutos de tomate. Dicha

tolerancia ha sido relacionada con una acumulacion de proteinas de choque térmico
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(HSPs) (Polenta y col 2007), metabolitos tales como &cido araquidico y é&cido 2-
cetoisocaproico (Luengwilai y col 2012), asi como una mayor actividad de la enzima
arginasa (Zhang y col 2013).

Estudios protedmicos en frutos de tomate almacenados en frio han revelado
gue los mecanismos de defensa o tolerancia al desorden estan relacionados con la
acumulacion de HSPs, proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEAPS),
chaperonas moleculares y enzimas antioxidantes y detoxificadoras (Page y col 2010;
Vega-Garcia y col 2010; Sanchez-Bel y col 2012; Valenzuela-Ponce 2016). En los
ultimos afios, el enfoque transcriptomico ha permitido ampliar el conocimiento sobre
las bases moleculares involucradas con la tolerancia o sensibilidad al DF en frutos de
tomate. De los estudios transcriptdémicos realizados bajo condiciones de DF destacan
el realizado por Rugkong y col (2011) quienes analizaron el efecto de la baja
temperatura sobre el transcriptoma durante la maduracion de tomate (linea de
introgresion M82IL2-2, S. lycopersicum x S. pennelli) y el de Cruz-Mendivil y col
(2015), quienes evaluaron el efecto del TH sobre la expresion génica en tomate
Micro-Tom almacenado a temperatura de DF (5 °C, 14 dias) y posteriormente
madurado por 14 dias (20 °C). En estos estudios se encontré un cambio significativo
en la activacion y represion de un conjunto de genes involucrados en la sensibilidad
o tolerancia al dafio por frio (Sintesis de etileno: ACO1, ACS2 y ACS4; Metabolismo
de la pared celular: PG, PE1, TBG4, y LeExpl; Sintesis de carotenoides: CRTISO,
GGPPS2, DXS y PSY; Proteinas de choque térmico: HSPs y HSTFs). Ambas
investigaciones representan un gran avance en cuanto al estudio de uno de los

cultivos de mayor importancia a nivel mundial;, al mismo tiempo han permitido



proponer mecanismos relacionados con la aclimatacién a las bajas temperaturas,
responsables de la sensibilidad o tolerancia al DF. Sin embargo, estos estudios
fueron realizados en frutos modelo y en lo que respecta a cultivares econémicamente
importantes son escasos los estudios realizados con este enfoque. Vega-Garcia y col
(2010) y Céardenas-Torres (2013) utilizaron frutos de tomate cv Imperial para evaluar
cambios en la acumulacién de proteinas relacionados con la aclimatacién a
temperaturas bajas y el efecto de un TH previo al almacenamiento en frio sobre la
actividad de enzimas antioxidantes, respectivamente. Ambos estudios sugirieron un
papel importante de enzimas antioxidantes en la adquisicion de tolerancia al DF.
Recientemente Valenzuela-Ponce (2016) analiz6 cambios en el protebma de frutos
de tomate del mismo cultivar con y sin TH expuestos a temperaturas de DF,
asociando la tolerancia al DF con una mayor acumulacion de proteinas de choque
térmico, enzimas del sistema antioxidante, metabolismo energético y regulacién en la
expresion génica. No obstante, no existe informacion acerca de la expresion de los
genes que codifican para dichas proteinas en este cultivar que es de suma
importancia econémica para el estado de Sinaloa. Por ello, en el presente estudio se
plante6 analizar la expresion a nivel transcripcional de genes correspondientes a las
proteinas previamente relacionadas con tolerancia al DF inducida por TH en frutos de

tomate cv Imperial.



[l REVISION DE LITERATURA

A GENERALIDADES DEL TOMATE

1 Origen

El tomate tiene su origen en América del Sur, especificamente en la region
Andina donde inicié su domesticacion, la cual finaliz6 en Mesoamérica (Blanca y col
2012). A Europa fue introducido por los Espafoles después de la conquista de
América en el siglo XVI y posteriormente se exporté a Italia, Francia e Inglaterra,
siendo este ultimo pais el que disperso el fruto al medio oriente y Asia, asi como a
América del Norte mediante la colonizacion britanica (Bergougnoux 2014). El
consumo de tomate se inicio a finales del siglo XVII e inicios del XVIII, mientras que
la produccion comercial empezé un poco después de 1860, cuando finalmente fue
aceptado por los consumidores. Desde 1890, se han llevado a cabo cruzas de
tomate con la finalidad de desarrollar variedades que se adapten de mejor manera a
las diferentes condiciones ambientales existentes alrededor del mundo (Orzolek y col

2006).

2 Descripcion botanica

El tomate es un fruto tipo baya comunmente cultivado, comercializado y
consumido como una hortaliza. Pertenece a la familia de las solanaceas (Cuadro 1)
integrada por mas de 3,000 especies, incluyendo muchas plantas de importancia
econdémica como la papa, berenjena, petunia, tabaco y pimiento (Barone y col 2009).
La pertenencia a los géneros Solanum y Lycopersicum fue tema de discusion

durante mucho tiempo, pero en los ultimos afios el uso de datos morfolégicos y



Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del tomate.

Categoria Ejemplo

Reino Plantae
Subreino Traqueobinta
Superdivision Spermatophyta
Subdivisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum L.
Especie Solanum lycopersicum L.

Fuente: NRCS-USDA (2016)



moleculares permitié realizar una revisidon de la clasificacion filogenética de las
solanaceas generando una nueva clasificacion molecular que coloc6 al tomate en el
género Solanum, por lo que se ha admitido el nombre de Solanum lycopersicum para
el tomate cultivado (Spooner y col 2005; Bergougnoux 2014).

El tomate proviene de una planta perenne herbacea de tallo voluble y largo,
hojas lobuladas con los bordes dentados y puede desarrollarse de forma rastrera,
semi-recta o erecta. En condiciones de crecimiento adecuadas, su sistema radical es
fibroso y robusto, pudiendo llegar a medir de 1.2 a 1.8 m de profundidad. Los tallos
son cilindricos en plantas jévenes y angulosos en plantas maduras, alcanzando una
altura de 0.4 a 2 m (Esquinas-Alcazar y Nuez 1995; Valadez 1998). Su desarrollo se
favorece por climas calidos (21-23°C), ya que temperaturas inferiores a 12°C afectan
su crecimiento y desarrollo (Criddle y col 1997; Jones 1999).

Los érganos reproductores tanto masculino como femenino se localizan en la
flor de la planta, por lo que su reproduccion ocurre principalmente por autogamia.
Después de la polinizacion y fertilizacidn tiene lugar el crecimiento del fruto mediante
la divisién celular, seguido del aumento en el tamafio de las células, llegando por
ultimo a la maduraciéon. El periodo de tiempo desde la polinizacién hasta la
maduracién varia entre 6 y 10 semanas dependiendo del cultivar y la temperatura
(Valadez 1998; Tigchelaar 2001). El fruto de tomate se genera a partir de un ovario
sincarpico, con dos 0 mas cavidades con placenta carnosa que contiene numerosas
y pequefias semillas en forma de rifidn cubiertas por diminutas vellosidades que a la
vez estan rodeadas por células de parénquima de textura gelatinosa que llenan las

cavidades loculares (Figura 1). Estructuralmente hablando, el fruto se puede dividir
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Flor Fruto

Ovario __,  Porcion
carnosa

Carpelo —, Loculo

Ovulo _, Semillas

Sépalo

Pedicelo

Figura 1. Representacion esquematica del desarrollo del fruto a partir de la

polinizacion de la flor.

Fuente: Bergougnoux (2014).
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en dos partes principales que son el pericarpio y contenido locular (Figura 2)
(Tanksley 2004). La coloracion en estado maduro puede variar de rojo, rosa, naranja
hasta amarillo (Figura 3) y se debe a la sustitucion de clorofila en los cromoplastos
de las células por carotenoides (amarillo-naranja), principalmente el licopeno que es
responsable del color rojo caracteristico de las variedades comerciales (Madhavi y
Salunkhe 1998). Los frutos también varian en forma, desde redondos aplanados
hasta redondos perfectos, redondos cuadrados, ovoides, en forma de pera y
diferentes variaciones entre éstas (Figura 3) (Hobson y Grierson 1993).

El tomate tiene un genoma pequefio de aproximadamente 900 Mb que
constituyen los 12 cromosomas de la planta; a partir de su decodificacion se han
predicho 34,727 genes que codifican para proteinas, de los cuales 30,855 fueron
confirmados por secuenciacion de ARN (The Tomato Genome Consortium 2012).
Esta caracteristica junto con la posibilidad de crecer en diferentes condiciones
ambientales, su ciclo de vida relativamente corto, su insensibilidad a los fotoperiodos,
su reproduccion mediante autogamia, la facilidad de polinizacion e hibridacion
controlada y su capacidad para propagarse asexualmente por injerto, o convierten
en un sistema modelo para estudios de genética, desarrollo del fruto, metabolismo
secundario, resistencia a enfermedades, domesticacion y evolucién (Labate y col

2007).

3 Importancia econGmica
El tomate es uno de los vegetales de mayor produccion a nivel mundial,
situdndose solo por debajo de la papa. Su popularidad radica en la amplia

versatilidad de usos que posee, ya que es utilizado tanto en
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Exocarpio

Mesocarpio

Endocarpio

Contenido locular

Figura 2. Corte longitudinal de un fruto de tomate.

Fuente: Madhavi y Salunkhe (1998).
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Figura 3. Variabilidad en color, forma y tamafio de frutos de tomate maduros.

Fuente: Reny col (2012).
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fresco como en la fabricacién de diversos productos procesados como pastas, puré,
sopas, jugos, salsas, entre otros (Costa y Heuvelink 2005).

La produccion mundial de tomate en el 2013 segun la FAO (Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura) fue cercana a los 164
millones de toneladas (Ton), situandose China en el primer lugar con una produccion
de 50,552,200 Ton, seguido de India y Estados Unidos de América con 18,227,000 y
12,574,550 Ton, respectivamente. México ocupd el décimo lugar con una produccion
de 3,282,583 Ton (Cuadro 2) (FAOSTAT 2016).

En México, Sinaloa es el principal productor de tomate y de acuerdo con datos
oficiales en el afio 2015 contribuy6 con el 31.9% de la produccién nacional (Cuadro
3), alcanzando un rendimiento de 82.6 Ton/Ha (SIAP 2016). Con esta produccion
cubre tanto el comercio interno como externo, donde los principales mercados son
Estados Unidos, Canada y en menor proporcion Europa y Asia en los meses de
febrero, marzo y abril, lo que representa un ingreso anual de 4,079,856 millones de
pesos. Otros estados importantes son Baja California, Zacatecas y Jalisco que en

conjunto aportan cerca del 20% de la produccién (Cuadro 3; SIAP 2016).

4 Composicion quimicay valor nutracéutico

La composicion quimica del tomate se ve influenciada por diferentes factores
como diferencias genéticas, estado de madurez, condiciones ambientales y de
cultivo, asi como por las condiciones poscosecha (McGlasson 2003). En el Cuadro 4
se muestra la composicion quimica de tomate fresco, cuyo principal componente es
el agua representando alrededor del 95% del peso del fruto, seguido de los hidratos

de carbono donde se encuentran la fibra y azlcares libres (glucosa, fructosa y
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Cuadro 2. Produccién mundial de tomate durante el 2013.

Pais Produccion
(Ton)
China 50,552,200
India 18,227,000
EUA 12,574,550
Turquia 11,820,000
Egipto 8,533,803
Iran 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

Fuente: FAOSTAT (2016)
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Cuadro 3. Principales estados productores de tomate en México durante 2015.

Produccion
Estado
(Ton)

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

Fuente: SIAP (2016)
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Cuadro 4. Composicion quimica del tomate fresco.

Componente

Contenido por 100 g de tejido fresco

Componentes mayoritarios (g)
Agua
Proteina (N x 6.25)
Lipidos
Acidos grasos saturados
Acidos grasos insaturados
Cenizas

Hidratos de carbono (por diferencia)

Fibra dietaria total
Azlcares totales
Glucosa
Fructosa
Aminoacidos (g)
Acido glutamico
Acido aspartico
Acidos orgéanicos (g)
Citrico
Malico
Vitaminas (mg)
Vitamina C (acido ascorbico total)
Acido nicotinico
Vitamina E (a-tocoferol)
Acido pantoténico
Vitamina B6
Tiamina
Riboflavina
Vitamina A (UI)
Minerales (mQ)
Potasio
Fosforo
Magnesio
Calcio
Sodio
Otros (pg)
Licopeno
[-caroteno

94.52
0.88
0.20

0.028

0.114
0.50
3.89
1.20
2.63
1.25
1.37

0.431
0.135

0.43
0.08

13.7

0.594
0.540
0.089
0.080
0.037
0.019
833

237
24
11
10

5

2573
449

Fuente: USDA (2016).
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sacarosa) (Madhavi y Salunkhe 1998). En menor proporcidn se encuentran una gran
cantidad de compuestos entre los que resaltan los carotenoides, vitaminas, acidos
organicos y compuestos fendlicos, los cuales debido a sus caracteristicas nutritivas y
antioxidantes han sido relacionados con beneficios a la salud y prevencién de
enfermedades cronico degenerativas (Dumas y col 2003). El licopeno es el principal
carotenoide presente en el tomate maduro (80-90% del total de pigmentos) y es
responsable del color rojo caracteristico (Torres y col 2003), asi como de algunas
actividades biologicas relacionadas con la prevencion de enfermedades crénicas
(cAncer de prostata, ovarico, gastrico, pancreédtico) y cardiovasculares como
hipertension, entre otras, en las cuales el estrés oxidativo es un importante factor
etiologico (Waliszewski y Blasco 2010).

El licopeno es una molécula alifatica lineal de 40 carbonos que posee en su
estructura trece enlaces dobles de los cuales once son conjugados, lo que le confiere
su alta actividad antioxidante. En tomate fresco esencialmente se encuentra unido a
la matriz en configuracion trans debido a su mayor estabilidad, aunque su
biodisponibilidad es menor que la del isomero cis (Cruz-Bojorquez y col 2013). Otros
carotenoides encontrados en menor cantidad son el fitoeno, fitoflueno, neurosporeno,
(-caroteno, y-caroteno, a-caroteno y B-caroteno, este ultimo de suma importancia
biolégica por su actividad antioxidante y provitamina A (Madhavi y Salunkhe 1998;
Takeoka 2001; Wold y col 2004; Van Meulebroek y col 2014).

Entre las vitaminas presentes en el fruto destacan las vitaminas C y E, que
aunque se encuentran en pequefias cantidades representan una fuente importante

debido al alto consumo de tomate. La vitamina C es esencial para mantener las
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funciones cardiovasculares del cuerpo humano, para el desarrollo de las células,
tejido conectivo y utilizaciéon de hierro (Nishiyama y col 2004; Zou y col 2006),
ademas de ser un removedor efectivo de radicales libres (Hanson y col 2004), asi
como un agente antiescorbuto (Omaye y Zhang 1998; Magiorkinis y col 2011). Por
otro lado, la vitamina E es esencial para el buen funcionamiento neuronal
posiblemente a través de contrarrestrar el estrés oxidativo al que el cerebro se
encuentra expuesto, ya que es considerado un factor importante en el proceso de la
neurodegeneracion (Traber 1987; La Fata y col 2014). También esta involucrada en
la modulacion de proteinas y enzimas relacionadas con la inflamacion en el proceso
de aterogénesis y es un potente inhibidor de la peroxidacion de lipidos de membrana,
ADN y proteinas, entre otras funciones (Chan 1998).

En cuanto a los principales compuestos fendlicos presentes en el fruto de
tomate se encuentran la quercetina, naringenina, rutina y acido clorogénico (Chassy
y col 2006; Luthria y col 2006), los cuales debido a su anillo aromatico caracteristico
son muy eficientes estabilizando radicales peréxido. En el caso particular de los
acidos clorogénicos, han sido relacionados con propiedades benéficas para la salud
humana debido al poder antioxidante, asi como hepatoprotector, hipoglucémico y de

actividad antiviral que presentan (Farah y Donangelo 2006).

5 Maduracion

La maduracion es un proceso metabolico complejo y genéticamente
programado que culmina con cambios de color, textura, sabor y aroma en los frutos
frescos que los hacen aptos para el consumo humano. El tomate es un fruto

climatérico cuya maduracién se caracteriza por un aumento en la tasa de respiracion
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y biosintesis de etileno, el cual es esencial para la maduracion normal del fruto
(Kevany y col 2007). La regulacion de la sintesis de esta fitohormona se lleva a cabo
por dos sistemas: el sistema 1 funciona durante el crecimiento vegetativo, donde el
etileno funciona tanto para inhibir su sintesis como para producir los niveles basales
detectados en los tejidos de la planta, mientras que el sistema 2 opera solo durante
la maduracion climatérica de los frutos y senescencia de algunos pétalos, donde el
etileno autocataliza su produccion (Lucille y Grierson 2002).

El proceso de maduraciéon estd acompafiado de modificaciones en la
estructura y composicion de las paredes celulares, en el metabolismo de &cidos y
azucares, asi como por la degradacion de clorofila y biosintesis de licopeno que
definen el color del fruto (Madhavi y Salunkhe 1998). El color es el rasgo distintivo y
mas importante en la determinacién del punto de maduracion del tomate, el cual
depende del contenido de carotenoides, principalmente licopeno y en menor
proporcién B-caroteno (Fraser y col 1994; Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion 2012).

El estado de desarrollo en el que se cosecha el tomate varia desde su
madurez fisioldgica hasta su madurez completa de acuerdo a las preferencias del
mercado, el tiempo que tarda en llegar el producto al consumidor y el objetivo de la
produccion, ya sea semillas, agroindustria o consumo en fresco (Sargent y Moretti
2004). Las diferentes etapas de cosecha son definidas de acuerdo a los estandares
de la FAO y la Organizaciéon 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 5.
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Cuadro 5. Descripcion de las etapas de maduracion del fruto de tomate.

Etapa de

Clase
madurez

Descripcion Apariencia Fisica

Superficie del fruto
completamente verde,
variando desde tenue a
oscuro.

1 Verde

Cambio definido de
verde a amarillo, rosa o
rojo en no mas del 10%

del fruto.

2 Rompiente

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

30 a 60% del color
4 Rosa superficial ha cambiado
de verde a rosa o rojo.

60 a 90% ha cambiado

5 Rojo ligero . .
a rojo-rosado o rojo.
>90% de la
6 Rojo maduro superficie es de
color rojo

Fuente: Adaptado de Grierson y Kader (1986).
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6 Manejo poscosecha de tomate

La vida poscosecha se define como el periodo en el cual un producto
mantiene un nivel predeterminado de calidad bajo condiciones especificas de
almacenamiento (Shewfelt 1986). El tomate es un fruto altamente perecedero por lo
gue un buen manejo poscosecha es vital para evitar pérdidas relacionadas con la
senescencia del fruto, asi como con dafios mecanicos, almacenamiento inadecuado,
manipulacién y transporte incorrecto (Ferreira y col 2005).

La temperatura junto con la humedad relativa representan los factores de
mayor influencia sobre la vida util y calidad del fruto, afectando al tiempo de
comercializacion que posee. El tomate normalmente es transportado, almacenado y
distribuido a temperaturas entre 10 y 12 °C para controlar la maduracién y mantener
las caracteristicas de calidad, ya que es susceptible a un desorden conocido como
dafio por frio que se presenta cuando los frutos son expuestos a temperaturas
inferiores. Sin embargo, el periodo de almacenamiento que se logra 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

col 2002).

B DANO POR FRIO

El almacenamiento a temperatura baja ha sido la principal estrategia aplicada en
poscosecha para prolongar la vida util de frutas y hortalizas y mantener su calidad,
ya que la temperatura baja reduce la frecuencia respiratoria y minimiza las

enfermedades fungicas.
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Sin embargo, existe un alto riesgo de que productos tropicales y subtropicales sufran
dafio por frio (DF) debido a la alta sensibilidad que presentan a la temperatura baja
(Soleimani y Bodbodak 2014). Se puede describir al DF como un desorden fisiolégico
desarrollado en muchas plantas, asi como en frutas y hortalizas, como resultado de
Su exposicion a temperaturas bajas sin llegar al punto de congelacion (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 distribucién de los productos en el mercado, e incluso
durante la refrigeraciéon en el hogar (Morris 1982; Saltveit y Morris 1990). El
desarrollo de este desorden fisioldgico se divide en dos eventos: el primero es
dependiente de la temperatura e inicia cuando esta cae por debajo de la temperatura
critica causando alteraciones metabdlicas, mientras que el segundo evento es
dependiente del tiempo de exposicién 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). La
temperatura critica se refiere a la temperatura minima segura para el
almacenamiento de frutos sin que se desarrollen sintomas de DF, la cual varia de
acuerdo al producto y su grado de madurez (Wills y col 1989; Malacrida y col 2006).
Los sintomas del DF se pueden clasificar en dos categorias: los sintomas de
desarrollo o metabdlicos con caracter cuantitativo, como maduracion anormal y el
pobre sabor y aroma, y los sintomas fisiolégicos como picaduras, decoloracion,
descomposicion interna, susceptibilidad a dafios mecanicos y ataque de hongos

(Sevillano y col 2009).
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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 2014). Los sintomas visibles en este fruto provocados por el DF
incluyen un pobre desarrollo de color y maduracion irregular, podredumbre y
picaduras en la epidermis del fruto, areas sudadas, deterioro acelerado y una mayor
susceptibilidad al ataque por patdogenos como Alternaria tenuis (McColloch y
Worthington 1952; Morris 1982; Luengwilai y col 2012). Estos sintomas generalmente
aparecen cuando el tomate ha sido transferido a temperaturas superiores al DF
(Morris 1982), provocando una disminucion en la calidad y aceptacion por el
consumidor, resultando en pérdidas econdémicas considerables (Luengwilai y col
2012). Por lo anterior, el DF es uno de los principales factores que limitan la
comercializacion de frutas y hortalizas, asi como 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 (Paull 1990; Park y col 2004).

1 Mecanismos del 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
temperaturas bajas es el evento primario que conduce al dafio por frio (Lyons 1973;
Raison y Orr, 1990; 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).
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a Cambios de fase de la membrana

La membrana celular estd compuesta principalmente de lipidos, proteinas y
en menor grado glucidos. La estructura y organizacién, asi como sus propiedades
estan condicionadas fundamentalmente por la composicion de los lipidos, los cuales
son moléculas anfipaticas que se disponen formando una bicapa lipidica donde las
partes hidrofébicas se encuentran en el centro de la membrana y las hidrofilicas en
contacto con el agua. Se ha reportado que temperaturas bajas alteran las
propiedades fisicas de los lipidos de la membrana, afectando su elasticidad,
uniformidad, fluidez (Sharom y col 1994), composicién (Kasamo y col 1992; Whitaker
1994; Lurie y col 1997) y permeabilidad, provocando un aumento en la lixiviacion de
electrolitos (Gonzalez-Aguilar y col 2004; Malacrida y col 2006; Jing y col 2009), asi
como una disminucién en la actividad de varias enzimas de la membrana incluyendo
H*-ATPasa (Kasamo y col 2000).

Lyons (1973) postulé la teoria de las membranas en la cual intenta explicar los
cambios fisiolégicos y bioguimicos ocurridos cuando se presenta el dafio por frio. En
ella describe como evento molecular primario al efecto que posee la baja
temperatura sobre las propiedades fisicoquimicas de los lipidos de la membrana, la
cual experimenta una reorganizacién de los lipidos provocando un cambio en su
estructura liquido-cristalina flexible a una estructura rigida llamada solido-gel cuando
se somete a temperaturas por debajo de la critica, también llamada temperatura de
transicion. A medida que la temperatura se reduce Yy los lipidos de la membrana, en
Su mayoria saturados empiezan a solidificarse y la energia de activacion (Ea) de los

sistemas enzimaticos unidos a la membrana aumenta, conduciendo a una velocidad
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de reaccidbn menor y el establecimiento de un desequilibrio con los sistemas
enzimaticos no unidos a la membrana, lo cual se refleja en una mayor acumulacién
de metabolitos como piruvato, acetaldehido y etanol como efecto muy temprano del
DF. Si el almacenamiento a temperatura baja es demasiado prolongado y la
temperatura de transicion es alcanzada, las regiones de la membrana afectadas por
la solidificacién de los lipidos se extienden a la membrana entera, ocasionando
pérdidas de elasticidad y fluidez debido a la peroxidacién de lipidos, al aumento en el
grado de saturacion, a la degradacion de fosfolipidos y galactolipidos y al aumento
en la relacion de esteroles/fosfolipidos (Sevillano y col 2009). Lo anterior conduce al
mal funcionamiento de la membrana provocando trastornos funcionales de las
proteinas membranales y finalmente la ruptura de esta misma, provocando con ello
fugas de agua, iones y de metabolitos desde el interior de la célula (Lyons 1973;
Sharom y col 1994).

Una forma de estimar el dafio de las membranas es midiendo la lixiviacién de
electrolitos, ya que es un parametro que indica de manera adecuada el nivel de dafio
existente en la estructura membranal (Marangoni y col 1995). Zhao y col (2009a)
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 temperatura baja.
Malacrida y col (2006) reportaron la misma tendencia en la lixiviacion de electrolitos
en tomate cv. Micro-Tom almacenado a temperaturas de DF.

Otro buen indicador del dafio de membranas celulares es el nivel de

malondialdehido (MDA), ya que es el producto final de la peroxidacion de los acidos
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grasos de la membrana que es responsable de la pérdida de la integridad (Wise y
Naylor 1987; Hodges y col 1999). La cantidad de MDA se utiliza como un marcador
de estrés oxidativo, cuyo aumento sefiala un dafio 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). Entre los diversos estudios en donde se
ha aplicado una tecnologia poscosecha con el fin de incrementar la tolerancia al DF y
observar el efecto del mismo sobre los parametros fisiol6gicos y de calidad, destacan
los realizados por Jing y col (2009) y Cardenas-Torres (2013) en frutos de tomate cv
cerasiforme Alef e Imperial, respectivamente. En estos estudios se observo que el
tratamiento hidrotérmico (TH) no afectd negativamente los atributos de calidad como
firmeza y pérdida de peso, si no que favorecid el desarrollo de la coloracion roja
durante la maduracién y disminuyé la lixiviacién de electrolitos (LE) y contenido de
MDA. Jing y col (2009) también observaron que el TH protegi6é las membranas de
algunos organelos al mantener la estructura de doble membrana presente en
mitocondria e intacta la del reticulo endoplasmatico, evidencidndose de esta manera
el efecto protector del tratamiento sobre las membranas celulares. Al mismo tiempo
se demostr6 que la LE y MDA son buenos indicadores fisioldgicos 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).

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)
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indica que son varios los mecanismos involucrados en el desarrollo de los sintomas
de DF.

Estudios comparativos sobre la transicion 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

El estrés oxidativo es el estado celular caracterizado por un exceso en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), producto natural del
metabolismo de este elemento, y una reduccién en la respuesta antioxidante. Este
fendbmeno junto con las modificaciones en la estructura de membrana provocadas
por el enfriamiento, son los responsables de la pérdida de la integridad, ya que el
estrés por frio aumenta los niveles de ROS que estimulan la peroxidacion de lipidos
en las membranas celulares (Sevillano y col 2009). La acumulacién de ROS tales
como peroéxido de hidrégeno (H.0,), oxigeno singulete y radicales superéxido (0%") e
hidroxilo (OH’) conducen a la oxidacion de moléculas esenciales para la
supervivencia de la célula, como los lipidos de membrana y proteinas; asi también
provocan la inhibicion de la actividad enzimatica y en el peor de los casos ocasionan

dafio al ARN y ADN, provocando la muerte celular (Scandalios 1993; Mittler 2002).
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En las células vegetales mantenidas bajo condiciones normales, la
acumulacion de ROS se debe principalmente a la fuga inevitable de electrones del
O, en la cadena de transporte de electrones en los cloroplastos y mitocondrias y/o
por la activacion de NADPH oxidasas situadas en las membranas celulares
implicadas en la peroxidacion de lipidos de membrana y produccién del anion
superdxido (Bhattacharjee 2012), mientras que la acumulacién de ROS en células
vegetales expuestas a condiciones de DF se debe, ademas de los factores
anteriormente mencionados, a un exceso en la reduccion de oxigeno del fotosistema
| en los cloroplastos y por la deficiencia en el transporte de electrones durante la
fosforilacion oxidativa llevada a cabo en la mitocondria, consecuencia de la pérdida
de la funcionalidad de proteinas de membrana que participan en el proceso (Purvis y
Shewfelt 1993; Mittler 2002). Estos cambios en la constitucién y la funcionalidad de
las mitocondrias y cloroplastos, causan una produccion anormal de ROS y por lo
tanto un estrés oxidativo en los tejidos. Se ha reportado que los cloroplastos son
organelos especialmente sensibles al dafio por frio en cultivos como pimiento y
tomate (Allen 1995; Mittler 2002).

Las plantas se protegen del estrés oxidativo de dos maneras diferentes; la
primera es la activacién de la expresién de genes que codifican para proteinas
involucradas en evitar el escape de ROS tales como oxidasas alternas (AOX), las
cuales representan una ruta alternativa para el transporte de electrones en la
mitocondria bajo condiciones de estrés, catalizando la transferencia de estos
directamente al oxigeno molecular para producir agua y evitar la acumulacion de

ROS (O;). La segunda forma de defensa contra el estrés oxidativo es mediante la
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induccién de la expresién génica o el incremento en la actividad enzimatica de
proteinas pertenecientes al sistema antioxidante, tales como superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), monodehidroascorbato
reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR), glutatibn peroxidasa
(GPX), glutatiébn-S-transferasa (GST) y glutatiéon reductasa (GR), siendo SOD, CAT y
algunas peroxidasas (POD) las principales enzimas involucradas en la sensibilidad o
tolerancia al DF (Wang 1995; Kerdnaimongol y Woodson 1999; Sala y Lafuente
1999; Mgller 2001). Diversos estudios han corroborado la importancia de dichas
enzimas en la respuesta al estrés oxidativo provocado por el DF, donde CAT parece
ser una de las primeras y principales enzimas del sistema antioxidante de la planta
gue se activa en respuesta a dicho estrés (Sevillano y col 2009). Kerdnaimongol y
Woodson (1999) evaluaron la importancia de la enzima antioxidante catalasa en la
eliminacion de ROS producidas durante el DF en tomate transgénico, mediante la
supresion del gen que codifica para esta enzima (CAT1) utilizando la tecnologia de
RNA antisentido. Los resultados mostraron una mayor sensibilidad al H,O, por parte
de las plantas de tomate en la que se suprimié el gen CAT1 en comparacion con las
plantas control. La actividad de la enzima resultd ser tan importante que las plantas
genéticamente modificadas no sobrevivieron a la exposiciébn a temperaturas bajas.
Otro estudio es el realizado por Malacrida y col (2006) quienes evaluaron la
respuesta del sistema antioxidante de frutos de tomate cv Micro-Tom al estrés por
frio (24 dias a 4 °C), encontrando una mayor actividad enzimatica de las proteinas
CAT y GR en respuesta al estrés generado por el almacenamiento a temperaturas

bajas. En este mismo sentido, GOmez y col (2009) reportaron un aumento de la
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actividad enzimética de SOD y APX en frutos de tomate en estado rompiente como
respuesta inmediata al estrés oxidativo provocado por la refrigeracion.

El ciclo ascorbato-glutatibn representa otro mecanismo importante en la
eliminacién de ROS en las plantas, cuya activacién parece producir un efecto positivo
al inhibir el desarrollo del DF. Walker y McKersie (1993) evaluaron la importancia de
la actividad del ciclo ascorbato-glutation en la eliminacion de ROS en tomates
resistentes (L. hirsutum) y sensibles (L. esculentum) al DF. Los resultados fueron
concluyentes al observar una mayor actividad de las enzimas pertenecientes al ciclo
ascorbato/glutation por parte del cultivar resistente, demostrando la importancia de
dichas enzimas en la tolerancia al DF. Algo similar fue reportado por Wang y col
(2005) quienes sobreexpresaron un gen de ascorbato peroxidasa (APX) citosolica en
plantas transgénicas de tomate, las cuales mostraron un incremento en la actividad
de la enzima y a su vez fueron tolerantes a las temperaturas bajas. Por su parte,
Céardenas-Torres (2013) utilizé6 un tratamiento hidrotérmico en tomate cv Imperial
para incrementar la tolerancia al DF, la cual se evidencié por una menor fuga de
electrolitos y peroxidacion de lipidos; dicha proteccion de la membrana celular se
relaciond con la activacion de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y APX. En este
mismo sentido, Valenzuela-Ponce (2016) report6 una mayor acumulacién de las
enzimas superoxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y tioredoxin
peroxidasal (TPX) en tomate del mismo cultivar tratado hidrotérmicamente y lo

asocio con la menor incidencia de los sintomas del DF presentada por los frutos.
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2 Tratamientos que brindan tolerancia al dafio por frio

Los trastornos causados por las temperaturas bajas durante la maduracion y
senescencia de productos horticolas sensibles a la refrigeracibn afectan
negativamente su calidad y por lo tanto su comercializacion (Lafuente y Zacarias
2006; Mulas y Schirra 2007). Actualmente existen diversas tecnologias que retrasan
el desarrollo de DF durante el almacenamiento; algunas de ellas son de naturaleza
fisica y consisten principalmente de cambios en la temperatura, la humedad relativa
o la composicién gaseosa de la atmosfera durante el almacenamiento (Sevillano y
col 2009).

El tratamiento con temperaturas altas constituye una estrategia ampliamente
utilizada en poscosecha para el control de enfermedades por la inhibicién directa del
patdégeno y para estimular ciertos mecanismos del producto con el fin de mejorar su
respuesta a diferentes tipos de estrés como las temperaturas bajas (Lurie y Sabehat
1997; Soto-Zamora y col 2005). Se han empleado diferentes métodos para la
aplicacion de altas temperaturas, destacando el tratamiento hidrotérmico, el
tratamiento con vapor y con aire caliente (Lurie 1998; Porat y col 2000).

Los tratamientos hidrotérmicos (TH) se aplican por inmersién de los productos
en agua caliente con una duracion de pocos minutos, ya que el agua es un medio de
transferencia de calor mas eficiente que el aire (Lurie 1998). Estos representan uno
de los métodos mas utilizados debido a las ventajas que poseen como lo es el no
afectar la calidad del fruto, facil aplicacion, bajo costo, eliminacion de patdégenos y

reduccion de la aparicion de sintomas de DF durante el almacenamiento a
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temperaturas bajas (Schirra y D’hallewin 1997; McDonald y col 1999; Cardenas-
Torres 2013).

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(unSFA)/saturados(SFA) debido a una mayor
actividad de las acido grasos desaturasas (FADS) y una disminucion en la actividad
de enzimas responsables de la degradacion de los unSFA como la fosfolipasa D
(PLD) vy lipoxigenasa (LOX) (Los y Murata 1998; Yu y col 2009; Rui y col 2010;
Herndndez y col 2011); (2) mayor expresion génica de proteinas de choque térmico
(HSP), las cuales funcionan como chaperonas moleculares para mantener la
estabilidad de las proteinas (Thomashow 1999) mediante el reconocimiento y union a
proteinas incompletamente plegadas para evitar su agregacion y facilitar su
renaturalizacion y plegamiento correcto (Ellis y Van der Vies 1991; Craig y col 1994;
Lee 1995; Boston y col 1996); (3) mejora de la actividad del sistema antioxidante
(SOD, APX, GR, y CAT) lo que conduce a una menor acumulacién de ROS y una
mejor relacion de unSFA/SFA como consecuencia de una menor peroxidacion de
lipidos (Hodges y col 2004; Shao y Tu 2013); (4) activacion de vias de conversion de
arginina a moléculas con caracter antioxidante como poliaminas (putrescina,
espermidina y espermina) y de sefalizacion como oxido nitroso (NO) y prolina, esta
altima involucrada en la regulacion osmotica entre el citoplasma y vacuola,
regulacion redox de NAD/NADH, en la estabilizacion de la membrana y activacion

de sistemas de eliminacion de ROS (Sharp y col 1990; Bohnert y Jensen 1996;
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Zhang y col 2010; Zhang Yy col 2013; Soleimani y col 2014); (5) alteracion en la
actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa cuyo incremento en general esta
relacionado con la respuesta del érgano de la planta para contrarrestar el dafio por
frio (Ismail y Brown 1979; Rinaldo y col 2010), aungue 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 glucidos (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 que 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) y prevenir el desarrollo de pudriciones (Fallik 2004). Henriquez
y col (2005) evaluaron la magnitud del DF en frutos de tomate cv Dominique
sometidos a dos diferentes tratamientos térmicos, tratamiento con aire caliente (24 h
a38°Cy6 ha42°C)y tratamiento hidrotérmico (2 min a 48 °C, 2 min a 50 °C y 15
min a 50 °C) previo al almacenamiento a 2 °C por 21 dias en contraste con los no
tratados; los autores encontraron que los tomates sin tratamiento térmico
presentaron mayor dafio, punteado, marchitamiento y pérdida de peso que los
tomates sometidos al tratamiento con aire o inmersion en agua caliente. Por otra
parte, Jing y col (2009) evaluaron el efecto de la aplicacion de un TH (40, 45 °C por 5
y 15 min) sobre los sintomas del DF en tomate cherry. Estos autores observaron que

el tratamiento inducia una mayor tolerancia al DF y que los mayores dafios se
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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, encontraron que al aplicar un TH con diferentes tiempos y temperaturas de
inmersion (3-9 min a 30-50 °C) disminuia el desarrollo de sintomas de DF y el dafio a
membranas celulares, evidenciado por una menor lixiviacibn de electrolitos.
Céardenas-Torres (2013) evalué el efecto del TH (5 min a 42 °C) en frutos de tomate
cv Imperial almacenados a temperatura de DF (15 dias a 5 °C); este estudio
evidencio el efecto benéfico del TH al reducir el desarrollo de sintomas y lograr una
mejor retencion de la calidad, lo cual se relacion6 con menor dafio de membranas e
incremento en las actividades de SOD, CAT y APX. Por su parte, Zhang y col (2013)
y Cruz-Mendivil y col (2015) evaluaron el efecto del tratamiento con aire caliente e
hidrotérmico sobre la expresion génica en frutos de tomate cv Messina y Micro-Tom
respectivamente, los cuales fueron almacenados a temperaturas de dafio por frio (5y
2 °C) durante 28 y 14 dias, con un periodo adicional de maduracion de 3 y 14 dias a
20 °C; ambos autores observaron un efecto protector de los tratamientos térmicos
contra el DF en los frutos de tomate, evidenciado por una reduccién en los sintomas
visuales (maduracion irregular y marchitez), lo cual a su vez se asocié con una
disminucién en la fuga de electrolitos y contenido de MDA. Los resultados mostraron
gue el tratamiento con aire caliente indujo la expresion de genes que codifican
enzimas de detoxificacion, mientras que el tratamiento hidrotérmico ademas
favorecid la expresion de genes relacionados con estrés térmico y metabolismo de

azucares y reprimio algunos del metabolismo de lipidos y de la pared celular.
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Recientemente, Valenzuela-Ponce (2016) evalué los cambios en los
parametros fisiolégicos [lixiviacidn de electrolitos y contenido de malondialdehido
(MDA)] y acumulacion de proteinas en frutos de tomate cv Imperial con y sin TH (5
min, 42 °C) almacenados durante un periodo de 20 dias a temperatura de dafio por
frio (5°C) y temperatura de refrigeracién (12 °C), més un periodo de maduracion de 7
dias a 21 °C. Los resultados revelaron que la aplicacion del TH no tuvo efecto
negativo sobre la calidad de los frutos y resultdé benéfica al disminuir los sintomas
visibles de DF, evidenciandose por los valores menores de lixiviacion de electrolitos y
peroxidacion de lipidos en los frutos con TH respecto a los no tratados. El analisis
protedmico arrojo un total de aproximadamente 300 proteinas, de las cuales 26 se
encontraron acumuladas diferencialmente entre los frutos con y sin TH almacenados
bajo condiciones de DF; los frutos sin TH y con mayor incidencia de sintomas de DF
presentaron una mayor acumulacion de proteinas relacionadas con la produccion de
energia y metabolismo de carbohidratos (triosa fosfato isomerasa y enolasa), asi
como de detoxificacion (Lactoil-glutation liasa) y de procesamiento de proteinas
(Leucino aminopeptdasa 2 cloroplastica, Subunidad Il del complejo citocromo c
reductasa/peptidasa de procesamiento mitocondrial), las cuales podrian ayudar a
compensar las mayores necesidades energéticas y de detoxificacion ocasionadas
por el dafio de los tejidos. En lo que respecta a la mayor tolerancia al dafo por frio
presentado por los frutos sometidos a TH, esta se asoci6 con una mayor
acumulacion de proteinas de choque térmico (HSP 17.7, HSP17.7 y HSP60),
proteinas relacionadas con la patogénesis (remorina, PRP10), metabolismo de

carbohidratos y produccion de energia (xilosa isomerasa, nucleosido difosfato
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kinasa), asi como una proteina rica en glicina de unién al ARN (GR-RBP) y enzimas
de caracter antioxidante (SOD, APX y TPX). La accion conjunta de estas proteinas
podria estar ayudando a mantener la homeostasis celular bajo condiciones de estrés
por frio, al disminuir el exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS), evitar la
desnaturalizacion de proteinas y ayudar en el plegamiento correcto de las mismas. A
pesar de los estudios anteriores, a la fecha no existen reportes acerca del efecto del
tratamiento hidrotérmico sobre la expresion génica en un cultivo de suma importancia
econOmica para Sinaloa como lo es el tomate cv Imperial. Resulta de especial interés
relacionar los cambios en la expresidbn de genes que codifican las proteinas
previamente asociadas con tolerancia al DF inducida por la aplicacion de un TH, lo
cual podria ser de gran ayuda para comprender de mejor manera los mecanismos

moleculares involucrados en dicha tolerancia.

C CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON
SUSCEPTIBILIDAD Y TOLERANCIA A BAJAS TEMPERATURAS

Las plantas han desarrollo diferentes mecanismos de defensa como respuesta
a los diversos tipos de estrés bidticos y abidticos que enfrentan donde se desarrollan,
lo que les proporciona la capacidad de sobrevivir a dichas condiciones. Los cambios
en la expresion de genes, asi como en la acumulacion y modificacion
postraduccional de proteinas son en gran medida los principales mecanismos de
defensa por parte de la planta (Timperio y col 2008).

La exposicion a temperaturas bajas representa uno de los tipos de estrés

abidtico mas comun y de mayor impacto sobre el ciclo de vida de la planta. Los
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efectos provocados por estas temperaturas varian desde una simple anomalia en la
planta hasta la muerte de la misma, por lo que el estudio de los mecanismos
moleculares involucrados en la resistencia o sensibilidad a esta condicion es esencial
para el desarrollo de cultivares resistentes al dafio por frio.

En los ultimos afios se han identificado una gran cantidad genes, proteinas y
rutas metabdlicas involucradas en la percepcion y transduccién de sefiales como
respuesta de las plantas a las temperaturas extremas (Sung y col 2003). Diferentes
estudios enfocados en el andlisis de la transduccion de sefiales hacia el nacleo en
plantas expuestas a temperatura baja mostraron una correlacion entre la
disponibilidad del calcio, la expresién genética durante la aclimatacion al frio y el
desarrollo de la tolerancia al DF, lo que evidencia la importancia del calcio como
mensajero en la cascada de transduccion de sefales a temperatura baja (Monroy y
col 1993). Se ha observado que las células presentan una regulacion diferencial de
los miembros de una familia de genes de la proteina quinasa dependiente de calcio
durante las primeras etapas de aclimatacion fria (Monroy y Dhindsa 1995).

COR (regulacion por frio) representa una superfamilia de genes cuya
expresion ha sido relacionada con una mayor tolerancia a las bajas temperaturas
(Thomashow 1990). Su activacion se debe a la expresion de genes que codifican
para factores de transcripcion como ICE1 y CBF1; el primero codifica para un factor
de transcripcion tipo MYC el cual potencializa la expresion del segundo gen, que
codifica para un factor de transcripcion de union a un elemento regulador cis (CTR,;
Repeticion C o DRE; elemento sensible a deshidratacion) (Baker y col 1994) que

posee esta familia (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 1994; Miura y col 2012).
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En lo que respecta al cultivo de tomate, se han identificado una gran cantidad
de genes relacionados con la diferencias en sensibilidad o tolerancia al dafio por frio
gue presentan los diversos cultivares. Al parecer la induccién de la expresion de los
genes LelCE1 y LeCBF1 representa una de las primeras respuestas por parte de la
planta y fruto de tomate a la exposicidon a bajas temperaturas, este ultimo ha sido
relacionado al mismo tiempo con la produccion enddgena de etileno (Zhao y col
2009b; Miura y col 2012). En este sentido, genes que codifican para proteinas
fotosinteticas como la subunidad pequefia RuBisCO 3B, ferredoxina-NADP(+)-
oxidorreductasa, glicolato oxidasa, proteina de union a la clorofila a/b y proteina del
centro de reaccion de PSII, son los principales que se encuentran expresados
diferencialmente en plantas de tomate durante la aclimatacion a las bajas
temperaturas. Una menor represion en la expresion de estos genes podria ser vital
para la supervivencia de la planta bajo condiciones de estrés por frio, debido
posiblemente a que con esto podria cubrir de mejor manera sus requerimientos
energéticos. En cuanto a la eliminacion de ROS, se ha observado que los principales
genes expresados diferencialmente corresponden a glutation-s-transferasa,
anteriormente relacionada con tolerancia al DF en tabaco (Le Martret y col 2011), asi
como genes que codifican para las enzimas peroxidasas (POD) y CAT (Liu y col
2012).

Las fitohormonas son de suma importancia al participar en una gran cantidad
de mecanismos moleculares y ser necesarias para el desarrollo normal de la planta
y/o fruto, por lo que la regulacion en la expresion de los genes relacionados con su

metabolismo es vital en la tolerancia o sensibilidad al DF. Dentro de los principales
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genes del metabolismo de hormonas expresados diferencialmente en la planta de
tomate sometida a temperaturas bajas se encuentra un gen homélogo al ABA3 de
Arabidopsis, el cual codifica para una proteina sulfurasa necesaria para la biosintesis
del acido abscisico y cuya represion ha sido relacionada con una menor expresion
de genes relacionados con la respuesta a las bajas temperaturas y una mayor
sensibilidad al DF en Arabidopsis (Xiong y col 2001). Otros genes expresados
diferencialmente estan involucrados en la sintesis de acido jasmonico y codifican
para lipoxigenasas y 12-oxofitodienato reductasas. El 4cido jasmonico es esencial en
la regulacion de la respuesta de defensa sistematica por parte de la planta de
tomate, asi también se ha relacionado con una mayor expresion de los genes leucina
aminopeptidasa Al (LASP-A1), JA2, proteina relacionada con la patogénesis (PRs) y
fenil alanina amonio liasa (PAL), cuya expresion se ha reportado ser mayor en
genotipos de tomate con mayor tolerancia al estrés por frio en comparacién con
genotipos sensibles (Liu y col 2012).

Como se mencioné anteriormente, el calcio parece jugar un papel muy
importante en la compleja cascada de sefializacion molecular durante la aclimatacion
de la planta a las temperaturas bajas. En el caso del cultivo de tomate se han
reportado diferencias significativas en cuanto a la expresion de genes que codifican
para proteinas de union al calcio y calmodulina; estos funcionan como sensores de
los cambios de concentracién de Ca*y estan relacionados con la regulacién en la
expresion de genes corriente abajo (Reddy y col 2011; Liu y col 2012).

En el fruto de tomate también se ha observado la expresion diferencial de una

gran cantidad de genes al someterlo a condiciones de estrés por frio, entre los que
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se encuentran ACS2, ACS4 y ACO1 que codifican para las enzimas ACC sintasa y
ACC oxidasa involucradas en la biosintesis de etileno (Rugkong y col 2011; Cruz-
Mendivil y col 2015), asi como genes relacionados con la transduccién de sefiales
durante la maduracion del fruto (Proteinas receptoras de etileno: LeETR1, NR,
Proteinas kinasas: LeCTR1, Factores de transcripcion: LeEIL2, LeEIL3, LeEIL4,
LeMADS-RIN), por lo que esta hormona podria estar jugando un papel muy
importante en el desarrollo del DF (Rugkong y col 2011).

PSY1, CRTISO, GGPP y DXS representan los principales genes
pertenecientes a la ruta de biosintesis de carotenoides cuya expresion se ve
fuertemente afectada por las bajas temperaturas. PSY1 codifica para la enzima
fitoeno sintasa que cataliza el primer paso en la biosintesis de carotenoides y
produce fitoeno a partir de la condensacion de dos moléculas de geranil-geranil
pirofosfato (GGPP); CRTISO codifica para una carotenoide isomerasa, enzima que
isomeriza los enlaces cis del licopeno a trans. GGPPS2 codifica para GGPP sintasa
necesaria para la biosintesis de GGPP, sustrato de fitoeno sintasa y por ultimo, DXS
codifica para 1 deoxi-D-xilosa 5-fosfato sintasa involucrada en la biosintesis de
isopentenil pirofosfato (IPP), precursor de GGPP. Con respecto al metabolismo de la
pared celular, se ha encontrado que la expresion de los genes PG, PE1l, TBG4 y
LeEXP1 que codifican para las enzimas poligalaturonasa, pectin esterasa, [3-
galactosidasa y expansinas es alterada por las bajas temperaturas, lo que explica en
cierta medida los cambios observados en firmeza en los frutos de tomate
almacenados a temperatura de DF. PG codifica para la enzima poligalacturonasa

encargada de hidrolizar el polimero compuesto de acido galacturénico
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(homogalacturonanos) mientras que PE codifica para la enzima pectin metilesterasa
relacionada con la remocion de los grupos metilo unidos al homopolimero de acido
galacturénico, incrementando su susceptibilidad a la accion de PG; TBG4 codifica
para B-galactosidasa, enzima relacionada con la liberacion de la galactosa presente
en los galactanos que a la vez forman parte de las pectinas. Por altimo, la expansina
codificada por LeEXP1 esté involucrada en la pérdida de la estructura de la pared
celular al alterar el acceso de diversas enzimas a sus sustratos (Rugkong y col 2011;
Cruz-Mendvil y col 2015).

El efecto del estrés por frio sobre la expresidbn de genes también se ha
observado en aquellos que codifican para enzimas metabdlicas con posibles
funciones tipo chaperona (dehidrina DHN10 y homélogo de dehidrina Ci7; proteinas
de choque térmico HSP20, HSP70 y HSP90) (Weiss y Egea-Cortines 2009; Caffagni
y col 2014; Cruz-Mendivil y col 2015), enzimas del sistema antioxidante (ascorbato
peroxidasa, thioredoxinas y glutation S-transferasa), metabolismo de lipidos
(lipoxigenasa C; TomloxC, fosfolipasa A2, acyl-CoA thiolesterasa, triacylglicerol
lipasa, subunidad o del complejo de oxidacion de los acidos grasos) y el
metabolismo de alcoholes relacionados con cambio en el perfil de compuestos
aromaticos (alcohol deshidrogenasa; ADH2 vy alcohol acyl transferasa; ATT)
(Rugkong y col 2011; Cruz-Mendivil y col 2015).

El conocimiento cuali y cuantitativo sobre los genes existentes en el genoma
del tomate y otras plantas, se debe en gran parte al desarrollo tecnoldgico de las
ciencias émicas, sobre todo la transcriptdbmica, la cual representa una herramienta de

gran utilidad debido a las grandes ventajas que posee, tales como realizar
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aproximaciones cuantitativas de los genes existentes en un genoma e identificar
aguellos que se expresan bajo condiciones especificas; también permite realizar un
mapeo de genes nuevos en los cromosomas, la identificacion de diferentes
isoformas, la determinacion de las diferentes funciones que poseen los ARN, entre
otras aplicaciones. Entre las tecnologias desarrolladas para el estudio del
trancriptoma se encuentran principalmente las basadas en la hibridacion y las
basadas en la secuencia del ARN; las primeras implican la incubacién del ADNc
marcado con un agente fluoréforo y el microarreglo que contienen los oligos
complementarios al ADNc, lo que produce una emision de fluorescencia proporcional
a la expresion genética o cantidad de ADNc presente. El microarreglo de ADNc
representa uno de los métodos por hibridacion mas utilizados por su alto rendimiento
y costo relativamente barato, pero presenta las desventajas de poseer un rango
limitado de deteccion debido al ruido y saturacion de sefiales y la necesidad de
conocer el genoma del organismo en cuestion, limitando asi su rango de aplicaciéon
(Wang y col 2009; Haider y Pal 2013). Por otro lado, la secuenciacion de secuencias
expresadas (EST), el andlisis serial de la expresion de genes (SAGE), la
secuenciacion masiva en paralelo (MPSS) y PCR en tiempo real (QRT-PCR)
representan algunas tecnologias que determinan directamente la secuencia de
ADNc. La técnica de qRT-PCR es una de las mas utilizadas debido a su alta
precision y rendimiento en la medicion de la expresion génica; sin embargo, al igual
gue todas las tecnologias posee sus desventajas, como lo son la dificultad de

mapear porciones pequefias de ADNc amplificados en sus respectivos genomas, el
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analisis se realiza en un solo transcrito y es dificil distinguir entre diferentes isoformas
presentes (Wang y col 2009).
1 TranscriptOmica en tomate expuesto a estrés por frio

Diversos estudios transcriptomicos realizados en tomate han ayudado a
comprender y dilucidar los diferentes mecanismos implicados en la sensibilidad o
tolerancia al DF. Zhao y col (2009a) evaluaron la expresion del gen LeCBFL1 en frutos
de 2 cultivares que difieren en la tolerancia al frio, S. lycopersicum cv Santiam de
mayor tolerancia y S. lycopersicum cv Lichun de menor tolerancia; los autores
observaron que LeCBF1 se expresé después de un periodo mas corto de exposicion
a la baja temperatura en el cultivar Santiam con respecto a Lichun de menor
tolerancia al frio, lo que se correlaciond con la mayor resistencia al DF presentada
por los frutos. Posteriormente, Zhao y col (2009b) observaron que la expresion de
LeCBF1 era dependiente de la produccién endogena de etileno en lo frutos, lo cual
se pudo evidenciar al encontrar que la aplicacion exégena de etileno aumentaba la
expresion del gen disminuyendo los sintomas del DF, mientras que la aplicacién de
1-metilciclopropeno (inhibidor de etileno) reducia la expresion e incrementaba los
sintomas de DF.

Weiss y Egea-Cortines (2009) caracterizaron el transcriptoma de plantas y
frutos de tomate (Micro-Tom y Demisem) durante la maduracion en condiciones de
estrés por frio (48 horas a 6 °C), encontrando aumentos en la expresion de genes
relacionados con la sintesis de proteinas (ARN ribosomal 25S, proteinas ribosomales
L10, L27, S11, S13 y endonucleasas), metabolismo de carbohidratos (almidon

fosforilasa, triosa fosfato isomerasa y aldo/ceto reductasa), mitocondria (ATP sintasa
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cadena beta) y cloroplasto (proteina de unién a clorofila A-B). Al analizar el perfil de
transcritos, se sugirié que el gen que codifica para un homdlogo de dehidrina de
papa (Ci7) pudiera funcionar como marcador en el estudio de la respuesta al estrés y
gue el mecanismo de aclimatacion o respuesta a las temperaturas bajas por parte del
fruto parece ser diferente al de la planta ya que esta no presenté un aumento
significativo en la expresion de dicho gen.

Rugkong y col (2011) reportaron que la maduracién no uniforme de frutos de
tomate (linea de introgresion M82IL2-2, S. lycopersicum x S. pennellii) almacenados
a 3 °C por dos o0 mas semanas se debia a cambios en la expresion de genes
relacionados con la sefializacion del etileno (LeETR1 y NR) y con factores de
transcripcion (LeMADS-RIN) necesarios para la expresion de genes asociados con la
biosintesis de esta fitohormona (ACO1, ACS2 y ACS4) y carotenoides (CRTISO,
GGPPS2 y DXS), asi como con el metabolismo de la pared celular (PG, PE1, TBG4,
y LeExpl) y caracteristicas sensoriales (TomloxC, ADH2, y ATT).

Por otro lado, con el fin de analizar diferencias transcripcionales en cultivares
de tomate con diferente grado de tolerancia al DF, Liu y col (2012) evaluaron la
expresion génica de tres genotipos de plantas de tomate expuestos a temperatura de
DF (4 °C) durante 0, 1, 3, 5y 7 dias; utilizaron dos parentales, S. habrochaites como
resistente (LA1777) y S. lycopersicum (LA4024) como sensible, asi como una linea
gue poseia una introgresion de S. habrochaites en el cromosoma 12 (LA3969). Los
resultados obtenidos mostraron un menor dafio de la membrana celular, una menor
inhibicion del PSII y menor actividad de APX en los genotipos resistentes (LA1777 y

LA3969) en comparacion con el sensible (LA4024). Encontraron 92 genes
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expresados diferencialmente entre ambos genotipos, entre los cuales se encontraron
factores de transcripcion (MYBs, HSFs, WRKYs, NACs y dedos de Zinc) que causan
la expresion de una gran cantidad de genes que codifican para proteinas como
HSPs, PRs y dehidrinas; también observaron una mayor expresion de genes
relacionados con la fotosintesis (FNR, GOXs y RuBisCo 3B), eliminacién de especies
reactivas de oxigeno (PODs y GSTs), metabolismo y sefializacion de hormonas
(ABA3, LOXs y UGTs) y otras enzimas metabdlicas (PAL y BAM).

Caffagni y col (2014) evaluaron la expresion de genes candidatos inducidos
por bajas temperaturas y especies reactivas de oxigeno producidas bajo estas
condiciones en plantas de dos cultivares de tomate, Albenlga (resistente) y Marzano
(sensible), expuestos durante 2, 4, 8, 24 y 72 horas a temperatura de DF (1 °C), asi
como después de transferirlos a temperatura de maduracion (25 °C) durante 11 dias.
Encontraron mayores niveles de expresion de los genes LeCBF1 y LeFAD7, genes
COR (dehidrina homologa a Ci7 y DHN10) y genes mediados por ROS (BZIP y MYB)
en el cultivar tolerante en comparacion con el sensible. Ademas, observaron una
induccion mas rapida en la expresion de los genes que codifican para las familias de
los factores de transcripcion ERF y dedo de zinc C2H2 en cv. Albenlga. El factor de
transcripcion dedo de zinc C2H2 esté relacionado con la expresion de genes que
codifican para proteinas de aclimatacion a las bajas temperaturas (WRCORA413) y
con proteinas transmembrana que participan en la sefializacion a diferentes estreses
abidticos (COR413) (Zhang y col 2011a).

Otro estudio muy interesante es el realizado por Zhang y col (2013) quienes

evaluaron la actividad y expresion (LeARG1 y LeARG2) de enzimas arginasas, asi
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como la acumulacion de metabolitos relacionados con el metabolismo de arginina en
tomate Solanum lycopersicum L. cv Messina tratados con aire caliente (38 °C, 12 h) y
gue presentaron cierta tolerancia al DF al almacenarlos durante 21 y 28 dias a 2 °C.
Los resultados mostraron una mayor expresion de estos genes, asi como una mayor
actividad enzimatica en los tomates tratados con aire caliente en comparacién con
los no tratados (control) durante todo el periodo de almacenamiento, coincidiendo a
la vez con una mayor acumulacién de prolina y putresina, metabolitos anteriormente
relacionados con una mayor tolerancia al DF.

Recientemente, Cruz-Mendivil y col (2015) realizaron un analisis
transcriptomico comparativo entre frutos de tomate (S. lycopersicum cv. Micro-Tom)
con y sin TH previo al almacenamiento en frio. Ellos asociaron la tolerancia al frio en
frutos tratados con la induccién de la expresion de genes relacionados con estrés
térmico (HSP y HSTF), detoxificacion (GST), metabolismo de azucares (TPP y
ALDOSA 1-EPIMERASA), biosintesis de carotenoides (PSY) y etileno (ACO y ACS).

A pesar de los estudios anteriormente mencionados, hasta el momento no se
ha evaluado la expresion de genes candidatos responsables de la tolerancia o
sensibilidad al DF en un genotipo de tomate de importancia econémica y agronémica
para Sinaloa como lo es el cultivar Imperial. En este sentido, resulta interesante
relacionar los cambios en la expresion de estos genes con la tolerancia inducida al
DF en el fruto por medio de la aplicacion de un TH.

2 ProteOmica en tomate expuesto a estrés por frio
Al igual que la transcriptdmica, la protedmica resulta ser una herramienta muy

atil en la investigacion de los diferentes mecanismos moleculares relacionados con
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respuesta a ambos tipos de estrés, bidtico y abiético. En los dltimos afios se han
realizado algunos estudios de proteébmica 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 el estrés por frio inhibi6 la expresion de proteinas relacionadas con los procesos
de maduracién. En este estudio, las proteinas involucradas en la resistencia al DF
fueron proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (SHSPs). 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 expresién de genes a
temperaturas bajas. En otro estudio realizado por Sdnchez-Bel y col (2012) se llev6 a
cabo un analisis 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 sintomas y las
implicadas en la respuesta. Las proteinas expresadas diferencialmente estuvieron
involucradas en dos funciones biolégicas importantes: 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
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procesos fotosintéticos, asi como en la maquinaria de degradacion 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 a la fecha son escasas las
investigaciones enfocadas en la identificacibn de proteinas asociadas con la
tolerancia al DF inducida mediante tratamientos hidrotérmicos. Recientemente,
Valenzuela-Ponce (2016) realizd un analisis proteémico comparativo entre frutos de
tomate cv Imperial con y sin TH almacenados durante 20 dias a 5°C y un posterior
periodo de maduracién (7 dias a 21 °C). En dicho estudio, los frutos de tomate TH
presentaron menor incidencia de sintomas de DF y menores valores de fuga de
electrolitos y peroxidacion de lipidos, lo cual fue asociado con la acumulacion
diferencial de proteinas relacionadas con estrés térmico (SHSP y HSP) y oxidativo
(SOD, APX y TPX), con el metabolismo de carbohidratos (Triosa fosfato isomerasa,
Subunidad 1l del complejo citocromo c reductasa/peptidasa de procesamiento
mitocondrial y Xilosa isomerasa) y con una proteina involucrada en la regulacion en
la expresion génica (GR-RBP). A pesar de lo anteriormente mencionado, no se tiene
conocimiento si la acumulacion diferencial de estas proteinas corresponde con una
induccion en la expresion de los genes que las codifican, lo cual seria de gran ayuda
para un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la
tolerancia al estrés por frio inducida por la aplicacion de un TH. Ademas, es de
esperar que el mayor conocimiento de las bases moleculares de los procesos de
sensibilidad y aclimatacion 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 al ser un fruto climatérico es susceptible al DF lo que representa un
problema tanto para productores como para comerciantes, ya que limita su vida util al
no poder utilizar temperaturas inferiores a los 12 °C durante su almacenamiento y
distribucion poscosecha. La aplicacién de tratamiento hidrotérmico (TH) ha resultado
efectivo en la reduccién de los sintomas de DF al conferirle al fruto mayor tolerancia
a las bajas temperaturas manteniendo la calidad del mismo.

Estudios previos en nuestro laboratorio han analizado cambios en el proteoma
de frutos de tomate cv Imperial relacionados con el estrés por frio (5 °C) y la
tolerancia al DF inducida por un tratamiento hidrotérmico. Si bien estos estudios han
permitido identificar proteinas relacionadas con la susceptibilidad y tolerancia a este
desorden en los frutos de tomate, no existe informacion sobre los cambios de
expresion de genes relacionados con tolerancia al DF en este cultivar de tomate que
es de suma importancia econdmica para el estado de Sinaloa. Por ello, en el
presente estudio se planted analizar la expresion a nivel transcripcional de los genes
correspondientes a proteinas acumuladas diferencialmente en los frutos de tomate
(Solanum lycopersicum cv Imperial) tratados hidrotérmicamente antes de ser
sometidos a temperaturas de DF (5 °C), lo cual podria ser de gran ayuda para un
mejor entendimiento de los mecanismos implicados en la tolerancia al DF inducida

por el TH.
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V OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresién a nivel transcripcional de genes asociados con
tolerancia inducida al dafio por frio mediante tratamiento hidrotérmico en frutos de

tomate cv Imperial (Solanum lycopersicum L.).

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el indice de dafio por frio y parametros fisiologicos (lixiviacion de
electrolitos y contenido de malondialdehido) en frutos de tomate con y sin TH
almacenados por 20 dias a 5 °C y después de un periodo de maduracion de 7
dias a 21 °C.

2. Determinar la expresion de genes que codifican para proteinas de choque
térmico (HSP17.6), sistema antioxidante (GST, APX2, TPX1, Cu-Zn SOD),
metabolismo de carbohidratos (TPI, B-MPP, Xl) y pared celular (PG), biosintesis
de carotenoides (PSY-1) y etileno (ACS4 y ACO1) en frutos de tomate con y sin
TH almacenados por 20 dias a 5 °C y después de 7 dias a 21 °C.

3. Evaluar la relacion entre los niveles de transcritos y los parametros evaluados
en frutos con y sin TH almacenados durante 20 dias a temperatura de DF y

después de un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °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. Se seleccionaron frutos con ausencia de dafios y
defectos y con una coloracién y tamafio uniformes, los cuales fueron lavados con
agua Yy jabon, sumergidos en 200 ppm de hipoclorito de sodio por 3 min y secados.
Se realiz6 una seleccion final y los frutos se dividieron en dos lotes, uno de ellos se
utilizé6 como control y el otro recibié un TH (42 °C por 5 min). Ambos lotes fueron
almacenados durante 20 dias a temperatura de dafio (5 °C), seguido de un periodo

de maduracion (7 dias a 21 °C).

B METODOS

1 Aplicacién de tratamiento hidrotérmico

Los frutos fueron sumergidos durante 5 min en un bafio de acero inoxidable
gue contenia agua a una temperatura de 42 °C (Cardenas-Torres 2013) y
posteriormente fueron enfriados a temperatura ambiente (25 °C) durante 30 min. Se

retird el exceso de humedad de los frutos utilizando toallas de papel.

2 Indice de dafio por frio

Se determind el indice de dafio por frio de acuerdo a lo reportado por Vega-
Garcia y col (2010). Los criterios utilizados 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 utiliz6 una
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escala hedoénica que reflejo el nivel de dafio de cada fruto para cada criterio en
porcentaje (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.

3 Medicion de parametros fisiolégicos

a Lixiviacién de electrolitos

La evaluacion de electrolitos se realizo siguiendo la metodologia reportada por
Zhao y col (2009a) con ciertas modificaciones. Se tomaron cilindros de tejido fresco
de la region ecuatorial con un diametro de 5 mm y 10 mm de longitud, se lavaron con
agua desionizada y luego se colocaron en 25 mL de una solucion de manitol 0.1 M
en la cual 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 en la
solucion de manitol fueron sometidos a 121 °C por 10 min en una autoclave con el fin
de liberar el total de electrolitos. La muestra se dejo enfriar a 25 °C y se midi6 la
conductividad de la solucidon. La lixiviacion se report6 como el porcentaje de

electrolitos lixiviados con respecto al total de electrolitos.

b Contenido de malondialdehido (MDA)
El contenido de MDA, un indicador de la peroxidacion de lipidos, se determiné

de acuerdo con Hodges y col (1999). Se homogeneiz6 1 g de tejido congelado con
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10 mL de una mezcla de etanol:agua (80:20, v/v) y se centrifug6é a 3000 g durante 10
min (Eppendorf, Mod 5804 R, Hamburg, Alemania). Se tomé una alicuota de 1 mL de
la muestra y se afiadié a un tubo de ensayo conteniendo 1 mL de solucién (i) —TBA,
compuesta de 20 % (p/v) acido tricloroacético y 0.01 % de hidroxitolueno butilado, o
bien (ii) +TBA, que contenia todo lo anterior mas 0.65 % de &cido tiobarbitlrico. Las
muestras se agitaron vigorosamente e incubaron a 95 °C por 25 min, se enfriaron a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 3000 g durante 10 min. Se registro la
absorbancia a 440, 532 y 600 nm. Los equivalentes de MDA fueron calculados de la
siguiente manera:

1) A = [(Abs 532.78a) — (Abs 600.7a) — (Abs 532.1ga — Abs 600.7ga)

2) B = [(Abs 440.7a — Abs 600.7ga) 0.0571]

3) Equivalentes de MDA (nmol » mL™) = (A - B/ 157,000) 10°

4 Extraccion de ARN total

El ARN se extrajo utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, EUA)
siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Primeramente las muestras
de pericarpio de tomate fueron molidas en presencia de nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino, el cual fue almacenado a -70 °C hasta su posterior uso. Para la
extraccion del ARN total, se mezclaron 500 mg de tejido molido con 1 mL de Trizol
en un tubo de 2 mL, se incub6 por 5 min y luego se centrifug6 a 12,000 g por 10 min
a 4 °C (Labnet Prism, Mod C2500-R, Edison, EUA). El sobrenadante se transfirié a
un tubo nuevo, se agregaron 0.4 mL de cloroformo y se incub6 por 3 min, seguido de
centrifugacion a 12,000 g por 15 min a 4 °C. Se tomé la fase acuosa superior y se

agregaron 0.5 mL de isopropanol frio al 100%, se incubd por 10 min en hielo y se
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centrifug6 a 12,000 g por 10 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y la pastilla se
lavé con 1 mL de etanol frio al 75% y se centrifugd a 7,500 g por 10 min a 4 °C. El
sobrenadante fue descartado y se dejaron los tubos abiertos de 5 a 10 min para
evaporar el etanol residual. Finalmente, la pastilla se resuspendi6é en 25 pyL de agua

libre de ribonucleasa y se dejo en reposo a temperatura ambiente.

5 Tratamiento de ARN con DNAsa

El ARN resuspendido fue tratado con DNAsa para eliminar el ADN gendémico
presente en la muestra. Se utilizé el kit DNase | (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). A 1-2
ug de ARN total se le agregd 1 uL de amortiguador de reacciéon 10X, 1 uL de DNAsa
| (1 U/uL) y 6 uL de agua tratada con pirocarbonato de dietilo (DEPC). La mezcla se
incubd 15 min a temperatura ambiente, se afiadiéo 1 pL de la solucién de paro y se
incubd 15 min a 65°C; finalmente se coloco en hielo hasta llevar a cabo la sintesis de

ADNCc.

6 Sintesis de ADNc

La sintesis del ADNc se realiz6 utilizando el kit Go Script™ Reverse
Transcription System (Promega, Madison, EUA). Se tomaron 8 puL del RNA tratado
con DNAsa | y se le agreg6 1 pL de primer oligo (dT).s (500 pg/mL), la mezcla se
incubd 5 min a 70 °C e inmediatamente después se colocd en hielo durante 5 min;
posteriormente se centrifugd 10 s y se colocd en hielo. En otro tubo se preparo la
mezcla de reaccion de transcripcidn reversa, la cual consisti6 de 4 puL de
amortiguador de reaccion 5X, 3 uL de MgCl, (25 mM), 1 uL de mezcla de nucleétidos
(dNTPs) (10 mM), 2 uL de inhibidor de ribonucleasas (20 U/uL) y 1 pL de la enzima

transcriptasa reversa (RT) (200 U/pL). Los contenidos de ambos tubos se
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combinaron para tener una mezcla de reaccion final de 20 pL, la cual se incub6 a
temperatura ambiente durante 5 min (etapa de alineamiento), seguido de otra
incubacién a 42 °C por 50 min (etapa de extension) y finalmente se inactivé la enzima
transcriptasa reversa por calentamiento a 70 °C por 15 min; la mezcla de ADNc se

almacend a -70 °C hasta su posterior uso.
7 Andlisis de expresién de genes relacionados con tolerancia al DF

Para el andlisis de expresion de genes de los frutos tratados y sin tratar
hidrotérmicamente a los diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento se
utiliz6 la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real. El ADNc fue
cuantificado utilizando un espectrofotometro BioMate 3s (Thermo Scientific, Madison,
EUA). A partir de 75 ng de ADNc se llevd a cabo la reaccion en cadena de la
polimerasa; se utiliz6 el kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Carlsbad, EUA) para el marcaje de los productos de la reaccién y la
amplificacion se realiz6 en un sistema de tiempo real modelo StepOne (Applied
Biosystems). Los iniciadores de PCR utilizados fueron disefiados a partir de ADNc de
proteinas previamente asociadas con tolerancia inducida al DF por un tratamiento
hidrotérmico en frutos de tomate cv Imperial (Valenzuela-Ponce 2016), utilizando el
programa Primer-BLAST disponible en la pagina

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ (Cuadro 6). Estos fueron disefiados a

una temperatura de alineamiento de 60 °C para amplificar una region de 100-300 pb.
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 95 °C por 5 min, seguido de

40 ciclos a 95 °C (15 s) y 60 °C (1 min) con una velocidad de rampa de 2.2 °C/s.
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Las curvas de fusién se obtuvieron por calentamiento de 65 °C a 95 °C con una
velocidad de rampa de 0.5 °C/s.

Los niveles de expresion de los genes analizados se calcularon usando como control
interno el gen UBI3 (ubiquitina), el cual se ha encontrado que varia muy poco entre
los materiales estudiados. Para cada gen analizado, el valor del ciclo umbral
promedio (Ct) se calculé con tres réplicas para cada tratamiento.

La expresion relativa fue calculada usando la ecuacion:

2 [(Wx-wcl-(6x-6C))]
En donde:

X= Gen de interés
C= Gen control UBI3
W= Promedio de los Ct de frutos sin TH

G= Promedio de los Ct de frutos con TH

8 Analisis estadistico

El analisis estadistico consistié en una ANOVA unifactorial completamente al
azar, donde el factor fue el tratamiento poscosecha con dos niveles (con y sin TH) y
las variables de respuesta el indice de dafio por frio (IDF), lixiviacion de electrolitos
(LE), contenido de malondialdehido (MDA) y expresion génica. Se llevé a cabo una
comparacion de medias mediante la prueba de Fisher con un a=0.05. Todos los
analisis se realizaron utilizando el programa STATGRAPHICS Centurion version

15.2.06 (Stat Point Technologies, Inc. Warrenton, VA, USA).
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VII| RESULTADOS Y DISCUSION

A INDICE DE DANO POR FRIO

El indice de dafio por frio (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 presentada por los mismos. El IDF se
calculé con base en una escala hedonica que incluye los principales sintomas en
frutos de tomate. La evaluacion de este indice en los frutos con y sin TH
almacenados durante 20 dias a temperatura de dafo por frio (5 °C) se realizd
después del periodo de maduracion a 21 °C, ya que los sintomas normalmente se
visualizan de mejor manera una vez que el fruto se encuentra a temperaturas
superiores a las de DF.

En la Figura 4 se muestran los resultados de IDF para los tomates con y sin
TH. El valor de IDF obtenido para los tomates sin TH fue significativamente (P<0.05)
mayor que el de los tratados hidrotérmicamente; los principales sintomas visuales del
dafio fueron maduracion irregular y marchitez (Figura 5). En el caso de los tomates
con TH no se observé marchitamiento y presentaron una maduracion mas uniforme,
lo cual se vio reflejado en un valor significativamente menor de IDF, demostrando asi
el efecto benéfico de la aplicacion del tratamiento hidrotérmico en la reduccién de los
sintomas de dafio por frio en estos frutos.

La presencia de sintomas de dafio por frio ya ha sido reportada anteriormente
por diversos investigadores en frutos de tomate de diferentes cultivares, los cuales se
agravan conforme aumenta el tiempo de exposicién a las bajas temperaturas. En

este sentido, Vega-Garcia y col (2010) reportaron un incremento en el IDF de frutos
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Figura 4. indice de dafio por frio (IDF) en frutos de tomate sin TH y con TH
almacenados durante 20 dias a 5 °C, seguido de un periodo de maduracion por 7

dias a 21 °C. Las barras verticales indican LSD= 0.684 (a=0.05).
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Sin TH

Figura 5. 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 maduracion por 7

dias a 21 °C.
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de tomate cv Imperial conforme transcurria el tiempo de almacenamiento a 5 °C. En
otro estudio realizado por Cardenas-Torres (2013) en el mismo cultivar se observo
gue la aplicacion de un tratamiento hidrotérmico conferia al fruto cierta tolerancia al
dafo por frio, al observar mayor incidencia de sintomas de DF en frutos de tomate
sin tratamiento hidrotérmico respecto a los tratados a partir del dia 10 de
almacenamiento a 5 °C. Resultados similares fueron observados por Valenzuela-
Ponce (2016), quien reportd un IDF significativamente menor en frutos de tomate cv
Imperial sometidos a un TH con respecto a los no tratados después de que fueron
almacenados por 20 dias a 5 °C. En cuanto a otros cultivares, Zhang y col (2013)
reportaron un valor mayor de IDF en tomates cv Messina sin tratamiento térmico con
respecto a los tratados después de 21 y 28 dias de almacenamiento a 5 °C. En el
mismo sentido, Cruz-Mendivil y col (2015) reportaron que la aplicacién de un TH (7
min, 40 °C) en tomate Micro-Tom redujo significativamente los sintomas de DF en
frutos almacenados durante 14 dias a 5 °C en comparacién con frutos control. Cabe
destacar que los valores de IDF y los tiempos de exposicién a temperatura baja para
manifestar los sintomas varian entre los diferentes estudios, lo cual podria atribuirse
a las diferencias genéticas entre los cultivares, las condiciones de cultivo y el estado
de madurez en el cual los frutos fueron cosechados.

Los resultados del presente estudio corresponden con estudios previos, ya
gue la aplicacion del TH confiere tolerancia al DF en los frutos de tomate como se

pudo evidenciar por una menor incidencia de los sintomas asociados al mismo.
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B PARAMETROS FISIOLOGICOS

1 Lixiviacion de electrolitos (LE)

La lixiviacion de electrolitos (LE) es un parametro fisiol6gico ampliamente
utilizado en el andlisis de DF y tolerancia a temperaturas bajas en una gran cantidad
de frutos (Sevillano y col 2009; Soleimani y col 2014), ya que frecuentemente esta
relacionado con un incremento en la permeabilidad de la membrana celular, lo cual
se sugiere representa el evento molecular primario que desencadena los sintomas
de dafio por frio (Sevillano y col 2009).

En la Figura 6 se muestran los valores para lixiviacion de electrolitos de los
tomates con y sin TH almacenados a temperatura de DF (5 °C) durante 20 dias, asi
como después de un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. Se puede observar
gue el porcentaje de electrolitos lixiviados fue significativamente (p<0.05) mayor para
los frutos que no recibieron tratamiento hidrotérmico después de 20 dias de
almacenamiento a 5 °C, asi como después del periodo de maduracion. Esto
concuerda con el mayor valor de IDF encontrado en el presente estudio para los
frutos sin TH, sugiriendo que los dafios criticos en la membrana celular que provocan
la pérdida de su permeabilidad y dan lugar al desarrollo de los sintomas del DF
ocurren durante el almacenamiento a temperaturas bajas y no pueden ser reparados
completamente al transferirse a temperatura de maduracion. Este mismo
comportamiento fue observado por Céardenas-Torres (2013) y Valenzuela-Ponce
(2016) en tomates del mismo cultivar con y sin tratamiento hidrotérmico almacenados
hasta por 20 dias a 5 °C. Zhang y col (2013) y Cruz-Mendivil y col (2015) aplicaron

tratamientos térmicos previo al almacenamiento en frio en tomate cv Messina (aire

64



80 -
70 A
60 -

50 -
B sinTH

TH
30 -

Lixiviacion (%)

10 -

20d a5°C 20da5°C+7da?2l°C

Figura 6. Lixiviacion de electrolitos en frutos de tomate sin y con TH. Los frutos
fueron almacenados por 20 dias a 5 °C y posteriormente por 7 dias a 21 °C. Las
barras verticales indican LSD= 5.4269 para 20 dias a 5 °C y LSD= 3.1045 para 20

dias a 5 °C +7 dias a 21 °C (a=0.05).
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caliente, 38 °C por 12 h) y Micro-Tom (TH, 40 °C por 7 min), respectivamente,
observando resultados similares a los del presente estudio. Estos autores sugieren
gue 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.

Los resultados de lixiviacion de electrolitos sugieren que el tratamiento
hidrotérmico brindé cierta tolerancia al DF a los frutos de tomate. La menor fuga de
electrolitos en frutos con TH podria estar relacionada con una menor pérdida en la
funcionalidad de las membranas celulares. Zhao y col (2009a) reportaron valores
menores de lixiviacion en tomates con cierta tolerancia al DF (Santiam) en
comparacion con frutos menos tolerantes (Linchun). En otro estudio desarrollado por
Jing y col (2009) observaron que la aplicacién de TH confirié a los frutos una mayor
proteccion al dafio de membranas, lo cual se tradujo en una menor lixiviacion de
electrolitos en estos frutos con respecto a los no tratados. Al mismo tiempo estos
autores observaron que los frutos con TH presentaban un menor dafio en los
organelos del tejido de pericarpio como reticulo endoplasmico, vacuolas y

mitocondrias, encontrando incluso intactas las membranas de los dos ultimos.

2 Contenido de malondialdehido (MDA)

El malondialdehido (MDA) ha sido ampliamente utilizado como un indicador
del estrés oxidativo y del grado de dafio ocurrido en las membranas celulares de
frutos expuestos a estrés por frio, ya que es el producto final de la peroxidacién de

lipidos, el cual representa el evento primario responsable de la pérdida de la

66



integridad de las membranas celulares, cuya magnitud es dependiente del tiempo de
exposicién a temperaturas bajas (Hodges y col 1999; Zhang y col 2013).

En la Figura 7 se muestran los valores del contenido de MDA para los tomates
almacenados a 5 °C, donde se puede observar una mayor peroxidacion de lipidos en
los frutos sin TH. Los resultados demuestran que la aplicacion de un tratamiento
hidrotérmico redujo significativamente el contenido de MDA en los frutos de tomate
durante su almacenamiento a temperatura baja (5 °C), asi como después del periodo
de maduracion (21 °C). El valor significativamente (p<0.05) mayor de MDA
observado en los frutos sin TH podria ser consecuencia de un evento cascada
provocado por las temperaturas bajas, el cual tiene su inicio con la reorganizacion de
los lipidos de membrana, lo que podria provocar una mayor susceptibilidad por parte
de los acidos grasos a ser oxidados por la gran cantidad de especies reactivas de
oxigeno (ROS) proveniente de la activacion de NADPH oxidasas localizadas en la
membrana celular (Asada y col 1977; Vianello y Marci 1991; Ogawa y col 1997) y el
escape de electrones de la cadena de transporte en mitocondrias y cloroplastos
debido a alteraciones en la funcionalidad de sus membranas (Mittler 2002); aunado a
esto, una mayor expresion de genes relacionados con el metabolismo de lipidos
(Cruz-Mendivil y col 2015) y un aumento en la actividad enzimatica de lipoxigenasa
(LOX) estarian aumentando el grado de peroxidacion de los lipidos y provocando un
mayor dafio a la membrana celular. LOX es una enzima que desencadena la
peroxidacion de lipidos de la membrana plasmatica disminuyendo el nivel de

desaturacion y la integridad de la misma (Lee y col 2005).
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Figura 7. Contenido de malondialdehido (MDA) en frutos de tomate sin TH y con TH.
Los frutos fueron almacenados durante 20 dias a 5 °C y posteriormente por 7 dias a
21 °C. Las barras verticales indican LSD= 1.0176 para 20 dias a 5 °C y LSD= 1.480

para 20 dias a 5°C +7 dias a 21 °C (a=0.05).
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Respecto a los valores significativamente menores de MDA en los tomates con TH,
esto podria estar relacionado con un incremento de acidos grasos insaturados
presentes en la membrana celular, con una mayor actividad enzimatica de proteinas
del sistema antioxidante como superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
ascorbato peroxidasa (APX) (Cardenas-Torres 2013; Zhang y col 2013) y con una
menor expresion de genes relacionados con el catabolismo de acidos grasos (Cruz-
Mendivil y col 2015).

La maduracién es un proceso mediante el cual los frutos desarrollan los
atributos de calidad deseables por los consumidores. Durante esta etapa se
producen una gran cantidad de modificaciones quimicas, fisicas y estructurales como
consecuencia de la induccion en la expresion de genes codificantes para proteinas
con actividad enzimatica encargadas de producir la textura, coloracion, sabor y olor
caracteristico del fruto maduro. Una gran cantidad de estudios han mostrado la
importancia del etileno durante la maduracién de tomate, ya que estd relacionado
con la induccion de genes de maduracion, entre ellos los involucrados con el
metabolismo de la pared celular, lipidos y biosintesis de carotenoides (Pirrello y col
2009). También se ha observado que el efecto de la maduracién sobre parametros
fisiolégicos como lixiviacién de electrolitos es dependiente del cultivar analizado y
gue guarda una alta correlacion positiva con la pérdida de agua, la cual es
responsable de la pérdida de firmeza y peso del fruto (Parker y Maalekuu 2013). Esto
podria explicar en cierto grado los valores de electrolitos lixiviados y MDA
observados en los frutos de tomate después del periodo de maduracion, ya que

durante este proceso existe de manera natural una produccion de ROS, ademas de
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modificaciones estructurales en la pared celular, en el metabolismo de lipidos y
metabolitos secundarios que pudieran tener un efecto sobre la integridad y
permeabilidad de las membranas. En un estudio realizado por Céardenas-Torres
(2013) en frutos de tomate cv Imperial con y sin TH, se observé que la pérdida de
peso no representaba un sintoma importante de DF. Por su parte, Parker y Maalekuu
(2013) observaron que el efecto de la maduracién sobre la lixiviacion de electrolitos
era distinto en los diferentes cultivares de tomate, siendo en algunos casos superior
en la etapa de madurez completamente roja respecto a las etapas anteriores y en
otras ocasiones todo lo contrario. Respecto a MDA, Jiménez y col (2002) reportaron
un incremento en la acumulacién de lipidos y proteinas oxidadas durante la
maduracién del fruto (cv Alisa Craig) como consecuencia del H,O, producido en las
diferentes etapas de madurez. En otro estudio, Mondal y col (2004) observaron una
mayor cantidad de lipidos peroxidados en frutos de tomate completamente rojos, lo
cual asociaron con el aumento de la actividad enzimética de lipoxigenasa (LOX).

Los resultados para MDA concuerdan con lo obtenido para el IDF vy lixiviacion
de electrolitos durante el periodo de almacenamiento en frio y el periodo de
maduracién. Esto era de esperarse ya que al haber una mayor peroxidacion de
lipidos existe una mayor perdida en la permeabilidad selectiva de las membranas, lo
cual se refleja en un incremento en la fuga de electrolitos y severidad de los sintomas
de DF. Este comportamiento concuerda con lo observado por Cardenas-Torres
(2013) y Valenzuela-Ponce (2016) para frutos de tomate del mismo cultivar tratados
hidrotérmicamente, asi como con lo reportado por Zhang y col (2013) para tomate cv

Messina con tratamiento térmico almacenado a temperatura baja. En estos estudios
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se demostro la importancia de la aplicacion de un tratamiento térmico en la induccién
de la tolerancia al DF, lo cual se ve reflejado en la reduccién de los parametros
fisiologicos (lixiviacién de electrolitos y MDA) y sintomas visuales de este desorden.
En este sentido, Zhao y col (2009a) reportaron valores menores en la lixiviacion de
electrolitos y MDA para tomates que poseian cierta tolerancia al dafio por frio
(Santiam) respecto a un cultivar mas sensible (Lichun) y lo relacionaron con la menor
incidencia en los sintomas de DF presentes en el mismo. Los resultados del presente
estudio concuerdan con los estudios anteriores y sugieren que la aplicacién del TH
brinda un efecto protector al fruto de tomate contra el DF, evidenciado por los valores
menores de lixiviacion de electrolitos, contenido de MDA y menores sintomas

visuales en el fruto.

C CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON ESTRES
POR BAJA TEMPERATURA Y TOLERANCIA INDUCIDA AL DANO POR FRIO

En estudios previos se observo cierta tolerancia al dafio por frio en frutos de
tomate cv Imperial tratados hidrotérmicamente respecto a frutos sin tratar, lo cual fue
relacionado con una mayor actividad enzimatica de proteinas del sistema
antioxidante (SOD, CAT y APX) (Cardenas-Torres 2013) y con la acumulacion
diferencial de proteinas, destacando las relacionadas con el estrés térmico (HSP,
sHSP), metabolismo de carbohidratos y obtencion de energia (TPI, B-MPP, Xl), el
sistema antioxidante (TPX1, CuZn SOD, APX2) y la regulacién en la expresion
génica (GR-RBP) (Valenzuela-Ponce 2016). Al parecer, la eliminacion del exceso de

radicales libres, la regulacion génica y la activacion de proteinas tipo chaperona

71



forman parte de los principales mecanismos activados por la aplicacién del TH que
pudieran estar relacionados con la tolerancia al DF. Para comprender de mejor
manera los mecanismos moleculares relacionados con la tolerancia al DF inducida
por la aplicacion de un tratamiento hidrotérmico en frutos del cultivar Imperial, en el
presente estudio se evaluo la expresidn transcripcional de genes que codifican para
las proteinas anteriormente mencionadas y otros relacionados con la tolerancia al DF
en frutos con y sin TH almacenados por 20 dias a 5 °C y después de un periodo de
maduracion de 7 dias a 21 °C. Este andlisis se realiz6 mediante PCR en tiempo real
y se determinaron niveles relativos de expresion con respecto al fruto sin TH
utilizando el gen UBI3 (Ubiquitina) como control para la normalizacion de los datos.
En la Figura 8 se muestra la expresion relativa de 12 genes evaluados en
frutos con y sin TH después de 20 dias de almacenamiento a 5 °C. Se puede
observar una expresion mayor (p<0.05) de genes que codifican para proteinas
relacionadas con respuesta al estrés térmico [proteina de choque térmico (HSP17.6)]
y oxidativo [thioredoxin peroxidasa (TPX1), ascorbato peroxidasa (APX2) y glutation-
s-transferasa (GST)], biosintesis de etileno [aminociclopropanocarboxilato oxilasa
(ACO1); aminociclopropanocarboxilato sintasa (ACS4)] y carotenoides [fitoeno
sintasa (PSY-1)], metabolismo de carbohidratos [xilosa isomerasa (XI)] y regulacion
en la expresion de genes [proteina rica en glicina de unién a ARN (GR-RBP)] en los
frutos tratados hidrotérmicamente respecto a los no tratados. En cuanto a los frutos
sin TH, estos presentaron una expresion mayor (p<0.05) de los genes que codifican
para proteinas del metabolismo energético [triosa fosfato isomerasa (TPI)] y

metabolismo de pared celular [poligalacturonasa (PG)].
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Figura 8. Expresion relativa de genes relacionados con susceptibilidad y tolerancia al
DF en frutos de tomate cv Imperial con y sin tratamiento hidrotérmico almacenados
por 20 dias a 5 °C. La expresion de los genes se calculé utilizando al gen UBI3 como
control y tomando como referencia el fruto sin TH, cuyo nivel de expresion tomo el
valor de 1. Las barras indican los LSD para gen. Proteina de choque térmico
pequeifia (HSP17.6), CuZn superoxido dismutasa (Cu-ZnSOD), ascorbarto
peroxidasa 2 (APX2), thioredoxin peroxidasa 1 (TPX1), glutation-s-transferasa (GST),
triosa fosfato isomerasa (TPl ), subunidad Il del complejo citocromo c reductasa/
peptidasa de procesamiento mitocondrial (B-MPP SUBII), xilosa isomerasa (XI),
proteina de unién al ARN rica en glicina (GR-RBP), acido l-aminociclopropano-1-
carboxilico sintasa 4 (ACS4), acido l-aminociclopropano-1-carboxilico oxidasa 1

(ACO1), fitoeno sintasa (PSY-1), poligalacturonasa (PG).
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Debido a que el dafio por frio es un desorden que depende del tiempo de exposicion
a las temperaturas bajas y sus sintomas son visibles al exponer los frutos a
temperaturas mayores gue la critica, se analizaron los cambios transcripcionales de
los genes anteriormente mencionados en frutos de tomate sin y con TH después de
su almacenamiento a temperaturas bajas (20 dias a 5 °C) y un periodo de
maduracién de 7 dias a 21 °C, ya que en este punto hubo un mayor desarrollo de
sintomas causados por la exposicién al frio de acuerdo con el indice de dafio por frio
(Figura 4). Los genes expresados diferencialmente correspondieron a aquellos que
codifican para proteinas de choque térmico (HSP17.6) y enzimas antioxidantes
(Cuzn SOD, APX2, TPX1, GST), asi como para enzimas relacionadas con la
biosintesis de etileno (ACO1, ACS4) y carotenoides (PSY-1), el metabolismo de
carbohidratos (XI, B-MPP SUBII) y la regulacion de expresion génica (GR-RBP)
(Figura 9). El andlisis y discusion de estos resultados se presenta en la siguiente

seccion.

1 Genes relacionados con respuesta al estrés
a Proteina de choque térmico (HSP17.6)

El gen HSP17.6 codifica para una proteina de choque térmico de bajo peso
molecular clase 1l que forma 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). Este grupo de proteinas (sHSP) son codificadas
por seis familias de genes cuya expresion se relaciona con el compartimento celular

donde son requeridas; las clases |y Il codifican para proteinas citosolicas mientras
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Figura 9. Expresioén relativa de genes relacionados con susceptibilidad y tolerancia al
DF en frutos de tomate cv Imperial con y sin tratamiento hidrotérmico almacenados
por 20 dias a 5 °C mas 7 dias a 21 °C. La expresion de los genes se calculd
utilizando al gen UBI3 como control y tomando como referencia el fruto sin TH, cuyo
nivel de expresion tomo el valor de 1. Las barras indican los LSD de cada gen.
Proteina de choque térmico pequefia (HSP17.6), superoxido dismutasa (Cu-Zn
SOD), ascorbato peroxidasa (APX2), thioredoxin peroxidasa (TPX1), glutation-s-
transferasa (GST), triosa fosfato isomerasa (TPI), subunidad Il del complejo
citocromo c reductasa/ peptidasa de procesamiento mitocondrial (8-MPP SUB 1),
xilosa isomerasa (XI), proteina de union al ARN rica en glicina (GR-RBP), &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico sintasa 4 (ACS4), acido l-aminociclopropano-1-

carboxilico oxidasa 1 (ACO1), fitueno sintasa (PSY-1), poligalacturonasa (PG).
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gue las clases lll y IV para proteinas localizadas en el cloroplasto y reticulo
endosplasmatico (Vierling 1991; Helm vy col 1993). La quinta clase codifica para
SHSP ubicadas en mitocondria (Lenne y Douce 1994; Dong y Dunstan 1996) y por
altimo, la sexta clase, la cual esta representada particularmente por la proteina de
22.3 KDa encontrada en soya, su ubicacion se cree es en el reticulo
endosplasmatico (LaFayette y col 1996). Como se esperaba, el nivel de expresion de
este gen fue significativamente (P<0.05) mayor en los frutos sometidos al TH con
respecto a los no tratados, tanto al dia 20 de almacenamiento en frio (Figura 8),
como después del periodo de maduracién de 7 dias a 21 °C (Figura 9). Esto coincide
con estudios previos donde se ha reportado que temperaturas moderadamente altas
inducen la expresion génica y sintesis de proteinas de choque térmico de bajo peso
molecular en frutos de tomate (Sabehat y col 1996; Kadyrzhanova y col 1998;
Polenta y col 2007; Cruz-Mendivil y col 2015), las cuales podrian estar contribuyendo
en la adquisicién de termotolerancia por parte de los frutos, ya que se ha encontrado
una correlaciéon entre la acumulacién de estas proteinas y la tolerancia al DF
presentada por los frutos sometidos a un tratamiento térmico (Sabehat y col 1996;
Polenta y col 2007). Ademas, Siile y col (2004) sugieren que el acondicionamiento de
los frutos a temperaturas altas incrementa la abundancia de proteinas de bajo peso
molecular, las cuales entre sus funciones destaca el actuar como chaperonas
moleculares ayudando al plegamiento correcto, renaturalizacion y evitando la
precipitacion de proteinas bajo condiciones de estrés (Wang y col 2004). Low y col
(2000) reportaron actividad chaperona in vivo para las proteinas de choque térmico

de bajo peso molecular (sHSP17.7 clase | y 7 sHSP 17.3 clase Il) en tomate cv
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Harzfeuer, proponiendo que estas actlan en conjunto con las proteinas de choque
térmico de alto peso molecular en la renaturalizacion o plegamiento correcto de las
proteinas. Estos autores sugieren que las sHSP representan el primer paso en este
proceso, funcionando como estabilizadores de las proteinas al producirse la unién
sHSP-Proteina no plegada, la cual representa solo un intermediario ya que son las
proteinas de choque térmico de alto peso molecular dependientes de ATP las
encargadas del plegamiento correcto de las proteinas.

Kadyrzhanova y col (1998) reportaron un mayor nivel de expresion del gen
HTC1 (tolerancia al dafio por frio inducida por calor) que codifica para una proteina
de choque térmico de bajo peso molecular (HSP17.6 clase Il) en frutos de tomate cv
Mountain Springs sometidos a un tratamiento térmico (42 °C por 2 dias) en
comparacion con frutos no tratados y almacenados a temperatura de dafio por frio (2
°C). Algo similar fue reportado por Ding y col (2001) quienes encontraron una mayor
expresion de genes que codifican para proteinas de choque térmico de bajo
(sHSP17.7; sHSP17.6) y alto (HSP70-1; HSP70-3) peso molecular en frutos tratados
con metil jasmonato, metil silicato o térmicamente (38 °C por 2 dias) durante todo su
almacenamiento en frio (1, 3, 7, 14, 21, y 28 dias a 5 °C); ademas correlacionaron la
expresion del gen que codifica para sHSP17.7 con la tolerancia inducida al DF
mediante la aplicacion de los diferentes tratamientos. Recientemente, Cruz-Mendivil
y col (2015) reportaron una mayor expresion de genes que codifican para proteinas
de choque térmico de bajo (clase I, Il y IV) y alto peso molecular (HSP70 y HSP90)
en frutos de tomate Micro-Tom tratados hidrotérmicamente y almacenados por 14

dias a temperatura de dafio por frio (5 °C). Esto coincide con lo encontrado en el
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presente estudio donde se observé una mayor expresion del gen que codifica para la
proteina sHSP17.6 clase Il en los tomates con TH al término del almacenamiento en
frio (Figura 8), sugiriendo que esta puede estar jugando un papel muy importante en
la tolerancia adquirida por el fruto al DF. Interesantemente, Valenzuela-Ponce (2016)
reportd una acumulacién significativamente mayor de esta proteina después de 20
dias a 5 °C en frutos de tomate del mismo cultivar tratados hidrotérmicamente en
comparacion con los no tratados. Esto confirma junto con otras investigaciones que
la acumulacion de proteinas pertenecientes a esta familia es clave como primera
respuesta del tomate para hacer frente al DF (Sanchez-Bel y col 2012).

En lo que respecta a la expresion después del periodo de maduracion (7 dias
a 21 °C), la expresion relativa de HSP17.6 fue significativamente (P<0.05) més alta
en los frutos con TH respecto a los no tratados (Figura 9), con un valor mayor al
observado al término del periodo de almacenamiento a 5 °C (Fig 8). Este resultado
concuerda con lo reportado por Valenzuela-Ponce (2016) quien observé una mayor
acumulacion de proteinas de choque térmico de bajo (sHSP17.6 clase Il) y alto
(HSP60) peso molecular en frutos de tomate cv Imperial después del periodo de
maduracion de 7 dias a 21 °C. Por otro lado, Ding y col (2001) reportaron un
aumento en el nivel de transcritos para esta proteina en el estado cambiante durante
la maduracion de frutos de tomate cv Beefstake sin ningun tratamiento. La expresion
génica observada en el presente estudio, asi como la mayor acumulacion de
proteinas reportada por Valenzuela-Ponce (2016) en frutos de tomate cv Imperial
sugiere que las proteinas de choque térmico podrian estar contribuyendo a la

mitigacion del DF y a la maduracion normal del fruto. Reportes previos sugieren un
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papel central de las HSP en el desarrollo del fruto bajo condiciones fisiol6gicas,
ademas de su efecto protector contra diferentes tipos de estrés (Sabehat y col 1998;
Low 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.

b Superéxido dismutasa (SOD)

La enzima superéxido dismutasa constituye la primer linea de defensa contra
las especies reactivas de oxigeno producidas bajo condiciones normales o de estrés
a las cuales la planta es sometida (Alscher y col 2002). SOD forma parte del sistema
enzimatico antioxidante y cataliza la reduccién de los radicales superdxido (0%) a
peréxido de hidrégeno y oxigeno molecular. El anién O* puede producirse en
cualquier compartimento de la célula donde exista una cadena de transporte de
electrones incluyendo microsomas, glioxisomas, apoplastos, citosol, mitocondria,
cloroplastos y peroxisomas (Elstner 1991), siendo los tres ultimos compartimentos
los responsables de la mayor generacion de ROS en la célula (Fridovich 1986). Por
esta razon, SOD es clave para la detoxificacion de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y es crucial su presencia en los diferentes compartimentos de la célula
(Gomez y col 1999). Se ha reportado la existencia de tres clases de SOD, las cuales
estan codificadas por diferentes genes y difieren tanto en su ubicacion dentro de la
célula como en el cofactor utilizado para la reduccion del anién superéxido; Fe SOD
se localiza en cloroplastos, mientras que Mn SOD se encuentra asociada a
membrana en mitocondria y peroxisomas, y CuZn SOD en cloroplastos, citosol y

posiblemente en el espacio extracelular (Alscher y col 2002).
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Solamente se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en la expresion
del gen CuzZnSOD que codifica para la enzima superoxido dismutasa dependiente de
cobre y zinc después del periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C, siendo mayor en
los frutos de tomate tratados hidrotérmicamente respecto a los frutos sin TH (Figura
8). El aumento en el nivel de transcritos puede estar relacionado con una mayor
acumulacion y actividad enzimatica de la proteina CuzZn SOD, disminuyendo con ello
los ROS generados durante la maduracion del fruto que podrian potencializar la
pérdida de la integridad de la membrana celular e inducir mayores sintomas de 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 detoxificacién del O* debido a la menor expresién del gen CuZn SOD. Los
resultados del presente estudio concuerdan con lo reportado por Valenzuela-Ponce
(2016) quien observ6 una mayor acumulacion de la proteina CuzZn SOD en frutos de
tomate cv Imperial tratados hidrotérmicamente y sometidos a un almacenamiento de
20 dias a 5 °C més un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. Debido a que los
frutos con TH presentaron mayor tolerancia al DF, se sugiri6 que la mayor
acumulacion de la proteina pudiera ser clave en la proteccion contra el estrés
oxidativo y el dafio a membranas celulares que dan a lugar a los sintomas visibles de
DF.

Los valores similares de expresion del gen Cuzn SOD en los frutos con y sin
TH al término del almacenamiento a bajas temperaturas (20 dias a 5 °C) (Figura 9)
coinciden con lo reportado por Valenzuela-Ponce (2016), quien no observo

diferencias en acumulacion de la proteina CuZn SOD en frutos de tomate cv Imperial
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tratados y almacenados bajo las mismas condiciones. Estos resultados indican que
el TH no tiene efecto sobre la acumulacién de transcritos y proteina de SOD durante
el almacenamiento en frio, lo cual sugiere que los niveles normales de la proteina
proporcionan una actividad de SOD suficiente para detoxificar el aniébn superoxido
producido por el estrés por bajas temperaturas, mientras que durante la maduracion
se requiere una mayor acumulacion de la enzima para garantizar dicha detoxificacion
y prevenir los sintomas de DF. Sin embargo, Cardenas-Torres (2013) observé una
mayor actividad enzimética de esta proteina en frutos de tomate cv Imperial con TH
después de ser almacenados por 10 y 15 dias a 5 °C, mientras que Zhang y col
(2013) reportaron un incremento gradual en la actividad de SOD durante el
almacenamiento a temperaturas de DF (7, 14, 21y 28 d a 2 °C) en frutos de tomate
cv Messina sometidos a un tratamiento con aire caliente. Ambos estudios sugirieron
un papel clave de esta enzima en la detoxificacion del anion superoxido producido
durante esta condicién de estrés y que pudiera estar contribuyendo al desarrollo de
los sintomas de DF. Debido a que la mayor actividad de la enzima en respuesta al
TH no se relaciona con una mayor expresion a nivel transcripcional o traduccional, es
posible que dicha activacién se relacione con una mayor estabilidad y funcionalidad
de la proteina proporcionada por las proteinas de choque térmico.
c Ascorbato peroxidasa (APX2)

Los genes de APX en tomate forman parte de una familia cuya expresion es
dependiente del tipo de estrés al que el tejido de la planta o fruto es expuesto; APX1,
APX2 y APX3 son genes que codifican para enzimas ascorbato peroxidasas

localizadas en citosol, expresados principalmente en raiz (APX1, APX2), tallo y fruto
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(APX2, APX3), mientras que APX4 y APX5 son genes peroxisomales expresados en
hojas, tallo (APX4, APX5) y fruto (APX5) de tomate. Por ultimo, APX6 y APX7 son
genes cloroplasticos que codifican para enzimas localizadas en estroma y tilacoide,
cuya expresion principalmente ocurre en hojas (APX6), raiz, tallo y fruto (APX7) de
tomate. Se ha sugerido que el producto del gen APX7 posee una funcién doble al ser
dirigido tanto al estroma de los cloroplastos como a la matriz mitocondrial (Najami y
col 2008).

Ascorbato peroxidasa es una enzima del sistema antioxidante que pertenece
al ciclo acido ascorbico-glutation (AsA-GSH) localizado en el estroma de cloroplastos
y citosol. Su funcién es detoxificar el H,O, mediante su reduccién a H,O utilizando
como donador de electrones al acido ascérbico. EI monodehidroascorbato generado
por la oxidaciéon del AsA puede ser reducido directamente por la enzima
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) que utiliza NADPH agente reductor o
puede oxidarse de nuevo para producir dehidroascorbato, el cual es reducido a AsA
por la enzima dehidroascorbato reductasa dependiente de glutation (GSH). Por
ultimo el glutation oxidado es regenerado por el NADPH a través de la enzima
glutation reductasa (GR).

En una gran cantidad de investigaciones se ha estudiado la importancia de la
enzima APX en el control del H,O, producido por condiciones de estrés. En todos
ellos se muestra que APX es una enzima esencial en el proceso de sefializacion
intracelular mediado por especies reactivas de oxigeno, asi como en la prevencion
del dafo a tejidos provocado por el estrés oxidativo en organismos fotosintéticos

(Shigeoka y col 2002). En el presente estudio se observdé una mayor (P<0.05)
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expresion del gen APX2 en frutos de tomate cv Imperial tratados hidrotérmicamente
respecto a frutos sin tratamiento a los 20 dias de almacenamiento a 5 °C (Figura 8);
sin embargo, Valenzuela-Ponce (2016) no encontré diferencias en acumulacién de
esta proteina en el mismo cultivar con TH y almacenado bajo las mismas
condiciones. Esta diferencia podria estar relacionada con el hecho de que no todo el
ARNmM es traducido, quizas porque la actividad enzimatica de la proteina es
suficiente para detoxificar el H,O, generado por el estrés por frio. Sin embargo,
Céardenas-Torres (2013) reportd un incremento en la actividad enzimatica de APX a
los 15 dias de almacenamiento a 5 °C en frutos de tomate del mismo cultivar tratados
hidrotérmicamente. Al igual que en el caso de SOD, es probable que la mayor
actividad de APX obedezca a la accion de las proteinas de choque térmico.

La expresion de los genes APX representa una respuesta natural del fruto de
tomate al estrés por bajas temperaturas debido a la necesidad de disminuir los
niveles de ROS producidos en los diferentes compartimentos de la célula (Tsaniklidis
y col 2014). Al parecer la aplicacién de un tratamiento hidrotérmico indujo una mayor
expresion del gen APX en frutos almacenados a temperatura baja (20 dias a 5 °C),
por lo que es posible que exista una reduccion mas eficaz de las especies reactivas
de oxigeno y una menor peroxidacién de lipidos de membrana, proporcionando al
fruto una mayor tolerancia al DF. loannidi y col (2009) reportaron la induccion en la
expresion de un gen que codifica para una APX cloroplastica en frutos de tomate cv
Ailsa Craig, al poco tiempo (1 h) de someterlo a un tratamiento térmico (48 h a 40 °C)
como un mecanismo de defensa a una posible sobreproduccion de ROS. En otro

estudio, Mittova y col (2004) asociaron la mayor acumulacion y actividad enzimatica
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de APX mitocondrial de un cultivar tolerante al estrés salino con una disminucion en
la cantidad de lipidos peroxidados (MDA) en mitocondria. Estos autores sugirieron
que las diferentes isoformas de APX (unida a membrana y soluble en matriz
mitocondrial) son clave para la proteccién de la membrana celular ya que ayudan a
la detoxificacién del H,O, producido por la accién de Mn SOD unida a membrana.
Por su parte, Najami y col (2008) reportaron una mayor expresion génica de APXs
citosdlicos en un cultivar tolerante a altas concentraciones salinas (S. lycopersicum
cv. M82) respecto al cultivar sensible (S. pennellii acc. Atico).

En lo que respecta a la expresion del gen APX2 después del periodo de
maduracién, esta fue significativamente (P<0.05) mayor en los frutos de tomate que
recibieron tratamiento hidrotérmico (Figura 9), lo cual coincide con la mayor
acumulacion de la proteina ascorbato peroxidasa reportada por Valenzuela-Ponce
(2016) para frutos de tomate cv Imperial con TH expuestos a las mismas condiciones
(20 dias a 5 °C mas 7 dias a 21 °C). La correspondencia entre la mayor expresion del
gen APX2 del presente estudio con la mayor acumulacién de proteina reportada
previamente sugiere que ascorbato peroxidasa representa uno de los primeros
mecanismos de eliminacion del H,O, producido por superdxido dismutasa en los
diferentes compartimentos de la célula. loannidi y col (2009) reportaron niveles altos
de transcritos para APX y diferentes isoformas de SOD durante el desarrollo y
maduracion del fruto de tomate cv Ailsa Craig, principalmente en las primeras y
ultimas etapas de madurez. Los resultados del presente estudio sugieren que la
mayor expresion génica se podria ver reflejada en una mayor actividad enzimatica

gue podria ser clave en la eliminacion del H,O, producido durante la maduracién y
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gue de no eliminarse podria potencializar la peroxidacién de lipidos y pérdida de la
integridad de la membrana celular, provocando mayor incidencia de sintomas de DF.
d Tioredoxin peroxidasa 1 (TPX1)

Las tioredoxina peroxidasas (TPXs) son miembros de la familia de enzimas
antioxidantes peroxirredoxinas (PRX), las cuales se encuentran clasificadas en
cuatro grupos (PRX 2-cys, PRX 1-cys, PRX tipo Il y PRX Q) debido a sus diferencias
en secuencia (en el nimero y posicion del aminoacido Cys) y mecanismos cataliticos
utilizados para la reduccion del peréxido. La reaccion de reduccién es catalizada por
el grupo sulfhidrilo (-SH) presente en el aminoacido Cys localizado en la porcion N-
terminal de la proteina, mientras que la reduccion del enlace disulfuro (S-S)
producido por la oxidacion del grupo sulfhidrilo (-SH) es diferente en los cuatro
grupos de peroxirredoxinas; para PRX 2-cys el grupo sulfhidrilo es oxidado dando
lugar a la formacién de un enlace disulfuro intermolecular con una Cys de otra
subunidad, mientras que para PRX Q el enlace disulfuro se produce con una Cys de
la misma subunidad formando un enlace intramolecular, en ambos casos los enlaces
disulfuro son reducidos via sistema thioredoxina (Rouhier y Jacquot 2002). Para el
caso de los otros dos grupos de peroxirredoxinas (PRX 1-cys y PRX tipo II) el grupo -
SH es oxidado sin la produccion de un enlace disulfuro, ya que probablemente no
existe otro residuo de cisteina involucrado en la catalisis. La principal diferencia entre
estas dos clases es que las PRXs tipo Il son reducidas a partir de glutaredoxina (Grx)
o el sistema thioredoxina (Rouhier y col 2001; Brehelin y col 2003; Finkemeier y col
2005), mientras que PRX 1-Cys al parecer es reducido solo por el sistema

thioredoxina (Pedrajas y col 2000).
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El gen tioredoxina peroxidasa 1 (TPX1) codifica para la enzima TPX1
perteneciente al grupo Prx 2-cys involucrada en la detoxificacion de H,0, e
hidroperoxidos de alquilo (Jin y col 1997) a través del sistema tioredoxina (Ross y col
2000). La detoxificacion a través de este sistema 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 es reducida por
NADPH o ferredoxina a través de la funcion catalitica de tioredoxin reductasa
(Balmer y col 2003; Nakamura y col 2005). La expresion de este gen a los 20 dias de
almacenamiento a 5 °C fue significativamente (P<0.05) mayor en los frutos tratados
hidrotérmicamente respecto a los frutos sin TH (Figura 8), lo que coincide con la
mayor acumulacion de la proteina TPX1 reportada por Valenzuela-Ponce (2016) en
tomate cv Imperial con TH almacenado por 20 dias a 5 °C y por Vega-Garcia y col
(2010) en tejido de tomate sano del mismo cultivar expuesto a temperatura de dafo
por frio, sugiriendo que esta enzima es necesaria para proteger el tejido del estrés
oxidativo provocado por las bajas temperaturas. Interesantemente, Cheng y col
(2016) reportaron la induccién de la expresion de dos genes para PRX 2-cys en
hojas de tomate cv Condine Red como respuesta al estrés térmico (45°C por 7
horas). Por otro lado, Baier y Dietz (1997) reportaron una PRX 2-cys cloroplastica en
cebada formando parte del sistema de defensa antioxidante y protegiendo a la
membrana fotosintética del dafio oxidativo, mediante la reduccion del H,O, e
hidroperéxidos de alquilo a sus respectivos productos (H,O y alcoholes). En
Arabidopsis thaliana, la supresion antisentido de una PRX 2-cys afecto la estructura y

funcion de los cloroplastos, particularmente a las proteinas D1 del centro de reaccion

86



del PSII, Rubisco, el complejo captador de luz asociado al PSII (LHCII) y al factor
acoplado a la ATP sintasa tilacoidal (CF1l) durante las etapas tempranas del
desarrollo de las hojas (Baier y Dietz 1999). En este mismo sentido, Awad y col
(2015) reportaron una disminucién en la eficiencia fotosintética, asi como niveles
elevados del anion superoxido, H,O, y proteinas carboniladas en mutantes de
Arabidopsis thaliana que poseian la represion de dos genes de TPXs 2-cys. Por otra
parte, Do y col (2003) reportaron la sobreexpresion de un gen para una TPX
(CAPOT1) en chile en respuesta al tratamiento con H,O, y la inoculacién con la
bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatora, 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.

Los frutos con TH también presentaron una expresion significativamente
(P<0.05) mayor del gen TPX1 después del periodo de maduracion a 21 °C (Figura 9).
Diversos estudios han identificado la proteina TPX en frutos de tomate durante
diferentes procesos como la pudricion apical, la aclimatacién a bajas temperaturas y
la maduracién, sin embargo existe muy poca informacion acerca del posible papel
gue desempefian durante el proceso de maduracién del fruto. Recientemente
Valenzuela-Ponce (2016) no encontrd diferencias significativas en cuanto a la
acumulacion de la proteina TPX1 en tomate cv Imperial después del almacenamiento
a temperatura de DF (20 dias a 5 °C) y un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C,
por lo que la mayor expresion génica del gen no parece reflejarse en una mayor
acumulacion de la proteina. Es necesario ampliar el conocimiento acerca de las

funciones que posee esta enzima durante el proceso de maduracion para tener un
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panorama mas amplio de los mecanismos moleculares involucrados en la tolerancia
al DF y en la maduracion normal del fruto.
e Glutation-s-transferasa (GST)

La enzima glutation-s-transferasa pertenece a una antigua superfamilia de
proteinas cataliticas y de union altamente distribuidas en diversos organismos
aerobios; su presencia ha sido asociada con tolerancia a diversos tipos de estrés ya
gue es inducida por estrés bidtico y abidtico, incluyendo la exposicién a productos
toxicos, el estrés ambiental y enfermedades (Frova 2003). En plantas, las GSTs
estan involucradas en la detoxificacion de xenobidticos y peroxidos de lipidos toxicos,
en la reduccion de dehidroascorbato y metabolismo de metabolitos secundarios
como los derivados de flavonoides e isoflavonoides (medicarpina) (Marrs 1996), asi
como en el transporte de antocianinas hacia la vacuola celular (Kitamura y col 2004),
el mecanismo de sefializacion en respuesta a luz UV (Loyall y col 2000) y durante el
desarrollo y crecimiento de la planta al ser inducida por auxina, etileno, acido
abscisico, jasmonico y salicilico (Marrs 1996; Moons 2005; Jiang y col 2010). La
eliminacién del exceso de ROS parece ser otra funcion catalizada por la enzima
glutatién-s-transferasa debido a la capacidad peroxidasa dependiente de GSH que
posee (GPOX) (Frova 2003); GSH se une al sitio-G localizado cerca del extremo N-
terminal y GST promueve el moviemiento de protones del grupo sulfhidrilo de GSH al
residuo de serina localizado en el centro activo, los cuales son utilizados para la
isomerizacion o peroxidacion del co-sustrato unido al sitio-H ubicado adyacente al

sitio-G (Csiszar y col 2014).
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La expresién del gen GST fue significativamente (P<0.05) mayor en los frutos
tratados hidrotérmicamente respecto a los no tratados al término del almacenamiento
a temperatura de DF (Figura 8), asi como después del periodo de maduracion (7 dias
a 21 °C) (Figura 9). Esta diferencia en expresion podria estar relacionada con una
mayor capacidad de eliminar el exceso de especies reactivas de oxigeno y
moléculas toxicas procedentes de la peroxidacion de lipidos, asi como mantener el
balance de moléculas antioxidantes (acido ascérbico, a-tocoferol, antocianinas)
mediante la actividad peroxidasa dependiente de GSH, que en conjunto podrian
estar contribuyendo a la tolerancia al DF de los frutos con TH. Cruz-Mendivil y col
(2015) reportaron que dentro de los mecanismos moleculares involucrados con la
tolerancia al dafio por frio producido por la aplicacion de un tratamiento hidrotérmico
se encuentra la sobreexpresion de genes que codificaban para enzimas glutation-s-
transferasas. Por su parte, Xuy col (2015) reportaron la induccion del gen LeGSTU2
en planta y fruto de tomate por la exposicion a diferentes condiciones de estrés, entre
ellas térmico. Ademas observaron que la sobreexpresion de este gen resultaba en
una mayor actividad enzimatica de la proteina y una mayor resistencia al estrés
salino y osmético por parte de plantas de Arabidopsis transformadas con el gen

LeGSTUZ2.

Se ha sugerido que las enzimas GSTs son muy importantes en la adaptaciéon y
tolerancia de plantas a diferentes tipos de estrés, debido a las diferentes isoformas
existentes y a su capacidad de detoxificar una gran cantidad de metabolitos téxicos
producidos durante su aclimatacion. Sun y col (2010) reportaron una mayor

expresion de genes que codifican para GSTs en plantas de tomate tolerante al estrés
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salino (Solanum pimpinellifolium, ‘PI365967’) respecto a uno sensible (Solanum
lycopersicum, ‘Moneymaker’), mientras que Csiszar y col (2014) reportaron una
mayor expresion de genes que codifican para glutation-s-transferasas relacionadas
con la detoxificacion de xenobioticos, hidroperdoxidos, metabolitos toxicos, la
isomerizacion de maleilacetoacetato a tirosina y reduccion de compuestos
antioxidantes en plantas de tomate expuestas a un tratamiento con acido salicilico y
estrés salino. En frutos de tomate, Sé&nchez-Bel y col (2012) reportaron la
acumulacion de la proteina GST en respuesta al estrés provocado por las bajas
temperaturas (2 °C), por lo que sugirieron que esta proteina junto con proteinas de

choque térmico formaban parte del mecanismo de tolerancia al estrés por frio.

2 Genes relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y energético
a Triosa fosfato isomerasa (TPI)

El gen TPI codifica para la enzima triosa fosfato isomerasa (TPI) que cataliza
la isomerizacion entre dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido-3-fosfato y es
esencial en la ruta de glicdlisis. Esta reaccibn 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 dioxido de carbono
fotosintético, por lo que esta enzima es de vital importancia tanto en procariotas
como eucariotas (Miernyk 1990). Las plantas poseen dos isoformas de la enzima TPI
localizadas en citosol y plastidos, las cuales estan codificadas por genes nucleares
independientes; la TPI citosélica actda principalmente en el proceso de la glucolisis y

gluconeogénesis mientras que TPI de plastido ademas de participar en las mismas
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rutas tiene un papel muy importante durante la fotosintesis (Pichersky y Gottlieb
1984).

La expresion del gen TPI fue significativamente (P<0.05) mayor en los frutos
sin TH respecto a los tratados hidrotérmiamente al dia 20 de almacenamiento a
temperatura de DF (5 °C) (Figura 8). Interesantemente, Valenzuela-Ponce (2016)
reportd un incremento en la acumulacion de la proteina TPI en frutos de tomate cv
Imperial que no recibieron tratamiento hidrotérmico durante todo el periodo de
almacenamiento a bajas temperaturas, observando la mayor acumulacién al término
de este periodo (20 dias). Ademas, sugiri6 que de manera general la enzima
responde al estrés por bajas temperaturas y que su acumulacion podria ser una
respuesta celular para tratar de proteger los tejidos del estrés por frio. En otro estudio
realizado en el mismo cultivar almacenado a temperatura de DF (5 °C) y refrigeracion
(12 °C), se encontr6 que el incremento en la acumulacion de TPI ocurrié entre los 15
y 25 dias de almacenamiento a temperatura de dafio por frio (Vega-Garcia y col
2010). Ambos reportes concuerdan con lo observado en el presente estudio,
sugiriendo que la mayor expresion del gen TPI en frutos sin TH esta fuertemente
relacionada con la mayor acumulacién de proteina, posiblemente por una mayor
necesidad energética consecuencia del reemplazo de moléculas oxidadas y el
restablecimiento de la homedstasis celular. Por otro lado, Malacrida y col (2006)
reportaron un incremento en la tasa de respiracion para frutos de tomate Micro-Tom
sometido durante 28 dias a temperaturas de DF (4 °C) respecto a frutos
almacenados a temperatura de no dafio. El incremento en la respiracion podria estar

asociado con la mayor expresion génica y acumulacién de la proteina TPl como
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consecuencia de una eficiencia baja en la produccion de energia debido a la
perturbacion de la homedstasis celular.

El incremento en la acumulacion de la proteina TPl bajo diferentes
condiciones de estrés ha sido reportado previamente en tomate. Zhou y col (2011)
analizaron los cambios en el proteoma de hoja y raiz de tomate expuesta a altas
concentraciones salinas, observando la sobreacumulacion de algunas proteinas
pertenecientes al metabolismo de carbohidratos entre ellas triosa fosfato isomerasa,
enolasa y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD. En otro
estudio y con la finalidad de comprender los cambios moleculares asociados al
estrés por frio, Weiss y Egea-Cortines (2009) analizaron los cambios
transcriptomicos en tomate Micro-Tom ocasionados por la exposicion a bajas
temperaturas. Entre los resultados obtenidos encontraron la induccion principalmente
de genes relacionados con el transporte de electrones en mitocondria y cloroplasto,
la biosintesis de proteinas y el metabolismo de carbohidratos y produccion de
energia, entre ellos encontraron la induccion del gen que codifica para la enzima TPI.

Diversos estudios han reportado una disminucion en la acumulacion y
actividad enzimatica de triosa fosfato isomerasa durante las Ultimas etapas de
maduracién en el fruto de tomate. Biais y col (2014) al analizar la acumulacién de
metabolitos claves y actividad enzimatica de proteinas pertenecientes a las
principales rutas metabdlicas durante la maduracion de frutos de tomate, observaron
en general una disminucion en la actividad enzimatica de proteinas del metabolismo
de carbohidratos como triosa fosfato isomerasa conforme la maduracién avanzaba

en el fruto, reportando el menor valor seis dias después de que el fruto alcanzara su
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madurez completa (rojo). Esto concuerda con la disminucion en la tasa de
respiracion mostrada por los frutos climatéricos al alcanzar su madurez completa; el
tomate no es la excepcion, existen diversos estudios realizados en diferentes
cultivares de tomate donde se ha observado una reduccion en la velocidad de
respiracion al pasar del estado de madurez rosa a completamente rojo (Clendenning
1942; Chalmers y Rowan 1971). Esto podria explicar los valores muy similares en el
nivel de transcritos observados en los frutos de ambos tratamientos después del
periodo de maduracion, ya que una vez madurado completamente la velocidad de
respiracion disminuye junto con la necesidad energética.

La acumulacién de esta enzima parece ser necesaria para el ajuste de las
rutas metabdlicas 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
por la reduccion de la cinética de los procesos enzimaticos de la célula a temperatura
baja (Guy 1999).

b Subunidad 1l del complejo citocromo c¢ reductasa/peptidasa de
procesamiento mitocondrial (8-MMP)

El complejo citocromo ¢ reductasa mitocondrial (complejo bcl o complejo 1)
es una enzima multisubunidad de la cadena respiratoria que cataliza la reduccién de
citocromo ¢ por oxidacion de ubiquinol. Acoplado a esta reaccion, 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
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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 (B-MPP y o-MPP) (Glaser y Dessi 1999). En diversos
estudios se ha comparado la secuencia aminoacidica de las proteinas centrales | y |l
del complejo citocromo ¢ reductasa mitocondrial con las subunidades del complejo
peptidasa de procesamiento mitocondrial alfa (a-MPP) y beta (B-MPP) presente en
diferentes especies con el fin de investigar las posibles funciones desempefiadas en
dicho complejo. En la mayoria de ellos se ha observado una amplia homologia
indicando que la funcion péptidasa esta presente en el complejo y que podria estar
desempefiando una funcién clave en el procesamiento de proteinas dirigidas hacia la
mitocondria (Gakh y col 2002).

Las proteinas destinadas a compartimentos mitocondriales generalmente
tienen secuencias sefal en el extremo amino terminal, la cual las dirige al organelo y
a la localizacién 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 sefales 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
el procesamiento son funcionalmente independientes de las subunidades

respiratorias (Emmermann y Schmitz 1993).
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El nivel de expresion del gen que codifica para la proteina de la subunidad Il
del complejo citocromo c¢ reductasa/ peptidasa de procesamiento mitocondrial fue
similar en los frutos con y sin TH al dia 20 de almacenamiento a 5 °C (Figura 8). Esto
difiere de lo reportado por Valenzuela-Ponce (2016) quien encontré una mayor
acumulacion de la proteina B-MPP en frutos de tomate cv Imperial sin TH después de
su almacenamiento en frio (20 dias a 5 °C) y por lo reportado por Vega-Garcia y col
(2010) quienes al analizar las diferencias en cuanto acumulacién de proteinas en
tejido de tomate sano y tejido dafiado por frio, observaron una mayor acumulacién de
esta proteina en tejido que presentaban los sintomas de dafio por frio. Ambos
autores sugirieron que dicha acumulacion podria estar asociada con una mayor
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 dafadas por la temperatura baja. Esta diferencia
pudiera deberse al corto ciclo de vida que posee el ARNm en comparacién con la
proteina, por lo que posiblemente el ARNm es degradado poco tiempo después de
sintetizado, mientras que la proteina al ser mas estable se podria estar acumulando
con el transcurrir de los dias de almacenamiento sin necesidad de inducir una mayor
expresion del gen.

Por otro lado, la expresion significativamente (P<0.05) mayor del gen B-MPP
en los frutos sin TH respecto a los frutos tratados al término del periodo de
maduracion (7 dias a 21 °C) corresponde con el mayor dafio por frio observado en el
fruto una vez transcurrido el almacenamiento a 21 °C, ya que la perdida de la

integridad de la membrana celular de mitocondrias ha sido reportada en frutos de
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tomate como una consecuencia de la exposicion a temperaturas de dafio por frio
(Jing y col 2009). El complejo citocromo ¢ reductasa mitocondrial al localizarse en el
interior de la membrana mitocondrial podria estar siendo afectada por las bajas
temperaturas induciendo una mayor expresion del gen para tratar de remplazar la

proteina dafiada y mantener su actividad.

¢ Xilosaisomerasa (XI)

Otro gen expresado diferencialmente es el que codifica para la enzima xilosa
Isomerasa, la cual participa en el metabolismo de carbohidratos y particularmente en
la ruta de las pentosas fosfato; cataliza la reaccion de isomerizacion de D-xilosa a D-
xilulosa. La D-xilosa es un monosacarido natural en plantas, se encuentra formando
parte del polimero xilano y su incremento normalmente esta relacionado con el
metabolismo de la pared celular (Marondedze y col 2014; UniProt 2016).

Se observé una mayor expresion del gen Xl en frutos con TH después del
almacenamiento a temperatura de DF (Figura 8) y periodo de maduracién (Figura 9),
lo cual concuerda con la mayor acumulacién de la proteina observada en frutos del
mismo cultivar y que recibieron TH (Valenzuela-Ponce 2016). Esto puede ser parte
de una mejor respuesta de los frutos con TH a una posible acumulacion del
metabolito xilosa resultado de la exposicidbn a temperaturas bajas y su posterior
maduracién (Almeida y Huber 2008; Barka y col 2000). Ademas, podria estar
relacionado con la mayor expresion de los genes que codifican para proteinas
antioxidantes (SOD, APX, GST, TPX) observada en el presente estudio mediante la
activacion de la ruta metabdlica de las pentosas fosfato, fuente principal de

equivalentes reductores (NADPH) necesarios para las reacciones de biosintesis y
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regeneracion del 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 a mantener la funcién de las proteinas e integridad de las membranas

celulares.

Las modificaciones de la pared celular que resultan en cambios de firmeza son
normales durante la maduracién del fruto de tomate y exposicion a diferentes tipos
de estrés; dichas modificaciones producen una gran cantidad de metabolitos que
funcionan como sustratos de diversas enzimas. A este respecto, Almeida y Huber
(2008) al analizar el proceso de solubilizacion de pectinas en frutos de tomate
durante el almacenamiento en frio (14 dias a 5 °C) y posterior maduracion (6 dias a
15 °C), observaron cambios en la concentracion de diversos azlcares como
ramnosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y glucosa. En el caso particular de
xilosa, el estrés por frio resultdé en un incremento de este azlcar al término del
almacenamiento a bajas temperaturas y después de su maduracién. Los resultados
del presente estudio podrian ser consecuencia de modificaciones en la pared celular,
gue resultan en un incremento en la acumulacion del azucar xilosa, el cual es
sustrato de la enzima xilosa isomerasa, cuya actividad podria conducir a un nivel
mas alto del agente reductor NADPH, indispensable para la regeneracién de

moléculas antioxidantes, como acido ascorbico, tioredoxina y glutation.
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3 Genes relacionados con regulaciéon en la expresién génica
a Proteinarica en glicina (GR-RBP)

El gen GR-RBP codifica para la proteina de union al ARN rica en glicina (GR-
BP), cuya presencia en plantas ha sido relacionada con diversos procesos, entre
ellos tolerancia al estrés y adaptacion a bajas temperaturas (Kwak y col 2005; Kim y
col 2005; Kim y col 2007a; Kim y col 2007b; Kim y col 2010a). Esta proteina posee
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 ARNm y pre-ARNm (pre-ARN mensajero), mediante
modificaciones como la adicion de 5-metilguanosina, poliadenilacion, transporte,

estabilidad y traduccion del ARNm (Kim y col 2005; Kim y col 2007b).

El gen GR-RBP se expreso diferencialmente al dia 20 de almacenamiento en
frio (Figura 8) y después de los 7 dias de maduracion (Figura 9), siendo mayor en los
frutos con TH, lo que concuerda con la mayor acumulacion de la proteina GR-RBP
reportada previamente por Valenzuela-Ponce (2016) para frutos de tomate cv
Imperial con TH expuestos a las mismas condiciones del presente estudio y con lo
reportado por Vega-Garcia y col (2010), quienes observaron una mayor abundancia
de dicha proteina en el tejido de tomate sano respecto al dafiado del mismo cultivar
expuesto a temperaturas de DF sin TH previo. En ambos estudios se observo una
mayor acumulacion de la proteina GR-RBP en tejido de tomate con menor incidencia
de sintomas de dafio por frio, lo que corresponde con lo observado en el presente

estudio.
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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 regulaciéon, transporte, estabilidad y
traduccién del ARN (Ambrosone y col 2012). Kim y col (2005) investigaron el papel
biol6gico 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-
la. Los autores también proveen evidencia de que atRZ-1a ejerce tolerancia al frio o
al congelamiento en plantas presentando actividad chaperona del ARN durante los
procesos de aclimatacién. Kim y col (2007a) reportaron que el estrés por frio
incrementd 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 adaptacioén 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
aclimatacién 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 2010b).
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4 Genes relacionados con la maduracion
a Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa (ACS4) y acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico oxidasa (ACO1)

El etileno es una fitohormona reguladora de los procesos bioquimicos que
ocurren durante la maduracion y aclimataciéon a diferentes tipos de estrés, bidtico y
abidtico (Barry y Giovannoni 2007). Su biosintesis esta a cargo de las enzimas &cido
1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa (ACS) y éacido l-aminociclopropano-1-
carboxilico oxidasa (ACO); ACS cataliza el primer paso en la ruta de biosintesis de
etileno, la conversion de S-adenosil-L-metionina a acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC), mientras que ACO cataliza el paso final, la oxidacion de ACC a
etileno (Yang y Hoffman 1984; Kende 1993). En tomate se ha encontrado que ACS
es codificada por una familia de ocho genes (LeACS1A, LeACS1B, LeACS2,
LEACS3, LEACS4, LeACS5 LeACS6, LeACS7), mientras que ACO es codificada por
cuatro genes (LeACO1, LeACO2 LeACO3, LeACO4); LeACS1A, LeACS2, LEACSS3,
LEACS4, LeACS6, LeACOl1, LeACO3 y LeACO4 son expresados durante la
maduracion del fruto y sus niveles son dependientes del estado de madurez (Barry y
col 1996; Nakatsuka y col 1998; Barry y col 2000).

A la fecha se han propuesto dos sistemas de regulacién en la biosintesis de
etileno; el sistema 1 es el responsable de los niveles basales presentes en frutos no
climatericos y durante el crecimiento del tejido vegetativo, mientras que el sistema 2
opera durante la maduracion de frutos climatericos y la senescencia de flores, es
autocatalitico y requiere la induccion de los genes ACS y ACO (Barry y col 2000).

Basado en los patrones de expresion, asi como en su regulacion por el etileno, se ha
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propuesto que en el sistema 2 participan los genes LeACS2, LeACS4, LeACOl y
LeACO4, mientras que el sistema 1 presente en frutos de tomate verde-maduro y
tejido vegetativo es regulado por LeACS1, LeACS6, LeACO2 y LeACO3 (Nakatsuka
y col 1998; Barry y col 2000).

En el presente estudio se encontré una expresion significativamente (P<0.05)
mayor de los genes ACS4 y ACO1 en frutos de tomate con TH después de su
almacenamiento a bajas temperaturas (20 dias a 5 °C) (Figura 8), lo cual podria estar
relacionado con una mayor biosintesis de etileno que pudiera estar induciendo la
expresion de algunos grupos de genes relacionados con tolerancia a bajas
temperaturas. Zhao y col (2009a; 2009b) reportaron una relaciéon entre la expresion
del gen LeCBFl y la produccion enddgena de etileno en frutos de tomate
almacenados a temperatura de DF (21 dias a 2 °C); también observaron un mayor
nivel de transcritos de este gen en el cultivar tolerante (cv Santiam) respecto al
susceptible (cv Lichun); LeCBF1 en Arabidopsis codifica para un factor de
transcripcion, cuya expresion en plantas de tomate resulta en una mayor tolerancia a
bajas temperaturas y una mayor expresion de genes que codifican para proteinas
antioxidantes como catalasa (Hsieh y col 2002). En este sentido, Zhang y col (2011b)
analizaron el efecto de la expresion del gen CBF1 de Arabidopsis en plantas de
tomate que fueron expuestas a estrés por frio. Estos autores sugirieron que la
proteina codificada por CBF1 podria estar contribuyendo a la proteccion de los
fotosistemas | y Il del estrés provocado por las bajas temperaturas, al observar una
mayor eficiencia fotoquimica, menor contenido de MDA y una mayor actividad

enzimatica de SOD en plantas que poseian el gen respecto a las no transformadas.
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En diversos estudios se ha observado que la aplicaciébn de un tratamiento
térmico induce la expresion de genes relacionados con la biosintesis de etileno. Lurie
y col (1996) reportaron que la aplicacion de un tratamiento térmico (3 dias a 38 °C)
en frutos de tomate resultaba en una mayor expresion génica de ACO al término del
almacenamiento en frio (14 dias a 2 °C), asi como durante la maduracion del fruto.
Ellos asociaron dicha expresion con una mayor biosintesis de etileno en los frutos
tratados térmicamente y que presentaron una maduracion mas uniforme. Algo similar
fue reportado por Cruz-Mendivil y col (2015), quienes al analizar los cambios
transcripcionales relacionados con tolerancia al DF inducida por TH en tomate Micro-
Tom encontraron una mayor expresion de genes para ACO y ACS en frutos tratados
y que presentaban menores sintomas de DF. Estos resultados coinciden con lo
observado en el presente estudio, sugiriendo un papel importante del etileno en la
adquisicion de dicha tolerancia.

Respecto al periodo de maduracion, la expresion de los genes ACS4 y ACO1
fue significativamente (P<0.05) mayor en los frutos con TH (Figura 9), lo cual pudiera
estar relacionado con la maduracion mas uniforme observada en los frutos como
posible resultado de una mayor biosintesis de etileno, ya que es la principal hormona
gue regula la actividad enzimatica y expresion génica de proteinas involucradas en
los diversos procesos bioquimicos relacionados con la maduracion normal del fruto,
como la biosintesis de carotenoides (PSY, CRTISO y PZD) y compuestos volatiles
(TomloxA, B y C), metabolismo de pared celular (PG, PME y LeEXP1l) y
carbohidratos (malato deshidrogenasa e invertasa) (Jeffery y col 1984; DellaPenna y

col 1989; Sitrit y Bennett 1998; Smith y Gross 2000; Cosgrove 2000; Rugkong y col
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2011). Esto coincide con lo reportado por Rugkong y col (2011) quienes observaron
una mayor produccién de etileno y expresion de genes relacionados con su
biosintesis (ACS2, ACS4 y ACO1) y ruta de sefializacion (LeETR1, NRy LeETR4) en
frutos de tomate almacenados durante 7 dias a 3 °C y que presentaron una
maduracién normal respecto a los almacenados durante dos o mas semanas bajo las
mismas condiciones. Ellos sugirieron que el etileno podria estar jugando un papel
muy importante al restaurar la maduracion normal del fruto, ya que la mayor
produccion de etileno observada coincidid6 con la mayor expresion de genes
relacionados con la biosintesis de carotenoides [fitoeno sintasa (PSY) y carotenoide
simerasa (CRTISO)] y compuestos volatiles [lipoxigenasa (TromloxC), alcohol
deshidrogenasa (ADH2) y alcohol acyl transferasa (ATT)]. Por su parte, Su y col
(2015) analizaron el efecto de fitohormonas sobre la biosintesis y acumulacion de
carotenoides durante la maduracion de frutos de tomate cv Micro-Tom. Ellos
observaron una mayor acumulacibn de carotenoides y Sus precursores,
principalmente licopeno, B-caroteno, fitoeno y fitoflueno en frutos tratados con etileno,
lo cual asociarion con una mayor expresion de genes relacionados con su biosintesis
(PSY, Z1ZO y CRTISO).

b Fitoeno sintasa 1 (PSY-1)

El cambio de coloracion del fruto de tomate es una de las caracteristicas mas
notables durante la maduracion y representa el atributo de calidad mas importante
para los consumidores ya que es un indicador del grado de madurez. Dicho cambio
se debe a la degradacion de clorofila y posterior biosintesis de carotenoides,

principalmente licopeno; la ruta biosintética del licopeno inicia con la formacion de
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fitoeno a partir de la condenacién de dos moléculas de geranil geranil pirofosfato
(GGP) reaccién catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY); posteriormente se
llevan a cabo una serie de desaturaciones e isomerizaciones catalizadas por las
enzimas fitoeno desaturasa (PDS), (-caroteno desaturasa (ZDS), ({-caroteno
iIsomerasa (ZISO) y prelicopeno isomerasa (CRTISO) para finalmente dar lugar al
licopeno (Fraser y Bramley 2004).

La biosintesis de fitoeno representa el primer paso comprometido y cuello de
botella en la formacién de licopeno y principal etapa sujeta a regulacién por
manipulacién genética (Fraser y Bramley 2004; Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion
2012). En tomate, la proteina fitoeno sintasa (PSY) esta codificada por dos genes
(PSY-1 y PSY-2); PSY-2 es el responsable de la biosintesis de carotenoides en
tejidos que poseen cloroplastos, mientras que PSY-1 esta relacionado con la
formacion de carotenoides durante la maduracion del fruto (Fraser y col 1999).

La mayor expresion del gen PSY1l observada en los frutos tratados
hidrotérmicamente durante el almacenamiento a temperaturas bajas (20 dias a 5 °C)
(Figura 8) asi como después del periodo de maduracién (7 dias a 21 °C) (Figura 9),
coincidié con la coloracion roja mas uniforme y mayor expresion génica de ACS4 y
ACOL1 presentada por los frutos. Algo similar fue reportado por Lurie y col (1996),
guienes observaron mayor expresion de PSY en frutos de tomate tratados
térmicamente (3 dias 38 °C) previo a su almacenamiento a temperatura de dafio por
frio (14 dias a 2 °C), lo que coincidié con el mayor avance hacia la coloracién roja del
fruto durante la maduracion. Por su parte, Rugkong y col (2011) al analizar el efecto

de las bajas temperaturas (7, 14, 21 y 28 dias a 3 °C) sobre la expresion de genes
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relacionados con la maduracion del fruto, encontraron una mayor expresion del gen
PSY1 en los frutos de tomate almacenados durante 7 dias respecto a los
almacenados durante 14, 21 y 28 dias, lo que relacionaron con la mayor acumulacién
de licopeno y el desarrollo normal de la coloracién roja durante la maduracion.
También observaron una relacién entre la expresion de los genes PSY, ACS2, ACS4
y ACOL1 vy la produccion endégena de etileno. En otro estudio realizado por Cruz-
Mendivil y col (2015), al investigar los mecanismos moleculares relacionados con
tolerancia inducida al DF por medio de un tratamiento hidrotérmico en frutos de
tomate Micro-Tom, observaron una mayor expresion de los genes relacionados con
la biosintesis de carotenoides (PSY1 y PSY2) y etileno (ACO y ACS) en frutos de
tomate con TH que presentaron menores sintomas de DF y una coloracion roja mas
uniforme al término del periodo de maduracion (14 dias a 20 °C) en comparacién con
los frutos no tratados. Los resultados del presente estudio concuerdan con lo
reportado por estos autores, sugiriendo que la coloracion roja mas uniforme
presentada por los frutos de tomate con TH es consecuencia de una mayor
expresion del gen PSY cuyo producto podria estar incrementando el flujo de fitoeno
hacia la biosintesis de licopeno.

¢ Poligalacturonasa (PG)

Otro gen que se expreso diferencialmente durante el almacenamiento de
tomate a temperaturas bajas es el que codifica para la proteina poligalacturonasa
(PG), enzima que cataliza la hidrdlisis de enlaces glucosidicos B-1,4 entre residuos
adyacentes de acido galaturonico (Niture 2008). El acido D-galacturénico es el

componente principal de las pectinas presentes en la lamina media y pared celular
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primaria de células vegetales, por lo que la actividad enzimética de PG junto con la
de otras como pectil metil esterasa (PME) y B-galactosidasa son cruciales para que
se lleven a cabo las modificaciones de la pared celular relacionadas con los cambios
en textura observados en frutos (Brummell y Harpster 2001).

En frutos de tomate, aun no esta claro el papel que desempefia PG en la
solubilizacién de la pared celular, puesto que en algunos estudios se ha observado
una correlacién entre la expresién y actividad enzimética de PG y el grado de
solubilizacion de pectinas, mientras que en otros no se ha encontrado dicha
correlacion (Smith y col 1990; Carrington y col 1993; Brummell y Labavitch 1997;
Almeida y Huber, 2008). Algo muy similar se ha observado entre la hormona etileno y
la expresion del gen PG, sugiriendo que este es regulado tanto en forma dependiente
como independiente de etileno (Theologis y col 1993). En el presente estudio se
observo una expresion significativamente (P<0.05) menor del gen PG en los frutos de
tomate con TH al término del almacenamiento en frio (Figura 8), lo que concuerda
con lo reportado por Cruz-Mendivil y col (2015) quienes observaron una menor
expresion de 5 genes relacionados con el metabolismo de la pared celular, entre
ellos 3 que codifican para poligalacturonasas, en frutos de tomate tratados
hidrotérmicamente y que presentaron menores sintomas de DF. Estos autores
sugirieron que la menor expresion de estos genes podria estar contribuyendo a
mantener la integridad de la pared y turgencia celular durante el almacenamiento en
frio, visualizandose en menor pérdida de agua y marchitamiento. Biswas y col (2014)
al analizar los efectos de las bajas temperaturas sobre las propiedades de textura en

frutos de tomate almacenados a 2.5 y 6 °C durante 27 dias, observaron que la
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pérdida de la integridad y turgencia celular eran la principal consecuencia del
almacenamiento a las respectivas temperaturas.

Kagan-Zur y col (1995) analizaron la regulacién en la expresion, acumulacién
y actividad enziméatica de las proteinas poligalacturonasa (PG) y pectil metil esterasa
(PME) durante y después de un tratamiento térmico en frutos de tomate. En general,
ellos encontraron que la expresion, acumulacién y actividad enzimatica de PG y PME
disminuyeron en los frutos durante y después del tratamiento térmico, pero el efecto
fue mas drastico en PG ya que ni la aplicaciébn exdgena de etileno contrarresté el
nivel bajo de expresiobn génica de dicha proteina, el cual solo se recupero
parcialmente una vez que el fruto fue transferido a temperatura de 20 °C.

Durante el periodo de maduracion se observé un incremento en la expresion
génica de PG en los frutos de tomate con TH, contrarrestando la mayor expresion
observada en frutos sin TH durante el almacenamiento en frio, de tal forma que
después de la maduracion no se encontraron diferencias significativas entre ellos
(Figura 9). Este incremento podria ser consecuencia de un evento cascada, el cual
inicia con la exposicion del fruto a temperaturas superiores a la critica, lo que pudiera
estar provocando una mayor sensibilidad al etileno producido durante la maduracion
por ACS4 y ACO1 en frutos con TH. Un comportamiento similar al del presente
estudio fue observado por Lurie y col (1997) en frutos de tomate cv Daniella tratados
térmicamente (38 °C por 3 dias) y expuestos a estrés por frio (14 dias a 2 °C). Ellos
sugirieron que la aplicacion de un pre-tratamiento térmico previo al almacenamiento
en frio, ademas de controlar enfermedades provocadas por insectos u hongos,

induce cierta tolerancia a las bajas temperaturas mediante cambios en la expresion
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génica, acumulacion y actividad enzimatica de proteinas como HSP, ACO, PSY y
PG.

Los resultados sugieren que la aplicacion de un tratamiento hidrotérmico
disminuye la expresion de PG; dicha expresion se mantiene como consecuencia de
la exposicién a bajas temperaturas y se recupera al transferir el fruto a temperatura
de maduracion mediante un evento cascada provocado por el etileno, ya que se ha
encontrado la presencia de un promotor inducible por etileno en genes que codifican

para poligalacturonasas en tomate (Nicholass y col 1995).

D CONSIDERACIONES SOBRE LA EXPRESION GENICA Y SU POSIBLE RELACION
CON LA TOLERANCIA AL DANO POR FRIO

Los resultados del presente trabajo concuerdan con otros autores al ubicar 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 y mantenimiento de la homedstasis celular.

La expresion de los genes antioxidantes SOD, APX, TPX y GST es
consistente con la acumulacién y actividad enzimética de proteinas reportada en
estudios previos (Céardenas-Torres 2013; Valenzuela-Ponce 2016) en este mismo
cultivar, siendo mayor en los frutos con TH respecto a los no tratados. Estas
proteinas participan en la detoxificacion de radicales superdxido, perdoxido de
hidrogeno, hidroperoxidos y la regeneracion de moléculas antioxidantes como el
acido ascorbico, por lo que el incremento en los niveles de transcritos al parecer es

reflejado en una mayor acumulacion y actividad enzimatica, la cual podria ser clave
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en la proteccién contra el estrés oxidativo y podria estar contribuyendo en la
eliminacién el exceso de ROS y con ello disminuir los dafios que provocan en las
membranas de los tejidos, induciéndole a los frutos tolerancia al DF. Aunado a esto,
el nivel mas alto de transcritos del gen Xl, asi como su mayor abundancia en cuanto
a proteina (Valenzuela-Ponce 2016), podria estar relacionado con la activacion de la
ruta de las pentosas fosfato para proporcionar la cantidad suficiente del agente
reductor NADPH requerido por el sistema antioxidante.

El tratamiento hidrotérmico de los frutos de tomate cv imperial resulté en una
mayor expresion del gen y acumulacion de la proteina de choque térmico de bajo
peso molecular (HSP17.6) (Valenzuela-Ponce 2016). La presencia de proteinas de
choque térmico de bajo y alto peso molecular en tomate ha sido considerada como
una de las primeras respuestas del tejido al DF, para prevenir la desnaturalizacion de
las proteinas bajo condiciones de estrés mediante su actividad chaperona (Sabehat y
col 1996; Léw y col 2000; Sanchez-Bel y col 2012).

La proteina rica en glicina que se une al ARN (GR-RBP), la cual present6 una
mayor expresion génica y acumulacion en tejido sano y tratado hidrotérmicamente
(Vega-Garcia y col 2010; Valenzuela-Ponce 2016), podria jugar un papel en la
aclimatacién al frio mediante su actividad de chaperona del ARN, modulando la
transcripcion y/o traduccion de algunos genes bajo condiciones de estrés por frio.

La exposicion del tejido a una temperatura baja resulta en cambios tanto a
nivel transcriocional como a nivel proteémico de enzimas relacionadas con la
modificacion del metabolismo celular para ajustarse a las posibles consecuencias del

estrés, resultando en un incremento de azuUcares, principalmente hexosas,
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aminoacidos, poliaminas e intermediarios del ciclo de Krebs, entre otros (Cook y col
2004). Al respecto, en el presente estudio se observé una mayor expresion del gen
triosa fosfato isomerasa (TPI), lo que coincidié con una mayor acumulacion de esta
proteina (Valenzuela-Ponce 2016) en tejido sin TH. TPI es una enzima importante 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. Esta enzima, en conjunto con la subunidad Il del complejo
citocromo c¢ reductasa/peptidasa de procesamiento mitocondrial, podrian trabajar
coordinadamente en el remplazo de proteinas dafiadas en mitocondria, uno de los
principales organelos afectados por el estrés por frio (Jing y col 2009).

El etileno es una de las hormonas mas importantes involucrada en diversos
procesos como la regulacion de la expresion génica en respuesta a las bajas
temperaturas, asi como en los cambios de color y firmeza observables durante la
maduracién del fruto (Nicholass y col 1995; Zhao y col 2009a; 2009b). La mayor
expresion de los genes ACS4 y ACO1 del presente estudio, podria reflejarse en una
mayor produccién de etileno, hormona que pudiera estar induciendo la expresion de
genes relacionados con tolerancia a bajas temperaturas (LeCBF1) y ser clave en la
restauracion de la maduracion mediante la regulacion en la expresion de genes
relacionados con dicho proceso como PSY1 y PG, evidenciandose por los menores
sintomas de DF presentados por los frutos tratados térmicamente y un mayor avance
hacia la coloracion roja caracteristica del fruto en estado maduro.

Se requieren estudios adicionales para profundizar en el entendimiento de los

mecanismos involucrados en el desarrollo de la tolerancia al dafio por frio. Por

110



ejemplo, determinar la actividad enzimatica de proteinas codificadas por los genes
evaluados, ya que la expresion génica no necesariamente se ve reflejada en una
mayor abundancia de proteinas y a su vez una mayor abundancia de proteinas no
necesariamente se relaciona adecuadamente con su actividad. Ademas, el incluir un
andlisis 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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VIl CONCLUSIONES

La efectividad del tratamiento hidrotérmico (TH) para inducir tolerancia al DF en
frutos de tomate se evidencié en menor IDF, menor fuga de electrolitos y menor
peroxidacion de lipidos.

El TH indujo una mayor expresion de los genes HSP17.6 y GR-RBP por lo que
sus proteinas podrian estar contribuyendo en la adquisicion de tolerancia al DF
mediante su accidén de chaperona y de regulacién de la expresion génica.

La expresiéon de algunos genes que codifican para proteinas del sistema
antioxidante (TPX1, APX2 y GST) fue mayor en los frutos con TH almacenados
por 20 dias a 5 °C, lo que sugiere un papel importante de estas enzimas en la
neutralizacion de los radicales libres producidos por el estrés por frio.

Se observd una mayor expresion de los genes TPl y B-MPP en frutos sin TH y
con mayor incidencia de sintomas de dafo por frio, lo cual podria relacionarse
con una mayor necesidad energética y de reemplazo de proteinas dafadas
debido al dafio celular provocado durante la exposicion a temperaturas bajas.
La mayor expresion de los genes ACS4 y ACOL en los frutos de tomate con TH,
sugiere que la hormona etileno podria estar desempefiando un papel muy
importante en la adquisicion de tolerancia al DF y restauracion del proceso
normal de maduracibn mediante la regulacion de la expresion de genes
relacionados con metabolismo de pared celular (PG) y biosintesis de

carotenoides (PSY-1).
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Los frutos con TH mostraron una mayor expresion de los genes CuZn SOD,
APX2, TPX1y GST después del periodo de maduracion a 21 °C, lo que sugiere
que estas enzimas son muy importantes para contrarrestar el estrés oxidativo
asociado con el proceso de maduracion y que podria potencializar los sintomas
del DF.

Los resultados sugieren que la tolerancia al DF esta asociada con la induccion
de la expresion de genes relacionados con el estrés térmico y oxidativo, cuyos
productos pudieran estar actuando de manera conjunta para mantener la
integridad y homeostasis celular, previniendo los sintomas como maduracién
irregular mediante la regulacién de genes involucrados en la biosintesis de

etileno y carotenoides.
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AOX
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°C
CAT
CF1
COR
Cv

DF
DHAR
DXS
Ea
GR-RBP
GGPP
GPX
GR
CRTISO
Grx
GSH
GST
H
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Acido 1-aminociclopropano carboxilico oxidasa 1
Acido 1-aminociclopropano carboxilico sintasa 4
Alcohol deshidrogenasa

Acido desoxiribonucleico

Acido desoxiribonucleico complementario
Ascorbato peroxidasa

Oxidasas alternas

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Acido ascorbico

Alcohol acyl transferasa

Celcius

Catalasa

Factor acoplado a la ATP sintasa tilacoidal
Genes regulados por el frio (Cold regulated)
Cultivar

Dafio por frio

Dehidroascorbato reductasa
1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa
Energia de activacion

proteina rica en glicina que se une al ARN
Geranil geranil pirofosfato

Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Carotenoide simerasa

Glutaredoxina

Glutation

Glutation-s-transferasa

Hora
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HSP
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LE
LeCBF

LeETR3
LeETR4
LelCE
LOX
B-MPP

B-MPP

MDA
MDHAR
N
NADPH
NR

PG
PCR
PME
POD
PR
PRX
PSII
PSY-1
PSY-2
ROS
SOD
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Proteina de choque térmico (Heat shock protein)

tolerancia al dafio por frio inducida por calor

indice de dafio por frio

Lixiviacion de electrolitos

Factor de union a repetidos de C en tomate (C-repeat factor
binding)

Proteina receptora de etileno 3 de tomate

Proteina receptora de etinelo 4 de tomate

Inductor de la expresison de CBF

Lipoxigenasa

subunidad Il del complejo citocromo ¢ reductasa/peptidasa de
procesamiento mitocondrial subunidad alfa
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Monodehidroascorbato reductasa

Newton
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Proteina receptora de etileno (Non-Ripening)
Poligalacturonasa
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Pectil metil esterasa

Peroxidasa

Proteina relacionada con la patogénesis

Peroxiredoxinas
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Fitoeno sintasa 1
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Especies reactivas de oxigeno

Superédxido dismutasa
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TH
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TDF
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TPX1
TR
UBI3
uv
Xl

Sin tratamiento hidrotérmico
Tratamiento hidrotérmico
Tonelada

Temperatura de dafio por frio
Triosa fosfato isomerasa
Thioredoxin peroxidasa 1
Temperatura de refrigeracion
Ubiquitina 3

Ultravioleta
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