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RESUMEN 2

RESUMEN

FRUCTIFICACION PARTENOCARPICA EN TOMATE: EFECTO DEL ACIDO GIBERELICO
SOBRE LA PROTEOLISIS

La antesis de una flor es un estadio crucial para el destino del ovario
ya que estimulos endégenos -polinizacion o nivel hormonal elevado- o
exdgenos -aplicaciéon hormonal- inducen el proceso de fructificacion. En
ausencia de estos estimulos el ovario deja de crecer e inicia un proceso de
senescencia.

Dada la importancia que posee la aplicacion hormonal mejorando el
establecimiento de los frutos de tomate cuando la autopolinizacion resulta
alterada por las condiciones ambientales, el objetivo de este trabajo fue
estudiar el control de actividades proteoliticas durante los procesos
alternativos de senescencia o fructificaciéon del ovario.

Como sistema experimental se emplearon ovarios no polinizados y
frutos en desarrollo obtenidos por polinizaciéon natural o aplicacion de
auxinas o giberelinas a ovarios no polinizados.

La ausencia de estimulos endégenos o exégenos inicioé el programa de
senescencia en los ovarios no polinizados, aunque éstos mantienen su
sensibilidad hasta por lo menos 20 dpa. Durante este periodo se
evidenciaron parametros caracteristicos de la senescencia como la
disminucién en los niveles de la subunidad mayor de la RuBisCO y el
incremento en la actividad proteolitica sobre azocaseina, en los polipéptidos
relacionados antigénicamente con papaina y la tiolproteasa Cl4, y en la
expresion del gen Cl4-tiolproteasa. El proceso de fructificaciéon, en cambio,
fue acompanado por una disminucion de estos parametros.

Los resultados obtenidos indicarian que en los ovarios no polinizados
la expresién y/o actividad de proteasa/s de la familia de la papaina es
regulada temporal y espacialmente durante los procesos alternativos de
senescencia o fructificacion.

Palabras clave: senescencia, fructificacion, proteasas, tomate, fitohormonas
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ABSTRACT

PARTHENOCARPIC FRUIT SET IN TOMATO: ACTION OF GIBBERELLIC ACID ON
PROTEOLYSIS

Flower anthesis is a crucial stage for the ovary’s fate because
endogenous stimuli -pollination or high hormonal level- or exogenous ones
-hormone application- induce the fruit set. In the absence of these stimuli,
the ovary stops growing and starts the senescence process.

Given the importance that hormone application has for the
improvement of fruit set in tomato when self-pollination is altered by
environmental conditions, the objective of this work was to study the control
of proteolytic activities during the alternative processes of senescence or fruit
set.

Unpollinated ovaries and developing fruits obtained by natural
pollination or by the application of auxins and gibberellins to unpollinated
ovaries, were used as experimental system.

The absence of endogenous or exogenous stimuli began the senescence
program in the unpollinated ovaries, although these maintain their
sensitivity until at least 20 dpa. During these period parameters typical of
senescence, such as a decrease in the levels of the large subunit of RuBisCO
and the increase in proteolytic activity on azocasein, polypeptids
antigenically related to papain and recombinant tomato C14 thiolprotease,
and in the expression of the Cl4-thiolprotease gene. None of these changes
are detected if the ovary senescence is prevented and the fruit set and
development was induced.

The results obtained would indicate that the expression and/or
activity of protease/s of the papain family in unpollinated ovaries are
temporal and spatially regulated along the two alternative processes:
senescence or fruit development.

Key words: ovary senescence, fruit set, proteases, tomato, plant growth
regulators
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INTRODUCCION

1.- ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LA FLORACION Y FRUCTIFICACION
1.1.- TRANSICION FLORAL

El desarrollo de la parte aérea de una planta es consecuencia de los
procesos de crecimiento y diferenciacion que se llevan a cabo en su
meristema apical, el cual puede seguir dos programas de desarrollo basicos:
el vegetativo y el reproductivo (Sussex 1989).

Durante el desarrollo vegetativo, mediante la sucesiva diferenciacion y
crecimiento de primordios o grupos de células meristematicas laterales, el
meristema apical da origen a hojas con meristemas axilares que se insertan
en los nudos a lo largo del tallo. Los meristemas axilares, cuando se reduce
la dominancia apical, daran lugar a ramas laterales.

La transicién entre el desarrollo vegetativo y el reproductivo constituye
un importante cambio en el programa de desarrollo del tallo en el cual las
células meristematicas son reprogramadas y producen flores.

Durante la fase reproductiva, el programa de desarrollo floral sustituye
al desarrollo de ramas laterales en los meristemas axilares. Luego de la
diferenciacién del meristema vegetativo en reproductivo, el apice floral inicia
la formacién de una flor o de una inflorescencia, como en el caso de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) a través de la produccion de una serie de
ramificaciones, cada una de las cuales dara origen a una flor.

El apice floral produce primordios de o6rganos laterales altamente
modificados con respecto al meristema vegetativo. Los o6rganos florales
comprenden cuatro tipos de estructuras concéntricas que pueden ser
consideradas hojas modificadas: sépalos y pétalos, que forman el perianto y
estambres y carpelos, que constituyen los érganos reproductivos (figura 1).

Fisiolégicamente, la transicion floral es el resultado de la interaccién
entre mecanismos que determinan el estado de madurez de la planta y del
meristema apical, y el sistema de senales generadas en respuesta a las
condiciones ambientales. De este modo, el desarrollo reproductivo se
producira en el momento mas adecuado del ciclo vital y bajo las condiciones
ambientales mas favorables.
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Figura 1: Organizacion del apice vegetativo y reproductivo en tomate y
estructura floral. A. Esquema de la parte aérea, se muestra la disposicion de
los meristemas axilares. B. Seccion longitudinal del apice del tallo, se
observa el meristema apical rodeado de primordios foliares en desarrollo. C.
Seccion longitudinal del apice floral, se observan los primordios de 6rganos
florales. D. y E. Estructura de una flor madura.

Las plantas, en mayor o menor medida, son capaces de regular el
momento en que se produce la floracion en funcion de los factores
ambientales —fotoperiodo, temperatura y disponibilidad hidrica-, de modo tal
que las condiciones de crecimiento resulten favorables para la reproduccion
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sexual y maduracion de semillas (Bernier et al. 1993, Bewley et al. 2000,
Levy y Dean 1998, Martinez-Zapater y Salinas 1993, Sussex 1989).

En el caso particular de tomate, que no presenta requerimientos de
fotoperiodo o régimen de temperatura determinado para florecer, los factores
ambientales actuaran indirectamente condicionando la produccion de
fotoasimilados. La transicion floral estara asociada entonces a factores
internos mas que externos y se retrasara hasta que la planta haya adquirido
un cierto desarrollo vegetativo que permita sustentar la produccion de frutos
y semillas (Bernier et al. 1993, Dieleman y Heuvelink 1992, Levy y Dean
1998, Martinez-Zapater y Salinas 1993).

Los factores ambientales que promueven la floraciéon pueden ser
percibidos por diferentes partes de la planta, por lo que se ha planteado la
existencia de un sistema de senales que permita la interacciéon del
meristema apical con éstos érganos, determinando asi el momento en que
ocurrira la transicién entre el programa vegetativo y reproductivo del
meristema (Bernier et al. 1993, Levy y Dean 1998, Zeevart 1976).

Dado que diversos tratamientos quimicos, hormonales y ambientales
poseen efectos sobre la transicién floral, la teoria multifactorial planteada
por Bernier et al. (1988) pareceria ser la mas adecuada. De acuerdo a este
modelo, la floracion ocurrira solamente cuando los factores limitantes estén
presentes en el apice en el momento oportuno y en la concentracién
adecuada (Bernier et al. 1993, Levy y Dean 1998).

En tomate, como en numerosas especies herbaceas, el meristema
vegetativo debe superar una primer fase denominada juvenil en la cual no
posee competencia para responder a senales externas o internas que
inducen la floraciéon y solamente en la fase adulta sera capaz de responder a
estimulos florales (Dieleman y Heuvelink 1992, Ho 1996, Levy y Dean 1998,
Martinez-Zapater y Salinas 1993).

El periodo sensitivo que determina la posicién en que se desarrollara
la primer inflorescencia esta relacionado con la produccion de asimilados.
Asi, el numero de hojas que precede al primer racimo, y en particular el area
foliar capaz de interceptar la luz necesaria para producir fotoasimilados,
constituye un prerrequisito para una adecuada diferenciacién floral y
desarrollo de frutos.
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Numerosos factores ambientales como temperatura, luz (intensidad,
longitud de onda y fotoperiodo), CO2, nutricion mineral y disponibilidad
hidrica, son capaces de modificar, directa o indirectamente, la iniciacion
floral en tomate, aunque ninguno de ellos es critico en el control de la
floracion (Cooper 1964, Dieleman y Heuvelink 1982, Ho 1984, 1996).

En la figura 2 se muestra la diversidad de factores fisiologicos,
ambientales y de manejo, que al afectar la produccion y distribucion de
fotoasimilados en plantas de tomate durante el periodo inductivo,
condicionan la diferenciacion del meristema vegetativo en reproductivo.

1 Nivel de irradiacion {1 Nivel CO,
FOTOSINTESIS ,{

Remocion de cotiledones - -9 {I Temperatura

{t Densidad de plantacion - - 9 ¢ :

 Humedad de suelo ~ —p RESPIRACION |

 Nivel Fertilizacion iy

Meristema Apical I
Remocion de < -~ §:|g g:ﬁinto
primeras hojas ot
Extension del

Reguladores —: 4 fotoperiodo
del crecimiento — -~
<4—1 Temperatura

Crecimiento Reproductivo Crecimiento Vegetativo

Figura 2: Factores que afectan la produccion y distribucion de
fotoasimilados en plantas jovenes de tomate durante la diferenciacion floral.
En las diferentes etapas, la funcion activadora se muestra en azul y la
inhibidora en rojo; los reguladores del crecimiento pueden actuar como
activadores o inhibidores (adaptado de Dieleman y Heuvelink 1992).

Condiciones de baja luminosidad, por ejemplo, al limitar el suministro
de fotoasimilados, retrasan la diferenciacion de la primer inflorescencia e
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incrementan el numero de hojas que se inician previo a la aparicion del
primer racimo floral (Cooper 1964, Dieleman y Heuvelink 1982, Ho 1996,
Kinet et al. 1978).

1.2.- PRIORIDAD EN LA DISTRIBUCION DE ASIMILADOS DURANTE EL DESARROLLO

Es importante considerar que la distribucién de fotoasimilados puede
resultar alterada como consecuencia de la etapa del desarrollo en que se
encuentren los diferentes 6rganos y de las condiciones en que se lleve a cabo
el cultivo (Kinet 1977, Ho 1984, 1988, 1996, Picken 1984, Russell y Morris
1983).

El patréon de crecimiento en plantas de tomate sugiere que existe una
prioridad definida en la particion de asimilados entre los distintos érganos
en crecimiento y ésta depende de la competencia entre los érganos destino.
Esta prioridad es mejor apreciada cuando las condiciones ambientales o de
manejo actlan como limitantes para el suministro de fotoasimilados. Los
azucares seran tomados en primera instancia por los érganos destino con
mayor capacidad para atraer asimilados y los destinos mas débiles podran o
no recibirlos, dependiendo de su disponibilidad (Dieleman y Heuvelink 1992,
Ho 1984, 1988, 1996, Picken 1984, Russel y Morris 1983).

Una vez que la primer inflorescencia se ha diferenciado, el suministro
de fotoasimilados es de particular importancia para completar su desarrollo.
Un aporte limitado de sacarosa en esta etapa podria resultar en abscision
floral, sin que el crecimiento de hojas jévenes y raices sea afectado (Ho 1984,
1996, Kinet 1977, Kinet et al. 1978, 1985, Russell y Morris 1983).

En estas condiciones, la inhibicion de la floracibn se debe
principalmente a la competencia con las hojas producidas justo antes de la
inflorescencia y a aquellas que se desarrollan al mismo tiempo, mientras que
hojas iniciadas antes o después poseen un efecto reducido sobre el
desarrollo floral. Estas observaciones muestran que la inflorescencia en
desarrollo posee baja eficiencia como dérgano destino y no es capaz de
competir efectivamente con los destinos vegetativos.

Una vez iniciado el proceso de fructificacion, los frutos en desarrollo
toman la mayor parte de los asimilados disponibles. En esta situacién,
condiciones limitantes para la produccion de asimilados podrian provocar
un retraso en el desarrollo de las inflorescencias subsiguientes, asi como en
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el crecimiento de tallos y raices, llegando a producirse senescencia foliar
temprana o muerte radicular (Ho 1996, Kinet 1977, Kinet et al. 1985).

1.2.1.- Competencia entre érganos destino

El crecimiento del fruto depende de la acumulacién de agua,
fotoasimilados y minerales. En tomate, la capacidad del fruto para obtener
asimilados, medida como velocidad de acumulacién de materia seca o de
importaciéon de carbono, es determinada primariamente por el suministro de
la hoja que actiia como fuente y por la competencia con otros frutos dentro
del racimo (Bangerth y Ho 1984, Ho 1984, 1996).

En condiciones normales, los frutos formados en la base del racimo y
mas proximos al tallo son de mayor tamano. Sin embargo, el crecimiento
potencial de los frutos depende en mayor medida de la secuencia en que
ocurre el proceso de fructificaciéon, que de la posicién relativa en el racimo,
ya que los primeros frutos compiten mas favorablemente por los asimilados
disponibles que los inducidos mas tardiamente.

La actividad como destino de los frutos sera regulada entonces, por la
proximidad y eficacia de sus conexiones vasculares con los érganos fuente,
por el metabolismo y compartimentalizacion de asimilados importados
dentro del fruto y por el tamario del destino, el cual depende del numero de
células con capacidad de almacenamiento en el fruto (Bohner y Bangerth
1988a, 1988b, Blinger-Kibler y Bangerth 1982/83, Ho 1984, 1996).

1.2.2.- Metabolismo y compartimentalizacién de carbohidratos

De acuerdo a lo informado inicialmente por Walker et al. (1978), la
velocidad de importaciéon de asimilados hacia frutos en desarrollo presenta
una relacion inversa con la concentracion de sacarosa en el 6rgano destino.

Ho (1979), realizando mediciones simultaneas del carbono exportado
desde las hojas y la importaciéon hacia los frutos, demostré6 ademas que
aunque la exportaciéon de asimilados es primariamente determinada por la
velocidad de asimilacién de CO2 en las hojas, la translocacién de asimilados
resulta condicionada por la demanda de los 6rganos destino, que a su vez
depende de la etapa de desarrollo en que se encuentra.

De este modo, la hidrélisis del disacarido y captacién de azucares por
las células de almacenamiento podrian regular la tasa de importacion de
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asimilados desde la hoja hacia flores y frutos en desarrollo (Balibrea et al.
1996, D"'Aoust et al. 1999, Guan y Janes 1991, Russell y Morris 1982, Wang
et al. 1993, 1994).

En tomate, de acuerdo a lo informado por Russell y Morris (1982), la
capacidad de las inflorescencias en desarrollo para competir efectivamente
con otros 6rganos destino depende de los niveles de invertasa acida (IA).

Estos autores observaron ademas que, en condiciones limitantes para
la produccién de fotoasimilados, el retraso en el desarrollo floral y la elevada
incidencia de abscision estaria asociada con una disminucién en la
produccion de invertasa acida en el pimpollo.

Como se muestra en la figura 3, una vez iniciado el desarrollo de los
frutos, la utilizaciébn de la sacarosa importada puede involucrar tres
mecanismos diferentes dependiendo de la ruta de transporte —via apoplasto
o simplasto- y las enzimas involucradas en su metabolismo (Damon et al.
1988, Guardiola y Garcia-Luis 1993, Lalonde et al. 1999, Ho 1996):

% Cuando el disacarido es descargado apoplasticamente desde el floema,
debe ser hidrolizado por la IA apoplastica localizada en pared celular
previo a la captacion de hexosas por las células de almacenamiento.

% Sila sacarosa es transportada via simplasto, la hidrdlisis del disacarido
en el citoplasma ocurrira a través de la sacarosa sintasa (SS) citosélica.

% Independientemente del mecanismo de descarga -apoplasto o
simplasto- la sacarosa transportada desde el citoplasma a la vacuola
sera hidrolizada por la IA vacuolar.

Aunque el rol de la IA parece ser importante en la regulaciéon de la
velocidad de importacion de asimilados (Balibrea et al. 1996, Russell y
Morris 1982, Walker y Ho 1977, Walker et al. 1978), no siempre es un buen
indicador de la capacidad de atraer asimilados por los 6rganos destino y
podria no ser limitante en la etapa de desarrollo de los frutos (Damon et al.
1988, D'Aoust et al. 1999, Guan y Janes 1991, Ho 1996, Johnson et al.
1988, Miron y Schaffer 1991, Sun et al 1992, Wang et al. 1993, 1994).

De acuerdo a Johnson et al. (1988), los valores de actividad IA se
encuentran en exceso con respecto al nivel de sacarosa importada hacia los
frutos en desarrollo y la relacién entre los cambios de actividad enzimatica y
la velocidad de importaciéon de fotoasimilados seria escasa. Posiblemente, la
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clave en el rol de la IA como limitante en la capacidad de atraer asimilados
por los organos destino se relacione con su distribucion subcelular.

Dado que la enzima se encuentra principalmente en la fraccion
soluble, la mayor parte estaria localizada en la vacuola y su funcion se
relacionaria mas bien con la regulacion de la acumulacion del azucar, sin
condicionar la importacion de asimilados.

Por su parte, la IA de pared celular, que constituiria una fraccion
menor del pool de esta actividad enzimatica, podria desempefar un rol
regulatorio en la importacion de asimilados si la etapa limitante para la
descarga de sacarosa fuera via apoplasto (Ho 1996, Johnson et al. 1988).

Sin embargo, el analisis de la translocacion de [*H]-fructosil-sacarosa
en frutos de tomate realizado por Damon et al. (1988) indica que el
disacarido se encuentra mayoritariamente en el simplasto y solo una
fraccion minima es hidrolizado en el apoplasto por la invertasa acida
extracelular.

Figura 3: Mecanismos de transporte -via apoplasto o via simplasto- y
enzimas involucradas en el metabolismo de la sacarosa importada en frutos
de tomate en desarrollo. IA: invertasa acida vacuolar o de pared celular, SS:
sacarosa sintasa citoplasmatica (adaptado de Ho 1996).




INTRODUCCION 12

Mas recientemente, N'tchobo et al. (1999) realizaron ensayos
tendientes a investigar la via de descarga de sacarosa y las enzimas
involucradas en la regulaciéon de la capacidad para atraer asimilados, en
frutos de tomate que expresan elevados o bajos niveles de IA.

La informacién obtenida indica que los aziicares importados no serian
expuestos a hidrélisis extracelular y el transporte desde floema seria
predominantemente via simplasto, ya que luego de exponer los frutos a
[*H]-fructosil-sacarosa, la asimetria de marca en los tejidos se conserva. Los
resultados muestran ademas que la captacién de sacarosa presenta una

correlacion positiva con la actividad SS y no con la actividad invertasa acida
0 neutra.

De acuerdo a la informacién aportada por Wang et al. (1993), la
actividad SS y no la actividad invertasa, presenta una correlacién positiva
con la velocidad de crecimiento del fruto y la acumulacién de almidén. Estos
autores verificaron ademas que el tratamiento con temperaturas elevadas en
plantas de tomate con frutos en desarrollo, inhibe el incremento de la
actividad SS al inicio de la etapa luminica, provocando una disminucién en
la hidrélisis de sacarosa y en la capacidad de acumular almidén, sin que la
actividad invertasa resulte modificada.

El analisis del patréon de expresion temporal y espacial de la invertasa
y SS durante el desarrollo de los frutos de tomate indican asimismo, la
importancia de la SS, y no de la invertasa, en la regulaciéon de la capacidad
como destino de asimilados. En etapas tempranas -5 a 7 dias post antesis-
los niveles de SS-mRNA se incrementan hasta alcanzar un maximo mientras
que los correspondientes a la invertasa se mantienen bajos hasta los 35 dias
de desarrollo, incrementandose sé6lo en la etapa de maduracién de los frutos
(Wang et al. 1994).

Estudios realizados en plantas de tomate transgénico, que expresan
un fragmento antisentido correspondiente al SS-mRNA, evidenciaron una
disminucion en la actividad sacarosa fosfato sintasa y SS, sin que la
actividad invertasa se modificara en respuesta a la disminuciéon de la SS. En
esta linea transgénica, la capacidad de los frutos de 7 dias de desarrollo para
obtener sacarosa disminuy6 notablemente, observandose ademas retraso en
el desarrollo floral y menor establecimiento de frutos (DAoust et al. 1999).
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.- Nimero y tamaiio de células en relaciéon al tamaifio potencial de
los frutos

Como se mencionara anteriormente, la capacidad de los frutos para
r fotoasimilados esta condicionada por factores fisicos asociados al
ro y tamafio de células con capacidad de almacenamiento (Bohner y
xrth 1988a, 1988b, Blinger-Kibler y Bangerth 1982/83, Ho 1984,

En tomate, la relacion entre el tamano y el numero de células puede
varse en los frutos correspondientes a un mismo racimo, entre los que
almente existe una graduacion de tamario.

Las diferencias encontradas en el tamarno de los frutos ubicados en
6n proximal y distal dentro del racimo, son determinadas por el
10 de células del ovario en la etapa previa a la antesis, ya que si bien
iés de la apertura floral este numero se duplica, en los frutos proximal
al ocurre esencialmente lo mismo (Bohner y Bangerth 1988a, 1988b,
er-Kibler y Bangerth 1982/83, Ho 1984, 1996).

Al analizar la limitante de naturaleza fisica —tamario del destino-, que
ciona el crecimiento y desarrollo de los frutos es importante considerar
] tamano potencial de los mismos esta condicionado por los siguientes
sos (figura 4, Gillaspy et al. 1993, Grange 1993):

'ase inicial de divisién celular responsable de la formacién del ovario
revio a que ocurra la antesis. Este periodo involucra la decisién del
wario de presentar abscisién o continuar con las etapas siguientes de
livision celular y crecimiento del fruto.

A segunda fase de division celular tiene lugar con posterioridad a la
intesis, cuando efectivamente se ha producido la polinizacién y
ertilizacién de los 6vulos.

fase de elongacion o expansion celular hasta que los frutos alcanzan el
amano final -estadio verde maduro-.
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Figura 4: Cambios hormonales durante el crecimiento y desarrollo de los
frutos de tomate (adaptado de Gillaspy et al. 1993).

1.3.- DESARROLLO FLORAL Y ESTABLECIMIENTO DE FRUTOS

Una vez que se ha producido la diferenciacion del meristema vegetativo
en reproductivo, el apice floral dara origen a los organos florales y la
evolucion del programa de desarrollo de la inflorescencia condicionara el
proceso de fructificacion.

Durante o inmediatamente antes de que se produzca la antesis, el
crecimiento del ovario y la division celular se reducen o se detienen y

Unicamente se vuelven a reactivar cuando se ha producido la fertilizacion de
los 6vulos. En consecuencia, con posterioridad a la antesis, la siguiente
etapa limitante en el crecimiento de los frutos sera la polinizacion (Charles y
Harris 1972, Gillaspy et al. 1993, Grange 1993, Ho 1996, Picken 1984).

Al producirse la antesis, las anteras se abren y los granos de polen
caen sobre el estigma, donde deben adherirse a efectos de que ocurra la
fertilizacion.

La limitacion en la disponibilidad de asimilados puede afectar las

etapas de germinacion y crecimiento del tubo polinico provocando una
disminucion en el establecimiento de frutos de algunos cultivares, a la vez




INTRODUCCION 15

incremento en el periodo total de desarrollo de los frutos (Charles y
972, Gillaspy et al. 1993, Ho 1996, Picken 1984).

)s 6vulos fertilizados generalmente disparan la transformaciéon del
:n fruto y la decision de continuar con las etapas siguientes de
y agrandamiento celular hasta que los frutos alcanzan el tamano
stadio verde maduro-. Solamente cuando las células del ovario
a dividirse, iniciando el crecimiento del fruto, se considera que se ha
do el establecimiento de los frutos.

numero de fecundaciones exitosas, la extensiéon de la fase de
miento celular, ademas del numero de células del ovario previo a la
cién y las divisiones celulares que ocurren dentro de él luego de la
5ion, pueden condicionar el tamano final de los frutos (Bohner y
h 1988b, Gillaspy et al. 1993, Ho 1984, 1996).

(MBIOS HORMONALES ASOCIADOS AL ESTABLECIMIENTO Y DESARROLLO DE
UTOS

n condiciones normales, durante la germinacion del grano de polen y
:nto del tubo polinico se producen cambios importantes en los
endégenos de hormonas que condicionarian las etapas de
nto y desarrollo de los frutos. Los reguladores del crecimiento a
e los cuales el polen determina el establecimiento de frutos incluirian
nas y giberelinas (Crane 1964, Grange 1993, Gillaspy et al 1993,
984, Sastry y Muir 1963).

| caso de ausencia de los estimulos generados durante los procesos
izacién y fertilizacién, el ovario deja de crecer e inicia un proceso de
1cia (Bangerth 1981, Gillaspy et al. 1993, Ho 1996, Picken 1984,
7 1984).

. funcién regulatoria de las hormonas vegetales en las etapas de
y agrandamiento celular estaria evidenciada por la variacién en los
:ndégenos de fitohormonas durante el desarrollo de los frutos. Sin
), s importante puntualizar que esta informacién no seria suficiente
ablecer una relacién causal.

n avance importante en este aspecto fue posible a partir del empleo
mas experimentales que permiten anular el/los tejidos que sintetizan
ladores del crecimiento evaluando el efecto de la aplicaciéon exégena
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de cada uno de ellos. Ejemplos de esta metodologia involucran el empleo de
flores emasculadas en las que el estimulo endégeno proveniente de la
polinizacion se evita eliminando las anteras, asi como la utilizacion de
mutantes deficientes de hormonas.

El analisis de los niveles endégenos de hormonas durante el desarrollo
de los frutos de tomate (figura 4), muestra dos picos de acumulacién de
giberelinas (GAs), que coinciden con la activacion de la division celular
temprana en la fase inicial de desarrollo del ovario y con la expansién celular
durante el desarrollo de los frutos, donde el crecimiento es maximo y los
niveles de auxina decrecen (Gillaspy et al. 1993, Ho 1984, Mapelli et al.
1978, Sjut y Bangerth 1982/ 3).

En lo referente al contenido de auxina, el primer maximo coincide con
el inicio de la fase 11l de agrandamiento celular del fruto y con la etapa final
de desarrollo del embrién. El segundo incremento se produce cuando las
células de los frutos ya han alcanzado su tamario maximo y se relacionaria
con la etapa de crecimiento del embriéon por expansion celular (Gillaspy et al.
1993, Iwahori 1967, Mapelli et al. 1978, Sjut y Bangerth 1982/3).

Fisiologicamente, las GAs producidas por el grano de polen serian las
responsables de desencadenar el incremento en la produccién de auxinas
por el ovario, las cuales activarian, directa o indirectamente, la division
celular. Asi, el establecimiento de los frutos seria consecuencia de la accion
secuencial o coordinada de giberelinas y auxinas (Bohner y Bangerth 1988,
Gillaspy et al. 1993, Grange 1993, Mapelli et al. 1978, Picken 1984).

Los ensayos realizados por Rebers et al. (1999) muestran que la
expresion -temporal y espacial- de diferentes genes relacionados con la
sintesis de GAs es altamente regulada durante el desarrollo floral. Aunque se
necesitan posteriores estudios para determinar si los niveles de mRNA se
correlacionan con la actividad enzimatica in vivo, los datos presentados
brindan evidencia a nivel molecular que apoya la importancia de GAs en el
desarrollo temprano de la flor y fruto.

De acuerdo a lo informado por Sastry y Muir (1963), las auxinas, si
bien estin presentes en etapas tempranas del desarrollo floral, no son
detectables durante la antesis y sélo se incrementan en respuesta al
estimulo generado por la polinizacién, en particular por las giberelinas
presentes en el grano de polen.
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1.4.1.- Balance hormonal endégeno en mutantes androestériles

Estudios realizados en el mutante andro-estéril de tomate ‘stamenless-
2 (s-2/sl-2)’ brindan informacién adicional acerca del rol de las giberelinas y
auwxinas durante el desarrollo floral y establecimiento de frutos (Bhadula y
Sawhney 1989, Sawhney 1974, Sawhney y Shukla 1994, Singh et al 1992b).

El analisis del contenido de sustancias con actividad giberelina en
hojas y flores del mutante muestra niveles relativamente bajos con respecto
al obtenido en plantas normales. Por su parte, la concentracion de auxinas
en el mutante es 10 a 20 veces mayor en hojas y S a 8 veces superior en los
estambres con respecto al valor obtenido en plantas normales.

Este mutante, que produce estambres anormales con polen no viable,
es capaz de revertir y permitir el desarrollo de flores con anteras normales y
polen viable, si las plantas son tratadas con GA3! antes de que se produzca
la iniciacion floral o si el cultivo se desarrolla a bajas temperaturas.

La respuesta de éste y otros mutantes andro-estériles deficientes en
giberelinas en los que es posible revertir la mutacién por aplicaciéon exégena
de GA3, muestran que las GAs son necesarias para el normal desarrollo de
estambres y polen (Bhadula y Sawhney 1989, Jacobsen y Olszewski 1991,
Nester y Zeevaart 1988, Phatak et al. 1966, Sawhney 1974, Sawhney y
Greyson 1973, Sawhney y Shukla 1994, Singh et al. 1992b).

La importancia de las GAs en el desarrollo de estambres y del grano de
polen es respaldada ademas por experimentos con 2-cloroetil-trimetil amonio
cloruro -inhibidor de la sintesis de giberelinas-. La aplicacion foliar a plantas
normales provoca la apariciéon de estambres anormales de apariencia similar
a las del mutante y en °‘stamenless-1’ impide el restablecimiento de la
fertilidad por aplicacién de GAs (Phatak et al. 1966, Sawhney 1974, Sawhney
y Shukla 1994).

En lo referente al contenido de auxinas en el mutante sl-2/sl-2, se ha
observado que el tratamiento con bajas temperaturas, capaz de restablecer
el desarrollo normal de estambres y polen, provoca una disminucion en los
niveles de esta hormona, comparable al encontrado en plantas normales
(Sawhney y Shukla 1994, Singh et al. 1992b).

1 GAs: acido giberélico
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Otros autores han observado ademas que la aplicacién de auxinas en
istemas andro-estériles promueve la inhibicion en el desarrollo de anteras y
olen (Sawhney y Greyson 1973, Sawhney y Shukla 1994).

En conclusién, en los sistemas andro-estériles de tomate los niveles
isminuidos de GAs activas, posiblemente por alteracion en su sintesis,
fectan los procesos de organogénesis que conducen a la formacion de
stambres. En el mutante sl-2/sl-2 en particular, el elevado contenido de
uxinas en hojas y estambres constituiria uno de los factores asociados a la
ndro-esterilidad y la formacién de estructuras similares a carpelos en lugar
e estambres.

.4.2.- Balance hormonal endégeno en cultivares partenocarpicos

La correlacién entre el incremento en los niveles de giberelinas y
uxinas en el ovario fue observada también durante el desarrollo
artenocarpico de los frutos (George et al. 1984, Gillaspy et al. 1993, Mapelli
tal. 1978).

El proceso de partenocarpia -formaciéon de frutos sin semilla- puede
er genéticamente controlado o inducido por aplicacion de hormonas,
rincipalmente auxinas y giberelinas (George et al. 1984, Gillaspy et al.
993, Mapelli et al. 1978, Sastry y Muir 1963).

La partenocarpia natural se ha relacionado con el incremento en los
iveles de reguladores del crecimiento presentes en el ovario al momento de
| antesis, suficientes para permitir el desarrollo de los frutos en ausencia de
olinizacién y fertilizacion (Fos et al. 2000, George et al. 1984, Gillaspy et al.
993, Mapelli et al. 1978).

Los resultados presentados por Mapelli et al. (1978) muestran la
nportancia de las GAs en el proceso de partenocarpia, ya que en la primer
emana después de la antesis los cultivares partenocarpicos presentaron
ayores niveles de GAs activas en comparacién a lo observado en su
ontraparte no partenocarpica. Asimismo, los frutos partenocarpicos
btenidos por aplicacion de la auxina 4-clorofenoxiacético evidenciaron
levados niveles de GAs (Koshioka et al. 1994).

Los estudios realizados por Fos et al. (2000) en lineas partenocarpicas
wcultativas, MA/pat-2 y CU/pat-2, muestran que la mutaciéon del gen pat-2
roduce una acumulacion de GA2o0, precursor de GAs activas, en ovarios no
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wlinizados. Ademas, el tratamiento con paclobutrazol, inhibidor de la
sintesis de GAs, previene el desarrollo de frutos partenocarpicos en los
warios pat-2 y este efecto puede ser revertido por aplicacion de GAs. En
onsecuencia, el establecimiento y desarrollo de frutos partenocarpicos se
elacionaria con el incremento en la sintesis de GAs activas como GA! a
artir de la acumulacién de GA20 en los ovarios no polinizados.

Diversos autores han informado ademas que las GAs son esenciales
iara el desarrollo de flores fértiles en tomate, aunque solamente serian
lecesarias durante un corto periodo después de la fertilizaciéon (Gillaspy et
1. 1993, Groot et al. 1987, Jacobsen y Olszewski 1991, Rebers et al. 1999).

Estudios realizados con el mutante de tomate gib-1, deficiente en GAs,
videnciaron que si bien en estas plantas se inicia la diferenciacién del
reristema floral, el desarrollo de los 6rganos florales no se completa y los
impollos eventualmente presentan abscisién. La aplicacién de GA3 o GA4+7
no el tratamiento con otros reguladores, permite restablecer la fertilidad
el mutante y el establecimiento de frutos con semillas sélo si los
atamientos se realizan en etapas tempranas del desarrollo floral (Groot et
. 1987, Jacobsen y Olszewski 1991).

5.- EFECTO DE LA APLICACION DE FITORREGULADORES
5.1.- Establecimiento y desarrollo de frutos

En ausencia de polinizacién y fertilizacién o previamente a que ésta
urra, la partenocarpia artificial puede ser inducida por aplicacion de
berelinas o auxinas en la pared del ovario. El tratamiento resulta en la
:umulacion de reguladores en niveles adecuados para inducir el
tablecimiento y desarrollo de los frutos (Bohner y Bangerth 1988b,
inger-Kibler y Bangerth 1982/3, Gillaspy et al. 1993, Kagan-Zur et al.
192, Sastry y Muir 1963).

Diversos autores coinciden en indicar que la aplicacién de reguladores
1 crecimiento y/o un adecuado manejo ambiental en el cultivo forzado de
mate, considerando las caracteristicas genotipicas del material utilizado,
rmite mejorar la productividad cuando las condiciones ambientales
sultan limitantes para la produccién y suministro de fotoasimilados
unger-Kibler y Bangerth 1982/3, Ho 1984, 1996, Picken y Grimmett 1986,
whney 1984).
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Bajo condiciones adversas de iluminacion, especialmente durante el
eriodo invernal, la aplicacion hormonal en el cultivo forzado de tomate
ermite prevenir la abscision de inflorescencias consecuencia de la débil
ompetencia que pueden ejercer sobre el limitado suministro de asimilados.

En particular, el tratamiento simultaneo de las inflorescencias con la
itoquinina BA? y GA3 es particularmente efectivo en promover el desarrollo
loral completo (Kinet 1977, Kinet et al. 1978, 1985, Leonard et al. 1983).

Estos autores han observado un efecto secuencial entre BA y GA3 en la
egulacion del desarrollo de las inflorescencias, ya que si bien BA estimula el
esarrollo floral, éste sé6lo se completa si se aplica ademas GA3. Asimismo, el
fecto promotor de las GAs sélo se observa cuando el desarrollo de la
fflorescencia fue iniciado por la aplicacién de citoquininas, indicando que la
:spuesta al tratamiento con GAs depende del estadio de desarrollo de la
florescencia al momento del tratamiento.

Al evaluar la aplicacion de reguladores como metodologia para
icrementar la productividad en el cultivo forzado de tomate, es importante
msiderar que el rendimiento final del cultivo estd determinado por el
llance entre el desarrollo vegetativo y reproductivo. A no ser que el
ministro de asimilados sea suficiente para un crecimiento balanceado, el
:sarrollo reproductivo continuamente estimulado por aplicacion hormonal
lede reducir el crecimiento vegetativo al punto que el desarrollo de la
anta se vea seriamente afectado y en definitiva, el rendimiento final sera
nsiderablemente menor (Bangerth 1981, Ho 1984, 1996).

El analisis de los efectos de la aplicacién de fitorreguladores, teniendo
1 cuenta el balance hormonal endégeno, indica efectos diferenciales de
:uerdo al momento de aplicaciéon, tipo y dosis de hormona empleada,
ltivar involucrado, estado nutricional de las plantas y sus interacciones
n las condiciones ambientales (Bangerth 1981, Bunger-Kibler y Bangerth
)82/3, Chandra Sekhar y Sawhney 1990, Gillaspy et al. 1993, Ho 1996,
whney 1984).

5.2.- Distribucion de asimilados y actividad mitética

De acuerdo a Kinet et al. (1978), la evolucién del contenido de
rbohidratos en el racimo floral indicaria que el tratamiento hormonal

JA: benziladenina



INTRODUCCION 21

induce un incremento temporal en los niveles de aziucares solubles y
ilmidén, produciéndose en forma paralela, un aumento en la acumulacién
le materia seca en la inflorescencia a expensas de las hojas localizadas por
:ncima de ésta.

El analisis de la distribucién de asimilados marcados con !*C indica
jue la aplicacion de BA y GA4+7 no provoca cambios en la velocidad de
otosintesis de la hoja que actua como fuente para la inflorescencia ni en la
yroporcion de !%C-asimilados exportados. Por el contrario, el patrén de
listibuciéon de aziicares resulté alterado, el suministro de !*C-asimilados
lacia la inflorescencia tratada se incrementd, a la vez que disminuyd la
mportacion de *C hacia el apice del tallo (Leonard et al. 1983).

Kinet et al. (1985) analizaron el restablecimiento de la actividad
itética en inflorescencias que se desarrollan bajo condiciones limitantes de
uminacion, luego del tratamiento con BA y GA4+7.

En este caso, la baja capacidad como destino de las flores se
slacionaria con una limitada actividad de division celular y la recuperacién
e la actividad mitética por aplicaciéon hormonal seria lo que provocaria la
iayor demanda de asimilados con respecto al apice. Sin embargo, no fue
osible establecer si los cambios en el patréon de distribucién de asimilados
receden o son consecuencia de los cambios morfolégicos producidos en la
florescencia.

Es importante remarcar que la acumulacién de asimilados en érganos
;productivos en respuesta al tratamiento con giberelinas y citoquininas ha
do informada en otras especies (Clark y Hacket 1979, Jahnke et al. 1989,
’retd y Beltran 1987, Tse et al. 1974).

En sintesis, los reguladores del crecimiento favorecerian el desarrollo
productivo modificando el patrén de distribucién de asimilados, esto es,
direccionando el flujo de sacarosa hacia las flores a expensas del apice.
ste efecto podria ser directo, afectando los mecanismos de transporte desde
ema hacia los 6érganos destino, o indirecto luego de activar los procesos de
vision y agrandamiento celular que determinarian la mayor demanda de
iimilados (Gillaspy et al. 1993, Ho 1984, 1996, Kinet et al. 1985).

En tomate, el comportamiento diferencial de las curvas de crecimiento
» frutos partenocarpicos inducidos por aplicacién de giberelinas o auxinas,
| comparacion a los frutos fertilizados normalmente, ha sido asociado con
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el balance hormonal endégeno y la fase de desarrollo del ovario -division o
agrandamiento celular-, al momento de recibir el estimulo exégeno (Bangerth
1981, Binger-Kibler y Bangerth 1982/83, Sawhney 1984).

Los frutos inducidos por aplicacion de AIA presentan una elevada
velocidad de crecimiento inicial en comparacién a los obtenidos con GAs3. Sin
:mbargo, la aplicacion de la auxina sintética 4-clorofenoxiacético a los
warios previamente tratados con GA3 permite superar estas diferencias.
istos resultados podrian estar asociados con el déficit de auxinas,
iitoquininas y/o una elevada relacion GA3/AIA, en el ovario al momento de
fectuar el tratamiento con GA3 (Bangerth 1981, Bunger-Kibler y Bangerth
1982/83).

En resumen, el desarrollo reproductivo en tomate y en definitiva la
roductividad estara condicionada por diferentes aspectos fisiologicos:

Y Factores internos capaces de regular la competencia entre la
inflorescencia y el apice.

¥ Regulacion de la mitosis en el ovario previo a que ocurra la antesis.

v Hidrdlisis de la sacarosa y mecanismos de transporte durante la
importacion de asimilados hacia el fruto.

¥ Regulacion del flujo de carbono hacia el fruto.

Y Interacciones entre factores ambientales y suministro de nutrientes con
el metabolismo de asimilados durante el crecimiento del fruto.

.- MUERTE CELULAR PROGRAMADA Y SENESCENCIA

La muerte de grupos especificos de células constituye una parte
sencial del programa de crecimiento y desarrollo de organismos
ucariéticos, incluyendo plantas y animales. El proceso de muerte celular es
demas, uno de los componentes del mecanismo de respuesta a distintos
pos de estrés, bioticos y abidticos (Dangl et al. 2000, Granell et al. 1997,
lengartner 2000, Jones 2001, Meier et al. 2000, Pennell y Lamb 1997).

El concepto de muerte celular programada (PCD, “programmed cell
eath”) hace referencia a los procesos por el cual el protoplasma, rodeado o
o por pared celular, es eliminado como parte del programa de desarrollo o
e mecanismos de adaptacién de los diferentes organismos, siendo éstos
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_capaces de controlar la iniciacion y el desarrollo de este proceso mediante
ismos moleculares conservados a través de la evolucion.

Desde el punto de vista fisiologico, la PCD implica una serie de
{r ocesos bioquimicos, metabodlicos y estructurales que, bajo estricto control,
conduce a la eliminacion selectiva de células.

La PCD depende de la expresion de genes especificos y es regulada por
un complejo mecanismo que incluye hormonas, factores de crecimiento y
senales intra e intercelulares (Dangl et al. 2000, Hengartner 2000, Jones
2001, Meier et al. 2000, Pennel y Lamb 1997, Vaux y Strasser 1996).

2.1.- MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN ANIMALES

El proceso de PCD en animales es el mecanismo mediante el cual el
organismo se libera de las células cuando han dejado de ser necesarias y
puede formar parte de mecanismos de remocion de células danadas y de
proteccion contra patogenos. De este modo, la PCD es de importancia para €l
normal desarrollo, asi como en la manifestacion de algunas enfermedades.

En animales, se han caracterizado dos tipos principales de muerte
celular: apoptosis, proceso altamente regulado y dependiente de energia y
necrosis, proceso no fisiologico consecuencia de procesos traumaticos y
caracterizado por ruptura de membranas, liberacion del contenido celular e
inflamacion de tejidos (figura 5).
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Figura 5: Principales tipos de muerte celular identificadas en animales.
Apoptosis, proceso fisiologico estrictamente controlado que forma parte del
programa de desarrollo de las células y necrosis, muerte celular pasiva
consecuencia de procesos patologicos (Dangl et al. 2001).
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La apoptosis, una de las formas de PCD, esta caracterizada por una
rie de cambios morfolégicos y bioquimicos. Los marcadores morfolégicos
cluyen condensacion y marginalizacion de la cromatina en el nucleo,
sgregacion del citoplasma y nucleo, ruptura de membranas plasmatica y
Iclear, formacién de cuerpos apoptoéticos y fagocitosis por células vecinas
1ausencia de reaccion inflamatoria.

A nivel molecular, los eventos bioquimicos asociados a la apoptosis
volucran incremento de Ca?* citosélico, activacién de proteasas especificas
fragmentacion del DNA (Anglade et al. 1997, Dangl et al. 2000, Hengartner
100, Meier et al. 2000, Vaux y Strasser 1996, Wang et al. 1996).

La mayoria de los cambios morfolégicos evidenciados durante la
optosis son causados por un grupo de cistein proteasas especificamente
tivadas en las células apoptoticas. Estas proteasas, que forman parte de
1a gran familia denominada caspasas, participan tanto en la iniciacién del
ograma de apoptosis como en la disgregacion de los componentes
lulares (Dangl et al. 2000, Cohen 1997, Hengartner 2000, Martin y Green
95, Vaux y Strasser 1996).

Las caspasas sintetizadas como precursores inactivos resultan
tvadas por protedlisis, primariamente autocatalitica, luego de la
eraccion con cofactores o eliminacion de inhibidores. Posteriormente, la
scada de activacion de caspasas puede involucrar la accién catalitica de
-as caspasas o de proteasas diferentes permitiendo asi que la célula pueda
tegrar y amplificar sefiales pro-apoptosis.

Es importante considerar que la activacion de las caspasas no conduce
la degradacion inespecifica de proteinas. Estas proteasas presentan una
wada especificidad de sustrato y solamente provocan la ruptura de un
upo seleccionado de proteinas, usualmente en uno o pocos sitios de su
cuencia primaria, siempre después del aminoacido aspartato.

La accion de las caspasas permite la inactivaciéon de ciertas proteinas
inco, aunque también puede activar proteinas actuando directa o
directamente sobre subunidades regulatorias positivas o negativas.

Esta nucleasa esta presente en las células vivas en forma de complejo
activo por asociaciéon con una subunidad inhibitoria. Durante la apoptosis,
| activacion depende de la accién de la caspasa-3 sobre esta subunidad
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;gulatoria y posterior liberaciéon de la subunidad catalitica (Hengartner
)00, Liet al. 2001, Sakahira et al. 1998, Vaux y Strasser 1996).

2.- MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN PLANTAS

En plantas, la PCD es esencial para el desarrollo normal y la
Ipervivencia como parte de mecanismos de adaptacién a diferentes tipos de
trés, bidticos y abiéticos (Dangl et al. 2000, Granell et al. 1997, Jones
)01, Pennel y Lamb 1997, Wang et al. 1996).

Durante la mayor parte del ciclo de vida de las plantas el proceso de
uerte celular programada afecta la mayor parte de las células y tejidos
getales, desempenando diversas funciones (figura 6):

% Desarrollo reproductivo, incluyendo entre otros aspectos la formacién
de gametas y degeneraciéon del suspensor.

% Ciertos aspectos del desarrollo vegetativo, como la degeneracién de
tejidos en semillas —capa de aleurona, endosperma-, raices —caliptra-,
desarrollo de tricomas y diferenciacién de elementos traqueales.

% Interaccién con sefiales ambientales —formacién de aerénquimas- o con
patégenos -respuesta hipersensible-.

% Senescencia de la planta completa o de organos vegetativos y
reproductivos, incluyendo hojas, tallos, raices, flores y frutos.

En relacion a los mecanismos que conducen a la muerte celular,
rersos autores han informado que ciertos marcadores asociados a la
optosis fueron conservados a través de la evoluciéon, en animales y
jetales. Sin embargo, el proceso de fagocitosis de los cuerpos apoptoéticos
plantas, a diferencia de lo que ocurre en animales, estaria limitado por la
red celular y la ausencia de fagocitos (Carimi et al. 2003, Dangl et al.
00, Granell et al. 1997, Pennel y Lamb 1997, Solomon et al. 1999, Xuy
nson 2000, Wang et al. 1996).

}.1.- PCD durante el desarrollo reproductivo

En la fase reproductiva del desarrollo de las plantas, el proceso de
D tiene como objetivo la eliminacién de las células no funcionales (Dangl
al. 2000, Esau 1985, Jones 2001).
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Durante la gametogenésis femenina a partir de la célula madre de las
gasporas (célula diploide) se formaran cuatro megasporas haploides por
iosis, de las cuales tres degeneran por el proceso de PCD y la restante
ra origen al saco embrionario (figura 6, esquema 1).

En el proceso de formacion de semillas, una vez que se ha producido
lecundacion del 6vulo, en el cigoto se diferencian dos polos a partir de los
iles se originaran el embrién y el suspensor. Durante el desarrollo del
brion, el suspensor permite la transferencia de nutrientes desde el
losperma y tejidos circundantes hacia el embrién. Al completarse el
iarrollo de la semilla y alcanzar el periodo de latencia, el proceso de PCD
mite la degeneracioén especifica del suspensor (figura 6, esquema 2).

12.- PCD durante el desarrollo vegetativo

Durante el desarrollo vegetativo, se ha verificado que ciertos aspectos
éste dependen del normal desarrollo del proceso de PCD afectando
ecificamente, temporal y espacialmente, células o tejidos (Bethke et al.
19, Dangl et al. 2000, Esau 1985, Pennel y Lamb 1997).

En semillas de cereales, se ha observado que los mecanismos que
ducen a la muerte celular del endosperma amilaceo y de la capa de
rrona presentan caracteristicas diferenciales (figura 6, esquema 3).

Cuando el grano alcanza la madurez la capa de aleurona permanece
10 tejido vivo y el endosperma experimenta un proceso particular de
arte celular en el cual el contenido de las células es preservado en su
ido original hasta el inicio de la germinacién. Durante la germinacién, la
a de aleurona moviliza sus propias reservas proteicas para la sintesis y
ecion de enzimas hidroliticas que permiten la degradacion de las
rrvas acumuladas en el endosperma.

Al concluir la germinacién y movilizacién de reservas del endosperma,
apa de aleurona deja de ser necesaria para el desarrollo del embri6on e
ia el proceso de PCD mediante un mecanismo que involucra la autofagia.
vacuolas de almacenamiento dan origen a compartimientos liticos donde
icumulan hidrolasas acidas (cistein- y aspartico-proteasas y nucleasas)
permiten la movilizaciéon de sus reservas hacia la plantula en desarrollo.
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Figura 6: Principales organos sobre los que inciden procesos de muerte
celular programada (PCD) en plantas vasculares. Las zonas coloreadas de
naranja representan células que desarrollan el proceso de PCD (adaptado de
Dangl et al. 2000).
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La PCD es de particular importancia durante la diferenciacién de los
nentos traqueales del xilema, que al alcanzar su madurez funcional,
in constituidos por células muertas sin contenido (figura 6, esquema 5).

La xilogénesis involucra una etapa inicial de elongacién celular y
esis de proteinas y componentes de la pared primaria. Posteriormente, se
etizan elementos de la pared secundaria, se depositan sobre la pared
iaria y se lignifican dando origen a engrosamientos secundarios.
imente, el protoplasto se desintegra tras la ruptura de la vacuola y
acion de enzimas hidroliticas que alcanzan también las paredes
lares donde atacan parcialmente la pared primaria generando las
tuaciones en las paredes laterales y placas perforadas en ambos
'mos. Durante este proceso se evidencia ademas fragmentacién del DNA
aricion de cuerpos apoptéticos, eventos caracteristicos de procesos de
via apoptosis (Dangl et al. 2000, Esau 1985, Jones 2001, Pennel y
b 1997, Wang et al. 1996).

La muerte celular afecta también de manera previsible, en momentos y
s especificos, otros aspectos del desarrollo vegetativo (Dangl et al. 2000,
1 1985, Pennel y Lamb 1997, Wang et al. 1996).

La superficie de algunas plantas esta cubierta por una fina capa de un

de tricomas -pelos unicelulares muertos-, que permiten proteger el
ato fotosintético de los efectos nocivos de la irradiacién elevada en
>s ambientes y, en otros casos, proveer una zona para atrapar la
edad y reducir la pérdida de agua (figura 6, esquema 4).

Las células de la caliptra de la raiz, formadas a partir del meristema
I y desplazadas continuamente hacia la periferia por nuevas células,
ués de varios dias inician el proceso de muerte celular evidenciandose
nentacién del DNA y aparicion de cuerpos apoptoéticos similares a los
vados en sistemas animales (figura 6, esquema 6).

l- PCD como parte de mecanismos de adaptaciéon a situaciones de
estrés

Como se mencionara anteriormente, la muerte celular en plantas
e ser iniciada ademas en repuesta a diferentes tipos de estrés como
de mecanismos de adaptacién (Dangl et al. 2000, Jones 2001, Pennel y
11997, Wang et al. 1996).
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En varias especies de monocotiledéneas, condiciones de hipoxia
ucen la muerte celular de grupos especificos de células corticales de la
rdurante la formaciéon de aerénquimas -espacios intercelulares de origen
seno- (figura 6, esquema 7).

La respuesta al déficit de oxigeno es muy rapida y provoca la remocién
la pared celular y los protoplastos generando espacios intercelulares a
és de los cuales el oxigeno puede difundir desde el tallo a la raiz. Este
seso es acompanado ademas, por condensacién celular y fragmentaciéon
DNA, eventos caracteristicos de procesos de PCD via apoptosis (Dangl et
2000, Esau 1985, Jones 2001, Pennel y Lamb 1997).

El ataque de ciertos patégenos es capaz de desencadenar en la planta
sped mecanismos de defensa (respuesta hipersensible) que activan el
ceso de PCD en el sitio de infeccion de modo tal que el crecimiento del
)geno sera limitado a esta zona y resultara avirulento (figura 6, esquema 8).

El mecanismo de defensa desencadenado tras el reconocimiento del
)geno incluye la sintesis de fitoalexinas con accién antimicrobiana,
1ccion de ciertas proteinas con actividad hidrolitica hacia componentes
satégeno -PR1- y alteraciones de la sintesis de proteinas estructurales de
ared celular, entre otras respuestas (Dangl et al. 2000, de Pinto et al.
2, Jones 2001, Mehdy 1994, Pennel y Lamb 1997, Wang et al. 1996).

Durante la activacion de los mecanismos de adaptacion a diferentes
3 de estrés -bidticos y abioticos- se ha observado que el mecanismo de
sducciéon de senales involucra la produccién de especies reactivas de
eno tales como H202, O2" y OH", incremento del Ca?* citoplasmatico y
rilacion de proteinas (Dangl et al. 2000, de Pinto et al. 2002, Mehdy
}, Pennel y Lamb 1997).

. SENESCENCIA

En particular, el proceso de senescencia -etapa final del desarrollo
tal- concluye con la muerte celular y puede afectar la planta completa o
organos vegetativos y reproductivos, incluyendo hojas, tallos, raices,
sy frutos (figura 6, esquema 9).

El objetivo principal de este proceso es la movilizacion y redistribucion
wtrientes principalmente carbono, nitrégeno y fésforo, mientras que la
final de muerte celular sera activamente retrasada hasta que se haya
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letado la remocion de macromoléculas desde las células senescentes
el resto de la planta (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al.
,Gan y Amasino 1997, Pennel y Lamb 1997).

El desarrollo del programa de senescencia involucra dos fases.
ite la primer etapa las células permanecen viables, se modifica la
sion de determinados genes y aunque se evidencian cambios en la
stura subcelular es factible revertir el proceso. La fase final, de
aleza irreversible, concluye con la muerte celular y se caracteriza por la
ion de marcadores morfolégicos y bioquimicos similares a los
rados en otros procesos de PCD, aunque la integridad de las organelas
rde tardiamente.

La regulacién del programa de muerte celular permite ademas prevenir
ipagacion de enfermedades hacia los tejidos vivos, lo cual no seria
e si la muerte celular ocurriera por necrosis.

- Hibitos monocarpico y policarpico de la senescencia

Las plantas pueden presentar senescencia monocarpica o policarpica.
primer tipo la planta completa muere una vez que ha finalizado el
o reproductivo. El habito policarpico, por su parte, implica que la
tura basica de la planta se mantiene viva a través de multiples fases
roduccion y dispersion de semillas.

Como ejemplo de habito policarpico se encuentran los arboles
folios y las especies perennifolias. En los primeros, la senescencia y
on de las hojas se relaciona generalmente con estimulos ambientales
aramente evidente por el cambio de color y caida otofial de las hojas.
i especies perennifolias si bien las hojas individuales pueden vivir
afos, éstas también se renuevan por un proceso coordinado de
encia y abscisiébn cuando ya no son beneficiosas para el arbol
er y Paterson 1997, Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al.

in plantas efimeras de floracién anual de habito monocarpico, una vez
ido el ciclo reproductivo, la planta completa muere como consecuencia
grama de senescencia que afecta los tejidos somaticos preexistentes y
upresion de la actividad meristematica que impide la regeneraciéon de
s.
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En soja y arveja por ejemplo, la senescencia de los 6rganos vegetativos
coordinada con la movilizaciéon de nitrégeno, fosforo e incluso azucares
1 los frutos y semillas en desarrollo. Ademas, una rapida senescencia y
ision de las flores polinizadas hace que sea maximo el potencial para
ar semillas viables (Bleecker y Paterson 1997, He et al. 2001).

.- Factores que controlan el inicio y desarrollo de la senescencia

La senescencia, en particular su iniciacion, al igual que otros procesos

desarrollo genéticamente programados, es regulada por factores
entales y autébnomos (Bleecker y Patterson 1997, Buchanan-Wollaston
2003, Dangl et al. 2000, Gan y Amasino 1997, Thomas y Stoddart
, Valpuesta et al. 1993).

Los cambios ambientales predecibles, como por ejemplo la disminucién
duracion del fotoperiodo, pueden iniciar el proceso de senescencia
parte de estrategias adaptativas.

Cuando los factores ambientales resultan adversos para el desarrollo
eraturas extremas, sombreado, déficit hidrico y de nutrientes, estrés
tivo, infeccion por patégenos, etc.-, las plantas poseen mecanismos que
rmiten anticipar el inicio de la senescencia con €l objeto de redistribuir
utrientes hacia los oérganos reproductivos, reduciendo ademas el
imo de agua por las hojas mas desarrolladas y menos eficientes desde
ito de vista fotosintético.

De este modo, la senescencia otorga una ventaja adaptativa relevante
e ciertas partes pueden ser sacrificadas incrementando la posibilidad
pervivencia del resto de la planta, llegando asi a completar su ciclo de
‘asegurando la conservacién de la especie en la proxima estacion.

En ausencia de estimulos externos que anticipen el proceso de
cencia, los factores internos (auténomos) que controlan el inicio de esta
del desarrollo incluyen la edad, desarrollo reproductivo y niveles de
idores del crecimiento.

En este sentido, el momento en que se desarrollara el proceso de
encia se relaciona con aspectos fisiolégicos de los 6rganos o tejidos
lerados y ocurrira, en general, cuando han alcanzado la madurez.



INTRODUCCION 32

3.- Senescencia de la hoja
3.1.- Cambios a nivel subcelular

De acuerdo a lo informado por diversos autores, las hojas durante la
scencia evidencian importantes cambios en sus organelas (Bleecker y
rrson 1997, Cercos et al. 1993, Dangl et al. 2000, Gan y Amasino 1997,
nas y Stoddart 1980, Valpuesta et al. 1993, Wittenbach et al. 1980).

Los cloroplastos resultan afectados en primer lugar mientras que la
ridad del nucleo, mitocondrias y vacuolas se pierde tardiamente en los
)s senescentes; observandose ademas la transformacion de peroxisomas
ioxisomas.

Uno de los primeros eventos estructurales observables es la pérdida de
ridad de los cloroplastos que representan el mayor depésito de
geno de la hoja. La organizacién de las membranas internas -grana- se
uye progresivamente y a partir del material lipidico liberado se forman
oglobulos. La movilizacién del nitrégeno del aparato fotosintético,
ipalmente RuBisCO, ocurriria por accién de proteasas cuya expresion
tiva durante la senescencia (Dangl et al. 2000, Liu y Jagendorf 1986,
lesta et al. 1993, Wardly et al. 1984, Wittenbach et al. 1982).

Los cambios ultraestructurales de los cloroplastos que se rediferencian
rontoplastos, ocurren en forma paralela al cambio de color de las hojas
1te la senescencia, el cual es consecuencia de la hidroélisis gradual de la
ila que permite ver el color de los pigmentos carotenoides (Bleecker y
rson 1997, Dangl et al. 2000, Thomas 1977, Valpuesta et al. 1993).

El sindrome de senescencia en las hojas (pérdida de color verde) se
rollara progresivamente desde los margenes hacia el centro, aunque las
1s que rodean el tejido vascular son afectadas tardiamente para facilitar
vilizacién de nutrientes (Gan y Amasino 1997).

La reversibilidad de la senescencia es de particular importancia
ite la recuperacién de las plantas a condiciones de estrés transitorios.
nte esta etapa las hojas recuperan su contenido de clorofila, proteinas y
hasta niveles superiores a los encontrados en las hojas presenescentes.
vel estructural los cloroplastos son regenerados a partir de los
toplastos, desarrollando nuevamente el sistema de membranas
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des y formacién de grana (Bleecker y Patterson 1997, Dangl et al.
Thomas y Stoddart 1980, Valpuesta et al. 1993).

Desde el punto de vista funcional, el nucleo ejerce un importante papel
control de la senescencia del cloroplasto. Se ha observado que la
tura del nucleo permanece intacta hasta etapas muy avanzadas de la
encia y a pesar de ser un proceso es globalmente degradativo,
re la expresion de genes especificos y sintesis de nuevas proteinas
tery Patterson 1997, Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000,
Amasino 1997, Thomas y Stoddart 1980, Valpuesta et al. 1993).

os estudios estructurales evidenciaron ademas que las mitocondrias
:queridas para mantener la viabilidad de las células durante la
encia. Estas organelas se mantienen estructuralmente activas y
's durante la mayor parte del proceso. La actividad de enzimas
ndriales, la respiracién y la integridad de las membranas no resultan
las sino hasta etapas muy avanzadas de la senescencia en hojas
cer y Patterson 1997, Gan y Amasino 1997, Thomas y Stoddart 1980,
sta et al. 1993).

in las diferentes etapas del desarrollo de las plantas superiores, las
15 que contienen una gran variedad de enzimas hidroliticas,
uyen el principal organulo donde ocurre la degradacion de diferentes
nentes celulares. Especificamente durante la senescencia, la
ana del tonoplasto interacciona con los cloroplastos de modo tal que
stidios son incorporados a la vacuola, donde ocurriria la degradacién
omponentes celulares (Cercés et al. 1993, Wittenbach et al. 1982).

inoshita et al. (1999) y Yamada et al. (2001) han informado que las
:as que se incrementan durante la senescencia se acumulan en la
1 como agregados inactivos y maduran lentamente para producir la
activa soluble sélo en las ultimas etapas de la senescencia.

)e este modo, en las etapas iniciales la degradacién de las proteinas
roplasto dependera de dos mecanismos, la incorporacién de los
os a la vacuola y la actividad de proteasas de localizacién
istica. En la fase final de naturaleza irreversible, cuando la
icion de los cloroplastos se encuentra en estado avanzado, se produce
ura del tonoplasto y liberacién del contenido de las vacuolas hacia el
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lasma (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Thomas y
lart 1980, Valpuesta et al. 1993).

A nivel estructural, la senescencia foliar ha sido asociada ademas con
nsformacion de los peroxisomas en glioxisomas. Esto permite activar el
s0 de gluconeogénesis y convertir los lipidos liberados de las
branas tilacoides en sacarosa transportable hacia los tejidos no
centes (Bleecker y Patterson 1997, Buchanan-Wollaston et al. 2003,
let al. 2000, Graham et al. 1992, Valpuesta et al. 1993).

Complementando la funciéon de los glioxisomas en el proceso de
neogénesis, se ha verificado la presencia de endo- y exopeptidasas
is durante la senescencia en esta organela que permitirian la utilizaciéon
iinoacidos como precursores glucidicos.

2.- Pérdida de la capacidad fotosintética

Las modificaciones estructurales descriptas en las células senescentes
companiadas por modificaciones en el metabolismo que permiten la
dacion ordenada de los componentes celulares (Buchanan-Wollaston et
)03, Dangl et al. 2000, Thomas 1977, Thomas y Stoddart 1980,
esta et al. 1993, Wittenbach et al. 1980, 1982).

Los primeros cambios ocurren en el cloroplasto, siendo los eventos
otables la pérdida de capacidad fotosintética y la disminucién en el
1ido de proteinas. El descenso de la capacidad fotosintética se debe al
intelamiento del cloroplasto y se relaciona con la degradaciéon de todos
ymponentes responsables de la absorciéon de la luz, el transporte
dnico, la generacion de NADPH y ATP y la fijacién de COa.

La desaparicién de la clorofila en la hoja es un signo evidente y un
o frecuentemente asociado a la senescencia foliar. Sin embargo, la
lacién de la clorofila no podria ser considerada como la causa primaria
declinacion de la fotosintesis. Los estudios realizados por Thomas
' en mutantes “non yellowing” (NY) de Festuca pratensis muestran la
cia de correlacion entre el contenido de clorofila y el transporte
itético de electrones.

A pesar de la aparente integridad de las membranas tilacoides y la
cia de degradaciéon de clorofila en los gerontoplastos del mutante NY,
wvidad del fotosistema 1 y 1l es menor en relaciéon a los plastidios del
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% normal. La inhibicién del transporte de electrones sin que ocurra
acion importante de proteinas tilacoidales ni ruptura de la clorofila
estar relacionada con alteraciones en los lipidos de la membrana.

4 degradaciéon de la clorofila en una primer etapa ocurre asociada a
mbranas de los gerontoplastos y permite la liberacion del fitol y la
ion de catabolitos de clorofila fluorescentes. Mientras el fitol se
la en los glébulos lipidicos de los gerontoplastos, la degradacién final
lorofila ocurre en la vacuola donde se depositara como catabolitos no
centes altamente téxicos para la célula.

)e este modo, el objetivo de la degradacion de la clorofila no se
1aria con la movilizaciéon de nutrientes, sino con la detoxificacién de
npuestos altamente reactivos generados durante su catabolismo,
uyendo asi a mantener la viabilidad de la célula mientras la
:ncia progresa (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000,
sta et al. 1993).

a pérdida de la capacidad fotosintética implica que la demanda de
necesaria para la movilizacién de nutrientes y otros procesos debe
:nida a partir de fuentes heterotroficas, lo cual ha sido asociado con
emento en la respiracion y el metabolismo oxidativo.

.- Degradacion de proteinas

revio al inicio del proceso de senescencia la RuBisCO, que representa
1adamente el 50 % de la proteina foliar, permite la fijacién de CO2 y
ii6n de fotosintatos para el crecimiento y desarrollo de las plantas.
z iniciado este proceso, se produce un descenso en la actividad
lasa de la enzima y en forma simultanea, la pérdida de la capacidad
ética y el transporte electrénico (Dangl et al. 2000, Jiang et al. 1993,
ita et al. 1993, Wittenbach et al. 1980, 1982).

iversos autores coinciden en indicar que el menor contenido de
O y otras proteinas del cloroplasto se relaciona con una mayor
cién asi como con una disminucién en la sintesis proteica. Los
de mRNA de proteinas relacionadas con la fotosintesis disminuyen,
s que los niveles de transcriptos de enzimas involucradas con la
icién de nitrégeno y lipidos se incrementan (Buchanan-Wollaston et
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2003, Dangl et al. 2000, Drake et al. 1996, Huffaker 1990, Jiang et al.
)3, Smart et al. 1995, Valpuesta et al. 1993).

La regulaciéon de la actividad proteolitica durante la senescencia puede
irrir a distintos niveles, por sintesis de novo de la proteina, por activaciéon
enzimas preexistentes en forma de proenzimas o por compartimentacion.

Durante la senescencia de las hojas se induce la expresion especifica
genes que codifican para cistein proteasas, lo cual indicaria la relevancia
este tipo de enzima en la ruptura de las proteinas del cloroplasto. Sin
bargo, el sustrato de estas enzimas y su localizacién subcelular atin no
1sido establecidos

Drake et al. (1996) han clonado y caracterizado la expresion de dos
¢in proteasas (SENU2 y SENUJ3) asociadas al proceso de senescencia de
as en tomate. Ambas cistein proteasas no se encuentran asociadas
lusivamente al proceso de senescencia, ya que participan ademas en
)5 procesos de muerte celular programada como la movilizacion de
'vas de la semilla durante la germinacion. Asimismo, €l mRNA para
VU2 se induce en frutos en respuesta a temperaturas extremas.

Las cistein proteasas expresadas en hojas senescentes no presentan
caracteristicas estructurales de las proteinas importadas hacia el
oplasto, por lo que el destino de estas proteasas seria el reticulo
oplasmico o las vacuolas.

Dado que las proteasas vacuolares se acumulan como agregados
tivos y la activacién sélo se produce en la fase final de la senescencia,
mecanismos que permitirian la degradacién de proteinas del cloroplasto
lucrarian la accién proteolitica de isoenzimas del cloroplasto, la
rporacion de los plastidios a la vacuola y/o la exportacion de proteinas
a la vacuola para su degradaciéon (Dangl et al. 2000, Kinoshita et al.
9, Liu y Jagendorf 1986, Valpuesta et al. 1993, Yamada et al. 2001,
enbach et al. 1982).

Esta evidencia indicaria que en hojas senescentes, la expresion de
s que codifican para cistein proteasas no seria el factor primario que
a la degradacion proteolitica, sino que formaria parte de una secuencia
cctivacion enzimatica por protedlisis de un modo posiblemente similar a
ascada de activaciéon de caspasas que permite integrar y amplificar
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pro-apoptosis en animales (Dangl et al. 2000, Cohen 1997,
tner 2000, Martin y Green 1995).

a identificacion de genes relacionados con la ruta proteolitica
iente de ubiquitina -poliubiquitina SEN3 y proteina transportadora
uitina tipo E2- cuya expresiéon se incrementa durante la senescencia,
n que la formacién de conjugados con ubiquitina podria estar
-ada en el control de la senescencia. Sin embargo, este sistema de
ciébn proteolitica no seria el agente causal de la senescencia
1an-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Woo et al. 2001).

studios realizados por Woo et al. (2001) en el mutante Ore9 de
psis que muestra una mayor longevidad retrasando varios de los
s de senescencia asociados al envejecimiento, aportan evidencia
ental en este sentido. La caracterizacién del mutante indica que la
| ORE9 seria un componente del complejo de ubiquitinaciéon SCF que
el marcado selectivo de las proteinas a ser degradadas.

siologicamente, la proteina ORE9 normal limitaria la longevidad de
removiendo, a través de un mecanismo de proteoélisis dependiente de
na, proteinas blanco requeridas para retrasar el programa de
ncia de la hoja en Arabidopsis.

ra completar la movilizacién de N, las proteinas hidrolizadas en la
ncia deben transferir el nitréogeno aminico hasta glutamina y
ina, que son los aminoacidos de transporte mayoritario en plantas.
ordancia con esto, los niveles citosélicos de la glutamina sintasa se
lurante la senescencia. La regulacion de esta enzima involucraria el
nscripcional y post-traduccional por fosforilacién, lo cual evitaria su
ibn por proteasas (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al.
an y Amasino 1997, Valpuesta et al. 1993).

- Degradacion de otros componentes

s cambios en la estructura subcelular y pérdida gradual de la
d funcional de las membranas durante la senescencia han sido
idos con la degradacion de lipidos. La expresion de genes que
| para lipasa, fosfolipasa D y acil-hidrolasa, asi como los
ndientes a enzimas claves en la utilizacién de lipidos -isocitrato
nalato sintasa-, resulta inducida cuando el suministro de azucares
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“como consecuencia de la senescencia (Bleecker y Patterson 1997,
-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Valpuesta et al. 1993).

acidos nucleicos, especialmente RNA, constituyen una importante
» fésforo durante la movilizacion y reciclado de nutrientes
ica del proceso de senescencia (Bleecker y Patterson 1997,
-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Pennell y Lamb 1997).

icremento en la expresion de genes que codifican para RNasas se
rdiamente durante la senescencia y podria estar relacionado con
irreversible de la misma. La abundancia de RNA disminuye,
Jue los niveles de DNA se mantienen, permitiendo que la expresion
le genes continye hasta la fase litica final de la senescencia.

s de los constituyentes relevantes que es posible reciclar a partir
dos senescentes son los iones metalicos; se ha verificado que los
Mo, Cr, S, Fe, Cu y Zn disminuyen en un 50 % con respecto al
o en hojas verdes, mientras que los niveles de N, P y K se reducen
in 80 % (Buchanan-Wollaston et al. 2003).

presién diferencial de genes

cambios estructurales y metaboélicos que caracterizan el proceso
ncia se relacionan con la expresién diferencial de genes.

expresion de la mayoria de los genes denominados SDGs
ce down-regulated genes”) resulta reprimida, como por ejemplo los
lientes a proteinas relacionadas con la fotosintesis; mientras que
n de otros genes llamados SAGs (“senescence associated genes”) o
ctamente SEN (“senescence enhanced genes”) se incrementan
senescencia (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000,
irierson 1989, Drake et al. 1996, Gan y Amasino 1997, He et al.
getal. 1993, Pennell y Lamb 1997, Smart et al. 1995).

1 Tabla 1 se muestran la diversidad de funciones asociadas a la
de numerosos genes que se activan durante la senescencia. La
ha establecido en base a homologia de secuencias y en algunos
ctividad enzimatica se comprobé experimentalmente (Buchanan-
:t al. 2003, Dangl et al. 2000).



INTRODUCCION 39

l: Funcién potencial de genes clonados cuya expresion resulta
ntada durante la senescencia (adaptado de Dangl et al. 2000).

POSIBLE FUNCION PLANTA OTROS PROCESO0S3
Cistein-proteasas Arabidopsis Oryzain y-like
Cistein-proteasas Maiz Oryzain y-like
Cistein-proteasas Brassica napus Oryzain y-like
Cistein-proteasas Maiz Procesamiento Vacuolar
Cistein-proteasas Arabidopsis
Cistein-proteasas B. napus
Aspartico-proteasas B. napus
Prot. transportadora de ubiquitina | Nicotiana sylvestris
Poliubiquitina Papa
Ribonucleasa Arabidopsis Senescencia de pétalos
Malato sintasa Pepino
Isocitrato liasa Pepino
Fosfoenol piruvato carboxiquinasa | Pepino Cotiledones
NAD* malato deshidrogenasa Pepino

Fructosa 1,6-bifosfato aldolasa B. napus
Gliceraldehido 3-P deshidrogenasa| B. napus

Piruvato ortofosfato diquinasa Maiz

Piruvato ortofosfato diquinasa B. napus

p-Galactosidasa Esparrago Post-cosecha
Fosfolipasa D Semillas de ricino |Hojas aisladas
Glutamina sintasa Arabidopsis

Glutamina sintasa Rabano

Glutamina sintasa Arroz

Glutamina sintasa B. napus

Asparagina sintetasa Esparrago Post-cosecha
Metalotioneina I B. napus

Metalotioneina Sambucus Absicién foliar
Metalotioneina II B. napus

Metalotioneina II Arroz Inducida por estrés
Ferritina B. napus

ATP sulfurilasa B. napus

Glutation S-transferasa Maiz

Catalasa B. napus

Citocromo P450 B. napus

Citocromo P450 B. napus

Citocromo P450 B. napus

PR1a, relacionada a patogénesis B. napus

Quitinasa B. napus

Proteina antifangica B. napus

ACC oxidasa Tomate Maduracién de fruto
MIP, prot. intrinseca mayoritaria |Tomate Maduracion de fruto
de un canal de membrana Estrés hidrico

NADH: Ubiquinona oxidoreductasal B. napus

ipo de enzima y otras situaciones en que la expresion del gen resulta inducida
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os SAGs pueden ser clasificados de acuerdo a la actividad funcional
proteinas que codifican o en base al patréon de expresion que
ian durante el progreso de la senescencia.

.abe aclarar que la nomenclatura de los genes asociados a la
:ncia varia entre especies y de acuerdo a los investigadores que los
sntificado, SAGs en Arabidopsis, SENU en tomate, LSC en Brassica
etc.

s de destacar la abundancia de los genes que codifican para enzimas
iticas en la coleccion de SAGs de diferentes especies. En este grupo
| diferenciarse tres tipos de cistein-proteasas, unas se inducen
iente durante la germinacion de cereales, otras presentan homologia
. papaina y el tercer grupo incluye enzimas que permiten el
imiento de proteinas. Otros componentes del sistema proteolitico
lo a la senescencia incluyen SAGs que codifican para ubiquitina y
co-proteasas.

Ji bien la expresion de los SAGs se incrementa durante la senescencia,
isis del patron de evolucion permite observar que algunos se expresan
mamente durante el desarrollo del programa de senescencia, mientras
ros lo hacen tardiamente (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et
10, Gan y Amasino 1997, He et al. 2001).

A modo de ejemplo, es posible indicar que en las primeras etapas se
an genes que codifican para posibles factores de regulacion como
1 fosfatasas, protein quinasas y receptores de quinasa. Al promediar la
encia aumenta la expresion de SAG12 -cistein proteasa- y genes que
an para enzimas que degradan pared celular. En la etapa final se
an elevados niveles de expresion de genes relacionados con el
amiento de proteinas vacuolares y la movilizacién de carbono a partir
dos -malato sintasa, isocitrato liasa y piruvato ortofosfato diquinasa-.

Algunos SAGs se expresan solamente durante la senescencia natural y
organos que han sido separados de la planta, mientras que otros soélo
ucen durante la senescencia artificial.

En particular SAG12, que se expresa en hojas durante la senescencia
i, no es detectable cuando la senescencia se induce artificialmente por
idad, etileno o acido abscisico.
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S6lo unos pocos genes son altamente especificos y se expresan
unicamente durante la senescencia, aunque pueden no ser especificos de
organos. SAGI2 y SAGI3 si bien estan asociados exclusivamente a la

senescencia, no so6lo se expresan en hoja sino también en otros organos
senescentes como tallos, pétalos, sépalos y carpelos.

En definitiva, el patron de expresion de los numerosos genes asociados
ala senescencia, tanto los que resultan activados como los que se reprimen,
no permite plantear un modelo simple para la regulacion de la expresion
génica durante la senescencia.

2.3.5.- Regulacion de la expresion génica

Gan y Amasino (1997) postularon la existencia de multiples vias
regulatorias interconectadas formando una compleja red que responde a
(iversos factores autonomos y ambientales y que controla el inicio y
desarrollo del programa de senescencia. Ciertos genes probablemente son
compartidos entre las diferentes vias regulatorias, mientras que otros
‘pueden ser exclusivos para determinadas rutas (figura 7).
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figura 7: Modelo propuesto por Gan y Amasino (1997) que muestra la
multiplicidad de vias regulatorias involucradas en el control del programa de
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Los genes comunes entre las diferentes vias estarian involucrados en
igjecucion de la senescencia, mientras que los genes Uinicos actuarian a un
el superior, regulando la expresion del programa de senescencia. En este
1odelo, la mutacion de un gen que inactive sélo uno de los componentes de
s vias regulatorias puede no tener un efecto significativo sobre la
rogresion de la senescencia.

El analisis de la secuencia del promotor de varios SAGs confirma el
ecanismo multifactorial propuesto por Gan y Amasino (1997), ya que hasta
momento no se ha informado la existencia de elementos cis comunes en
sregiones regulatorias (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000,
setal. 2001).

Desde un punto de vista general, la senal fisiolégica que iniciaria el
sarrollo del programa de senescencia seria la disminucién de la eficiencia
osintética por debajo del punto de compensacion, esto es cuando la hoja
ja de contribuir con carbono fijado al resto de la planta.

Diversos autores coinciden en indicar que el nivel de azucares o de
0os metabolitos fotosintéticos actuarian como sefial de iniciacion de la
1escencia (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dai et al. 1999, Dickinson et
1991, Gan y Amasino 1997, Jang y Sheen 1994, Lalonde et al. 1999).

El mecanismo por el cual las plantas superiores reconocen vy
jponden a los niveles de aziicares podria involucrar la hexoquinasa -HXK-,
e ademas de cumplir con su funcién catalitica, actuaria como sensor
xcifico de hexosas regulando la expresiéon de genes relacionados con la
osintesis y otras reacciones metabdlicas.

El rol de la HXK como sensor de az(icares en plantas fue estudiado por
18 y Sheen (1994) en protoplastos transformados de maiz que expresan
productos de fusion génica entre el promotor de genes relacionados con
otosintesis -cab, rbcS, C4ppdk- y la region codificante del gen GUS o CAT.

Los resultados obtenidos indican que la localizacién del sensor de
icares es intracelular y si bien el transporte de glucosa es necesario, no es
icilente para desencadenar la represiéon de los genes cab, rbcS, C4ppdk.
» azuicares fosfato no actuan directamente como senal y sélo las hexosas
foriladas por la HXK reprimen la expresion de los genes estudiados.



‘onsistente con este modelo, las hojas de tomate, Arabidopsis y tabaco
ian senescencia prematura, acumulacion de azucares e inhibicion de
intesis cuando la invertasa de levadura es expresada en el espacio
lular de las hojas (Dickinson et al. 1991, Gan y Amasino 1997).

| programa de senescencia expresa ademas componentes relacionados
ransduccion de sefiales que eventualmente seran responsables de los
s bioquimicos, fisiolégicos y morfologicos que caracterizan este proceso.

ajouj et al. (2000) identificaron el gen SARK (senescence-associated
-like kinase) especifico de senescencia, cuya expresion se inicia en
10s estadios de la maduracion de la hoja e inmediatamente antes de
videncien los primeros sintomas de la senescencia.

patrén de expresion de SARK, que codificaria para un receptor de
quinasas, se correlaciona con la evoluciéon del programa de
icia. Hojas maduras separadas de la planta que senescen con mayor
muestran un patron de acumulaciéon del SARK-mRNA similar; la luz
ninas que retrasan la iniciacién de la senescencia, también aplazan
i6n de SARK; la oscuridad y el tratamiento con etileno que aceleran
:encia, anticipan también la apariciéon del SARK-mRNA.

funcién deducida del gen SARK, asociada con la deteccién de
to y proteina previa a la aparicion de parametros asociados a la
cia, indicaria que la expresion de SARK podria regular etapas
1s en la iniciacion de este programa de desarrollo.

hojas y flores de tabaco se han identificado dos factores de
cion cremallera de leucina, cuya expresion se incrementa durante
cencia. Uno de los genes, TBZF, se expresa en hojas y flores
tes, mientras que el otro, TBZ17, s6lo se acumula en hojas
tes. La proteina codificada se acumula en células guarda y tejidos
's de hojas senescentes, por lo que la funcién de estos genes seria
la senescencia activando los genes necesarios para mantener la
| de células especificas (Yang et al. 2001).

ontrol por reguladores del crecimiento

nomento de estudiar el mecanismo de regulaciéon de la senescencia,
ante caracterizar no sélo la funcién y patréon de expresion de genes
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lacionados con la iniciaciéon y el desarrollo de este proceso, sino ademas
1alizar la respuesta a los diferentes factores involucrados en su control.

Si bien la senescencia natural se presenta basicamente en funciéon de
.edad, su iniciacién y progresion puede ser modulada por reguladores del
ecimiento.

Las principales hormonas vegetales -citoquininas, giberelinas,
winas, acido abscisico y etileno-, ademas de otros reguladores como acido
sménico (JA) y acido salicilico (SA) han sido involucrados en el control de
sta tltima fase del desarrollo. Sin embargo, es importante considerar que la
'spuesta a reguladores especificos puede variar con la edad, tipo de tejido y
specie considerada (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Gan
Amasino 1997, He et al 2001, Hildmann et al. 1992, Valpuesta et al. 1993).

Las citoquininas parecen desempenar un rol central en la regulaciéon
¢ la senescencia y estarian involucradas en la iniciacién de este proceso. En
ojas de tabaco se postulé que la disminucién en el nivel de citoquininas
urante la senescencia es consecuencia de modificacion en su sintesis
jingh et al. 1992a, Valpuesta et al. 1993).

Gan y Amasino (1995) utilizaron construcciones quiméricas que
ontenian el gen IPT codificante para isopentenil transferasa, etapa limitante
n la biosintesis de citoquininas, y el promotor del gen SAG12 especifico de
enescencia, para modificar genéticamente plantas de tabaco.

Las plantas transgénicas que expresan el gen quimérico muestran que
os los aspectos asociados a la senescencia resultan diferidos en las hojas,
o evidenciandose anormalidades en el desarrollo asociadas con la expresion
e IPT, ya que la produccion de citoquininas es autoregulada. Cuando el
jido inicia el programa de senescencia, el gen quimérico se induce y se
intetizan citoquininas en cantidad suficiente para retrasar la senescencia y
e este modo el promotor especifico de senescencia se atenua. Estos
xperimentos demostrarian que la producciéon de citoquininas en hojas es
apaz de retrasar el inicio del programa de senescencia.

El tratamiento con etileno generalmente promueve la senescencia en
ojas, flores y frutos; sin embargo la respuesta puede presentar variaciones
ntre 6rganos aun dentro de la misma planta.
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Las evidencias experimentales acerca de la funcién regulatoria del
leno se relacionan con la detecciéon de niveles elevados de esta hormona
rrante el inicio y desarrollo de la senescencia, con la aceleracion de este
oceso luego del tratamiento con etileno o su precursor ACC* y con la
hibicion de la senescencia cuando su sintesis se bloquea mediante el
npleo de AVG, AOAS (Dangl et al. 2000, Valpuesta et al. 1993).

La caracterizacion del mutante de tomate “never ripe” insensible al
ileno, consecuencia de una mutacion en el receptor de esta hormona,
'mite analizar la funcién del etileno durante la senescencia de la hoja y
ganos florales y en la maduracion de los frutos (Lanahan et al. 1994).

Estas plantas evidencian un retraso en el proceso de senescencia que
ecta tanto a las hojas como a los érganos florales y frutos, aunque de
anera diferencial. Las hojas, si bien tardiamente, desarrollan parametros
ociados con la senescencia a pesar de que la percepcion del etileno resulta
oqueada por la mutacién. Las flores, aun después de la polinizacién no son
ectadas por el proceso de senescencia, observandose que permanecen
tactas incluso cuando el fruto inicia su desarrollo. Por su parte y como el
ymbre del mutante lo indica, los frutos nunca llegan a madurar
mpletamente.

En conclusion, si bien en hojas el etileno acelera la senescencia, su
esencia no es esencial, mientras que en frutos es fundamental para que
urra la maduracion.

El tratamiento de hojas, flores y frutos con etileno tinicamente inducen
senescencia si los organos han alcanzado un estado de desarrollo
ecuado. Dicho de otro modo, factores relacionados con la edad son
1almente importantes en el control de esta ultima etapa del desarrollo
uchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Woo et al. 2001).

La respuesta al etileno presenta ademas una serie de interacciones
n otras hormonas como el acido abscisico (ABA) y las auxinas que
omueven su sintesis en determinados tejidos vegetales, mientras que las
oquininas la inhiben. El ABA generalmente actia como promotor de la
nescencia en hojas y flores; sin embargo los niveles endégenos no
uestran correlacion con el desarrollo del programa de senescencia.

iCC: acido 1-amino ciclo propano 1-carboxilico
WVG: aminoetoxi vinil glicina, AOA: acido amino-oxiacético
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La aplicacion de giberelinas generalmente retrasa la senescencia foliar,
inque la respuesta no siempre es la misma en diferentes especies. Los
ectos de las auxinas son similares a los de las giberelinas, si bien en
uchos casos inhiben el desarrollo de este proceso en determinados
stemas la promueven (Dangl et al. 2000, Valpuesta et al. 1993).

El nivel de SA se incrementa en hojas senescentes y es capaz de
ducir la expresion de varios SAGs, aunque también activa los genes que
difican para quitinasa y PR1 cuando es aplicado a hojas verdes. La
presion de SAGI12, que codifica para una cistein proteasa especifica de
nescencia y de a-VPE y y-VEP, correspondientes a enzimas de
ocesamiento vacuolar, requieren la ruta de transducciéon de senales
mespondiente al SA para activar los genes durante la senescencia
uchanan-Wollaston et al. 2003, Kinoshita et al. 1999, Morris et al. 2000).

El control de la expresion de SAGI12 requiere ademas la presencia de
‘tores relacionados con la edad, de un modo similar a la regulaciéon por
leno. En plantas deficientes en SA el proceso de senescencia parece
sarrollarse normalmente, lo cual indica que los genes controlados por SA
'son esenciales para el desarrollo de esta ultima fase del desarrollo

El acido jasmoénico y compuestos relacionados han sido involucrados
el control de los mecanismos de defensa contra patégenos y estrés por
o mecanico, asi como en la regulacion de la senescencia, abscision foliar
liferentes etapas del desarrollo de flores y frutos (Buchanan-Wollaston et
2003, Kinoshita et al. 1999, Woo et al. 2001).

Durante la senescencia se ha observado que los niveles endéogenos de
. se incrementan y varias enzimas implicadas en su biosintesis resultan
lucidas en esta etapa del desarrollo. Ademas, la aplicacion de JA o metil
smonato provoca la aparicion de sintomas asociados a la senescencia como
rdida de clorofila y disminucién en los niveles de RuBisCO.

Woo et al. (2001) verificaron ademas que el ABA, etileno y metil
smonato, comparten al menos una via que involucra la regulacién de la
presion del gen ORE9 relacionado con la limitacién de la longevidad de la
ja. Es importante considerar sin embargo, que si bien estos reguladores
ntrolan el proceso de senescencia, no son esenciales para que éste ocurra.



INTRODUCCION 47

2.3.7.- Senescencia de pétalos

El estudio del proceso de senescencia de las flores muestra algunos
aspectos diferenciales con respecto a los descriptos hasta aqui.

Las flores son estructuras terminales que evolucionan hacia la
formacién de frutos o hacia la senescencia de los o6rganos florales. La
mayoria de estos oOrganos son efimeros y estan programados para morir
como parte de su programa de desarrollo (Fos et al. 2000, Granell et al.
1997, Orzaéz et al. 1999, Xu y Hanson 2000).

En algunas flores como orquideas, claveles y petunias, la polinizacién
actia como disparador de una serie de cambios especificos en cada uno de
los érganos que la componen denominados “sindrome post-polinizacién”:
senescencia de pétalos, modificacion en la pigmentacion y transformacion
del ovario en fruto en desarrollo (Jones y Woodson 1997, O’Neill et al. 1993,
Tang y Woodson 1996).

En orquideas, la sefial primaria en el desarrollo del programa de
senescencia es la polinizacién provocando la acumulacién de ACC en el
estigma. Posteriormente el ACC sera translocado al perianto donde estimulara
la produccién de etileno; explicandose de este modo la coordinacién
interorganos de los eventos que ocurren con posterioridad a la polinizacién.
Las flores de orquideas presentan entonces, un requerimiento absoluto de la
polinizaciéon para que ocurra la senescencia del perianto (O Neill et al. 1993).

El estudio de la regulacion del programa de senescencia en flores de
arveja indica que si bien estas flores efimeras son sensibles al etileno, la
polinizacién no estaria involucrada en el inicio del programa de senescencia
en la corola (Granell et al. 1997, Orzaez et al. 1999).

Los pétalos de las flores de arveja parecen funcionar de un modo
autbnomo con respecto a la interaccion con otros o6rganos ya que la
senescencia se inicia casi al mismo tiempo en flores polinizadas, no
polinizadas y en pétalos aislados. El programa de senescencia floral estaria
preestablecido y responderia a un reloj interno mas que a la coordinacién
interérganos.

Otras flores efimeras como Hemerocallis sp. son insensibles al etileno y
presentan senescencia y muerte celular luego de un periodo de 24 hs.
después de la antesis, ocurra o no la polinizacién. En este caso, el ABA



INTRODUCCION 48

wria estar involucrado en el mecanismo de control de la senescencia
anavas et al. 1998).

Los cambios bioquimicos asociados a la senescencia de pétalos
uestran analogia a los ya descritos en relaciéon a la senescencia foliar. Es
n proceso activo, requiere la expresién de nuevos genes que eventualmente
mnduciran a un incremento en la actividad de enzimas hidroliticas,
:gradacién de macromoléculas e incremento en la actividad respiratoria.

En las flores sensibles al etileno en que el inicio del programa de
nescencia depende de la polinizacién, se ha observado un incremento en la
ipresion de los genes relacionados con la sintesis del etileno -ACC oxidasa
ACC sintetasa-, en el estigma y el ovario. Los pétalos sin embargo, soélo
uestran un aumento en los niveles de transcripto correspondientes a la
CC oxidasa, que le permiten utilizar el ACC translocado desde el ovario
ira la sintesis de etileno (O’Neill et al. 1993, Tang y Woodson 1996).

Las flores de arveja, también sensibles al etileno aunque
dependientes de la polinizacién para iniciar el proceso de senescencia,
ndencian un aumento en los niveles de transcriptos para ACC oxidasa y
CC sintetasa tanto en pétalos como en el estilo, lo cual concuerda con la
lta de interaccién entre érganos durante el desarrollo de la senescencia
formada por Orzaez et al. (1999).

Durante la senescencia de los pétalos, se han identificado ademas
108 genes no involucrados en la produccion de etileno y cuya expresion
iria por accién del etileno. En pétalos de arveja se ha observado que la
presion del gen dad, homoélogo a un supresor de muerte celular en
nimales, disminuye después de la antesis llegando a desaparecer en pétalos
mescentes y resulta reprimido por etileno. Estos autores observaron
lemas fragmentacién del DNA y condensacion nuclear, eventos
racteristicos de la apoptosis (Orzaez y Granell 1997).

En flores de Hemerocallis (insensibles al etileno), la senescencia de los
ttalos es acompanada por disminucién en la permeabilidad de membrana,
umento en la peroxidacién de lipidos y un incremento en la actividad de
zimas hidroliticas -proteasas y RNasas- (Panavas et al. 1998). En este
stema, se han identificado ademas varios clones de cDNA cuya expresion
tdi asociada a la senescencia; uno de ellos -Senl0- codifica para una
roteina homoéloga a otras tiol-proteasas de plantas (Valpuesta et al. 1993).
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1.8.- Senescencia de ovarios

El ovario, otro de los 6rganos que componen la flor, también evidencia
mbios importantes con posterioridad a la polinizacién, aunque en este
so se relacionan con el proceso de fructificacién y desarrollo de los frutos.
| estos 6rganos, el programa de senescencia se inducira en ausencia de
timulos relacionados con la polinizaciéon o de factores capaces de inducir
partenocarpia (Fos et al. 2000, Gillaspy et al. 1993, Granell et al. 1997,
nchez-Beltran et al. 1992).

En arveja, ccuando la polinizaciéon se evita emasculando las flores, los
arios no polinizados crecen ligeramente por un corto periodo de tiempo y
steriormente inician el programa de senescencia que finaliza con la muerte
ibscisién del 6rgano (Garcia-Martinez y Carbonell 1980).

En una primer etapa, el ovario no polinizado permanece en un estado
iescente por aproximadamente 48 hs. después de la antesis, siendo
tible revertir este proceso por aplicacion de GAs, iniciAndose
steriormente un proceso degenerativo.

A nivel celular los primeros sintomas claros de pérdida de
mpartimentalizacién no son detectables hasta 3 dpa (Vercher y Carbonell
191). Estos cambios se caracterizan por iniciarse el plegamiento y lisis de
s células del endocarpio y por desaparecer los granulos de almidén del
esocarpio y endocarpio. El proceso degenerativo contintia durante los 4-5
1, el tonoplasto deja de ser visible en la mayor parte de las células y
gunas ellas evidencian signos de lisis (Vercher et al. 1987).

La senescencia de los ovarios va acompanada por la aparicion de
tividades proteoliticas que no se detectan en los ovarios tratados con GA3 o
ando se permitié la polinizacién natural (Carbonell y Garcia-Martinez
85, Carrasco y Carbonell 1988, 1990, Cercés y Carbonell 1993, Cercés et
. 1993, Vercher et al. 1989), condensacién nuclear y fragmentacion
ternucleosomal del DNA (Orzaez y Granell 1997).

Estas diferencias son detectables a partir de los 3 dpa y se
racterizan por un marcado aumento en la actividad proteolitica, asi como
r la aparicion de dos bandas en el zimograma de proteasas. Al mismo
:mpo, empleando técnicas histoquimicas, fue posible observar la aparicion
:una nueva proteasa en el endocarpio que coincide con la degeneracion del
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ismo y un considerable aumento de la actividad en el 6vulo (Vercher et al.
189).

Granell et al. (1992), empleando una sonda heteréloga -cDNA C14-,
le codifica para una cistein proteasa que se acumula en frutos de tomate
metidos a bajas temperaturas, caracterizaron la expresion temporal y
pacial de una tiol proteasa de la familia de la papaina que se induce en
arios senescentes de arveja y a la cual denominaron tpp.

Ninguno de estos acontecimientos se observa cuando se induce la
ictificacién de forma natural o por tratamiento con GAs. De este modo, la
isencia de estas actividades proteoliticas una vez inducido el proceso de
lctificacion sugieren un control hormonal del destino del ovario.

-PROTEASAS COMO REGULADORES BIOLOGICOS EN PLANTAS
1.- CLASIFICACION

La degradacion de proteinas en la célula es llevada a cabo por las
oteasas, siendo este término equivalente a péptido hidrolasas.

La mayoria de las proteasas son endoproteasas o exoproteasas aunque
gunas presentan ambas actividades. Las endoproteasas (EPs) ademas de
drolizar uniones peptidicas internas, pueden reaccionar con el extremo
nino o carboxilo de la cadena polipeptidica. Su clasificaciéon considerando
.especificidad de sustrato es dificil y poco practica, motivo por el cual se
s ha clasificado sobre la base del mecanismo de reaccion o las
racteristicas del sitio activo en serin-, cistein-, aspartico- y metalo-
roteasas (Huffaker 1990, Rawlings y Barret 1993, San Segundo 1993).

Las exoproteasas liberan secuencialmente aminoacidos a partir de
mbos extremos de la cadena peptidica. Se denominan aminopeptidasas si
ctian sobre el N-terminal y carboxipeptidasas si actiian sobre el C-
rminal.

.2.- FUNCION BIOLOGICA DE LA DEGRADACION DE LAS PROTE{NAS

Las proteinas vegetales, al igual que en bacterias y células animales,
on continuamente degradadas y reemplazadas. La composicién y
oncentracion de proteinas en las células son determinadas no solamente
or sintesis, sino también por degradacion de las mismas.
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De este modo las plantas pueden cambiar el nivel y tipo de proteinas
urante el desarrollo y adaptarse a nuevas condiciones ambientales
Juchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Huffaker 1990, San
egundo 1993, Vierstra 1993).

La accién de las proteasas en las células puede ser dividida en dos
itegorias, proteodlisis parcial en que solamente se hidroliza una unién
sptidica o0 un numero limitado de ellas y degradaciéon completa donde la
iptura de todas las uniones peptidicas permite la liberacién de aminoacidos
1e pueden ser reciclados para la sintesis de otras proteinas (figura 8).

Los mecanismos especificos de degradaciéon completa, previa remocion
: cofactores o marcado molecular con ubiquitina, permiten eliminar
oteinas anormales, ajustar la relacion entre subunidades en proteinas
igoméricas y regular el nivel intracelular de ciertas proteinas asociadas a
terminadas etapas del desarrollo (figura 8.A). Por su parte, la protedlisis
wrcial desemperfia varias funciones entre las cuales se incluyen la
aduracion de proteinas y activacion por remocion de subunidades
hibitorias (figura 8.B).

2.1.- Protedlisis completa

En general, cuando los sitios cataliticos y alostéricos de una enzima
tan ocupados por un apropiado balance de sustratos y efectores
etabdlicos, la enzima es relativamente resistente al ataque de proteasas.
e este modo, una enzima que esta siendo empleada en una via metabdlica
tiva sera menos suceptible a la protedlisis con respecto a otra que esta
erando por debajo de su capacidad.

Un ejemplo de esta situacion puede observarse en la senescencia.
urante el desarrollo de este proceso, cuando disminuye el suministro de
lergia para la fotosintesis y decae el flujo de carbono a través del Ciclo de
ilvin, puede observarse que las enzimas involucradas en este ciclo son
eferencialmente degradadas, en comparacién a las que metabolizan
ninodcidos que estan totalmente ocupadas en procesar los productos
rmados por accién de proteasas (Dangl et al. 2000).
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Figura 8: Regulacion de la actividad de diferentes tipos de proteinas a
través de la accion de proteasas. A: La degradacion completa, previa
remocion de cofactores o marcado molecular con ubiquitina, permite regular
¢l nivel de proteinas especificas. B: La protedlisis parcial puede conducir a la
activacion de ciertas proteinas removiendo el dominio inhibitorio o la
subunidad regulatoria (adaptada de Dangl et al. 2000).

3.2.1.1.- Degradacién de proteinas anormales

Una de las funciones mas importantes de la degradacion completa de
proteinas se relaciona con el mantenimiento de la integridad celular
eiminando proteinas anormales que pueden producirse por mutaciones,
errores en la biosintesis, desnaturalizacion espontanea, danos inducidos por
radicales libres o por condiciones ambientales adversas.




in ciertas condiciones, las proteinas dafiadas pueden ser reparadas
ayuda de chaperoninas que permite recuperar la conformacion nativa.
bargo, cuando esto no es factible, la protedlisis es la Unica forma de
r estas macromoléculas que podrian acumularse hasta niveles
para la célula (Spremulli 2000, Vierstra 1993).

n ejemplo de esta situacion puede observarse durante la inactivacion
1sporte de electrones fotosintético causado por condiciones de
si6n supradptimas que provocan dafo oxidativo del centro de
. del fotosistema II, particularmente la proteina D1. En este caso, la
ciéon del flujo electrones involucra la degradaciéon selectiva de la
D1 y el reemplazo por su contraparte funcional sintetizada de novo
r 1990, Mattoo et al. 1984, Spremulli 2000).

reconocimiento de proteinas dafiadas o incorrectamente plegadas
relacionado con un incremento en el numero de residuos
icos expuestos en la estructura proteica, que normalmente estan
:n el interior para evitar su interaccion con el agua. Estas regiones
icas actuarian como sitios de unién para otras proteinas que
n la actividad de enzimas proteoliticas.

s proteinas anormales, previo a su degradacién, forman agregados
wres insolubles espontaneamente de modo tal que son rapidamente
adas antes de que puedan interferir con las funciones celulares
1li 2000, Vierstra 1993).

- Control de acumulacion estequiométrica de subunidades y relacion
enzima/ cofactor

s mecanismos de protedlisis completa permiten ademas controlar la
cion de las subunidades de proteinas oligoméricas en la
metria correcta, asi como mantener una adecuada relacion de las
con sus cofactores (Spremulli 2000, Vierstra 1993).

ha verificado que en condiciones experimentales que provocan la
n especifica de la sintesis de la subunidad mayor de la RuBisCO
da en el cloroplasto, el exceso de la subunidad pequena, codificada
icleo, es especifica y rapidamente degradada luego de ser importada
cloroplasto por un sistema proteolitico de expresion constitutiva. De
) similar, la proteina de uniéon a clorofila a/b y la plastocianina son
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catabolizadas en ausencia de sus respectivos cofactores, clorofila y Cu?®*
(Huffaker 1990, Spremulli 2000, Vierstra 1993).

3.2.1.3.- Regulacién metabdlica asociada al desarrollo y a cambios
ambientales

La protedlisis total ha sido también estudiada durante la adaptacion a
los cambios ambientales y en la regulacion metabédlica vinculada a
determinados estadios del desarrollo. En este caso, el mecanismo de control
involucra modificaciones que conducen a una disminucion en la vida media
de ciertas enzimas que catalizan el primer paso o la etapa limitante de una
determinada via metabdlica y en forma paralela, atentia su sintesis, de modo
tal que el flujo de sustrato a través de la ruta metabélica resulta disminuido
(Vierstra 1993).

Este tipo de regulaciéon por protedlisis también puede involucrar rutas
metabdlicas completas, especialmente las asociadas a determinadas
organelas. La transformacion de peroxisomas en glioxisomas asociada a la
senescencia foliar y descripta en el apartado anterior, requiere la
degradaciéon de las enzimas, que previamente fueron importantes, a medida
que el organulo asume la nueva funcién (Buchanan-Wollaston et al. 2003,
Dangl et al. 2000, Graham et al. 1992, Valpuesta et al. 1993).

Un mecanismo de control similar se observa en la regulacion de la
actividad de proteinas especificas cuya presencia o ausencia puede
determinar un programa de desarrollo particular. Estas proteinas incluyen
sfectores del ciclo celular, reguladores del desarrollo, proteinas homeéticas,
lactores de transcripcién, protein quinasas y productos de oncogenes
Doerner 2000, Glotzner et al. 1991, Spremulli 2000, Vierstra 1993).

El desarrollo de las distintas fases del ciclo celular involucra varias
sroteinas reguladas a nivel transcripcional y post-traduccional, siendo la
Jestruccion de ciertas proteinas, en momentos determinados, esencial para
2l progreso del ciclo celular (Doerner 2000, Genschik et al. 1998, Glotzner et
il. 1991, Joubeés et al. 1999, Vierstra 1993).

La protedlisis afecta las ciclinas G1, ciclinas mitéticas, inhibidores de
a quinasa dependiente de ciclina (CKI), proteinas involucradas en la
separacion de cromatidas y componentes del huso mitético, mediante
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mecanismos que involucran el marcado selectivo con ubiquitina y la accién
degradativa del proteasoma 26S.

Las ciclinas son expresadas en diferentes momentos del ciclo celular,
el mRNA-ciclina tipo A se acumula desde la fase S hasta que finaliza la fase
G2, mientras el mRNA-ciclina tipo B se acumula exclusivamente entre el
final de la fase G2 y el inicio de la mitosis (Genschik et al. 1998).

En el control del ciclo celular interviene un complejo enzimatico CDK-
cclina, en el que la subunidad catalitica es una quinasa de proteinas
Ser/Thr dependiente de ciclina (CDK) y la subunidad regulatoria pertenece a
la familia de ciclinas. La subunidad catalitica en forma individual no
presenta actividad y su unién a ciclinas es el primer paso en la activacion
del complejo CDK-ciclina. La actividad especifica del complejo enzimatico
depende no sélo de la disponibilidad y uniéon a ciclinas, sino también del
estado de fosforilacion/defosforilacion de la propia quinasa y de la presencia
de inhibidores y/o reguladores de CDK.

En la transicién desde la fase G1 a S, la ciclina G1 debe ser degradada
para permitir la interaccién de CDK con la ciclina S, iniciAndose asi un
nuevo ciclo celular. En esta etapa el inhibidor de CDK es capaz de bloquear
la actividad quinasa uniéndose al complejo ciclina S-CDK, por lo cual
también debe ser degradado para permitir el inicio de la fase S.

En las ultimas etapas del ciclo celular, desde la metafase a la anafase,
la accion de proteasas es necesaria para permitir la separaciéon de las
cromatidas y segregacion de los cromosomas asi como para degradar la
ciclina mitética M que conduce a la inactivacion de la actividad quinasa del
complejo CDK-ciclina M, finalizando asi la mitosis.

3.2.1.4.- Movilizacién y redistribucion de aminodcidos

Otra de las funciones asociada a la degradaciéon completa de las
proteinas en vegetales, se relaciona con el suministro de los aminoacidos
necesarios para el mantenimiento de la homeostasis celular y la sintesis de
componentes asociados al crecimiento. Aunque las plantas, como
organismos autétrofos, son capaces de sintetizar aminoacidos de novo, una
fraccion sustancial de las nuevas proteinas proviene de los aminoacidos
reciclados (Huffaker 1990, Vierstra 1993).
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Como se analizara en la seccion anterior, los procesos de muerte
lar programada involucran la induccién de genes relacionados con
inismos de protedlisis selectiva por accidon directa de proteasas o previa
acion con ubiquitina, que permiten la movilizacién y redistribucion de
wacidos hacia 6rganos en desarrollo o tejidos de almacenamiento.

Durante la germinacién de semillas de cereales la mayor parte de los
oacidos requeridos para el crecimiento de la plantula dependen de la
n especifica de proteasas sobre las proteinas almacenadas en las
las.

En una primer etapa, las reservas proteicas de la capa de aleurona son
idas para la sintesis y secrecion de enzimas hidroliticas que actian
los compuestos almacenados en el endosperma y, en la etapa final, las
las acumulan proteasas y nucleasas que permiten concluir la
zacion de las reservas hacia la plantula en desarrollo (Bethke et al.
Dangl et al. 2000, Esau 1985, Pennel y Lamb 1997).

La presencia de proteasas y otras enzimas hidroliticas durante la
nacion, se encuentran bajo estricto control hormonal, el acido
lico induce la sintesis y/o secrecién de estas enzimas, mientras que el
abscisico antagoniza estos efectos (Granell et al. 1998, Hammerton y
86, Koehler y Ho 1988, 1990a, 1990b, San Segundo 1993).

Los mecanismos de protedlisis selectiva son particularmente evidentes
te la senescencia de hojas y flores, donde se observa que la
zacion y redistribucion de las proteinas puede alcanzar €l 70 % de la
1a total (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Drake et
)6, Huffaker 1990, Jiang et al. 1993, Valpuesta et al. 1993).

- Proteolisis parcial

En lo que respecta a los mecanismos de protedlisis parcial, éstos le
‘en a la célula importantes ventajas relacionadas con la maduracién
teinas, modulacién de su actividad e incluso lograr su inactivacion.

lodas las proteinas, excepto aquellas que permanecen en el mismo
rtimiento en que son sintetizadas, presentan un péptido senal que
ina la localizacién subcelular precisa de cada proteina. Una vez
ado su destino final, esta sefal es removida por proteolisis parcial y la
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proteina finalmente adopta su conformaciéon activa (Huffaker 1990,
Spremulli 2000, Vierstra 1993).

Este procesamiento puede observarse en la mayoria de las proteinas
del estroma. La subunidad menor de la RuBisCO, proteina de uniéon a
corofila a/b y plastocianina, entre otras proteinas son sintetizadas como
precursores de mayor tamarfo molecular en el citoplasma, transportadas
hacia el cloroplasto donde son procesadas por proteasas del estroma y
finalmente ensambladas en la proteina madura (Huffaker 1990, San
Segundo 1993).

Otros eventos de procesamiento proteolitico eliminan segmentos del
polipéptido original. Durante la maduracion de la proteina D1, componente
del centro de reaccion del fotosistema II, el dominio C-terminal es removido
luego de su incorporacion al fotosistema, siendo la protedlisis parcial
esencial para el transporte de electrones (Huffaker 1990, Spremulli 2000).

La accién limitada de proteasas también esta involucrada en la
generacion de sistemina, hormona inducible por dafio mecanico en
vegetales. Al igual que otras hormonas peptidicas en animales, la sistemina
es inicialmente sintetizada como un precursor mucho mayor, de 200
aminoacidos, que debe ser procesado proteoliticamente para producir la
hormona activa de sélo 18 aminoacidos (Spremulli 2000, Vierstra 1993).

3.3.- COMPARTIMENTALIZACION DE DIFERENTES RUTAS PROTEOLITICAS

La degradacion de proteinas en la célula es un proceso altamente
selectivo que involucra diferentes mecanismos de modo tal que las plantas
pueden determinar de manera precisa el reconocimiento de proteinas
blanco, el momento y la localizacién en que se deben activar cada una de las
rutas proteoliticas.

La distribuciéon de proteasas en los diferentes compartimientos de la
lula indica la presencia de rutas proteoliticas especificas asociadas a la
localizacion subcelular, con mecanismos diferenciales en el control de su
actividad (figura 9).

La ruta proteolitica de cada compartimiento se relaciona con el origen
wolutivo de las diferentes organelas; por ejemplo los cloroplastos y
mitocondrias emplean proteasas mas estrechamente relacionadas con las
:ncontradas en organismos procariotas que con las detectadas en el
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citoplasma de células vegetales (Huffaker 1990, Maurizi 1992, Spremulli
2000, Vierstra 1993).
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Figura 9: Distribucion de proteasas en los diferentes compartimientos de
una célula vegetal. En algunos casos, se observa secrecion de proteasas
hacia el apoplasto (adaptado de Spremulli 2000).

3.3.1.- Vacuola

La vacuola es el principal compartimiento donde ocurre la degradacion
de macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos y oligosacaridos en las
diferentes etapas del desarrollo de las plantas superiores. Estos organulos
actuarian como lisosomas y la degradacion de macromoléculas y organulos
ocurriria principalmente por invaginaciones del citoplasma.

Durante la senescencia, se ha verificado que los cloroplastos luego de
interaccionar con la membrana del tonoplasto son incorporados a la vacuola
donde ocurriria la degradacion de los componentes celulares (Cercos et al.
1993, Huffaker 1990, Wittenbach et al. 1982).

En ovarios senescentes de arveja se ha caracterizado una cistein
proteasa activa sobre RuBisCO localizada en el tonoplasto, especialmente en
invaginaciones de la vacuola que atrapan porciones de citoplasma,
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denciandose de este modo la funcién de esta organela en la protedlisis de
tteriales citoplasmaticos durante la senescencia (Cercos et al. 1993).

Las actividades proteoliticas localizadas en la vacuola son
loproteasas que presentan muy baja especificidad de sustrato, por lo cual
selectividad del proceso degradativo en el tonoplasto estaria mas
acionada con el transporte especifico de proteinas o de organelas a la
‘uola que con la especificidad de las proteasas vacuolares hacia un tipo
ticular de sustrato (Huffaker 1990).

Para degradar las macromoléculas, las vacuolas acumulan varias
amas hidroliticas durante la senescencia. Las proteinas vacuolares,
luyendo las enzimas hidroliticas, son sintetizadas en el reticulo
loplasmico rugoso como precursores de mayor tamano molecular y
nsportadas hacia la vacuola donde se acumulan como agregados
ctivos. La maduracién posterior de estas proteinas depende de la accion
enzimas de procesamiento vacuolar —VPE-, un tipo de cistein proteasa
1 especificidad hacia residuos asparagina (Kinoshita et al. 1999,
royanagi et al. 2002, Yamada et al. 1999, 2001).

En los cuerpos proteicos, forma especializada de vacuola en los tejidos
reserva de semillas, la maduraciéon de varias proteinas de semillas
xnde de la actividad VPE, que a su vez es sintetizada como precursor
ctivo, aunque su activacion es autocatalitica y no necesita de factores
cionales para producir la enzima activa.

Durante la senescencia en hojas y en respuesta a varios tipos de
rés, el analisis del patron de expresion de a-VPE y y-VPE, especificos de
anos vegetativos, muestra que los niveles de transcriptos se incrementan
forma paralela al nivel mRNA correspondiente al gen SAG2 especifico de
lescencia, por lo que las VPE podrian regular la activacion de ciertas
teinas funcionales en las vacuolas liticas.

12.- Cloroplastos

Los cloroplastos representan el mayor depdsito de nitrogeno en los
dos fotosintéticos. En particular la RuBisCO es la primera que resulta
radada durante la senescencia a través de dos mecanismos que
enden de la incorporacién de los plastidios a la vacuola y de la actividad
proteasas de localizacion cloroplastica (Dangl et al. 2000, Huffaker 1990,
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lm y Jagendorf 1986, Thomas y Stoddart 1980, Valpuesta et al. 1993,
Wittenbach et al. 1982).

La mayor velocidad de degradaciéon de constituyentes del cloroplasto,
corofila, proteinas y especialmente RuBisCO, en relacién con la reduccién
en el numero de plastidios durante la senescencia, seria un indicador de la
capacidad de los cloroplastos para degradar sus propios componentes.

Una de las proteasas asociada a los cloroplastos requiere ATP y
presenta homologia con la proteasa CIpAP de E. coli. La presencia de CIpAP
:n cloroplastos fue determinada en base a estudios de comparacion de
secuencias con las subunidades clonadas en E. coli y su funcién estaria
rlacionada con la degradacién de proteinas anormales y la movilizacion de
itrégeno durante la senescencia foliar (Dangl et al. 2000, Huffaker 1990,
Juy Jagendorf 1986, Spremulli 2000, Vierstra 1993, Wardly et al. 1984).

Esta proteasa es un complejo multimérico compuesto por dos tipos de
wubunidades ClpP y ClpA, codificadas por €l genoma del cloroplasto y por el
)NA nuclear respectivamente. ClpP presenta actividad serin proteasa
ndependiente de ATP y ClpA se une y activa la subunidad ClpP en presencia
le ATP. La ruptura del enlace peptidico por esta proteasa requiere la
idrélisis del ATP, presumiblemente promoviendo la asociacién del complejo
JIpAP a los sustratos a ser degradados.

Como se describiera previamente, los cloroplastos son capaces de
ontrolar la acumulacion de subunidades de proteinas oligoméricas en la
stequiometria correcta, mantener una adecuada relacion de las enzimas
on sus cofactores y permitir la maduraciéon de proteinas, a través de la
ccion selectiva de proteasas de procesamiento localizadas en el estroma,
uya especificidad se relacionaria con la secuencia del péptido senal de las
roteinas importadas desde el citoplasma. Entre las proteasas estudiadas en
loroplasto es posible mencionar ademas endoproteasas EP1-5, amino-
eptidasas AP1-3 y exoproteasas.

.3.3.- Otras organelas

En otros compartimientos de las células vegetales como mitocondria,
eroxisomas y reticulo endoplasmico se ha informado la presencia de
roteasas, aunque la informacién acerca del mecanismo que emplean para
.gradar sus proteinas es escasa. En cada caso la ruptura de los enlaces
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eptidicos no es indiscriminada sino, por el contrario, es un proceso
ltamente selectivo (Spremulli 2000, Vierstra 1993).

En mitocondria, se ha caracterizado parcialmente una proteasa,
ependiente de ATP, responsable de la degradacion de proteinas anormales y
structuralmente relacionada con la proteasa La de E. coli (Spremulli 2000,
lerstra 1993).

El movimiento de proteinas a través del reticulo endoplasmico y
stemas secretorios asociados involucra una serie de pasos que deben
egurar el transporte al destino correcto. Las proteinas plegadas
correctamente o aquellas que no se ensamblan en la estequiometria
mecta son retenidas en el reticulo endoplasmico y eventualmente
gradadas por su propio sistema proteolitico.

3.4.- Citoplasma y nicleo

La degradaciéon de las proteinas en el citoplasma y nucleo se realiza
r una via dependiente del marcado molecular con ubiquitina y posterior
cién del proteasoma 26S donde ocurre la ruptura de los enlaces peptidicos
n aporte de energia en forma de ATP (Huffaker 1990, Speranza et al. 2001,
remulli 2000, Vierstra 1993).

Estos autores informan que existirian ademas otros mecanismos de
tedlisis asociados al citoplasma que incluirian la importacién de
stratos hacia la vacuola, una proteasa activada por calcio denominada
paina, la subunidad 20S del proteasoma y la multipaina, una tiol
rteasa de elevado peso molecular relacionada al proteasoma 208S.

1.5.- Protedlisis dependiente de ubiquitina

La ubiquitina, detectada en forma libre o conjugada a diversas
iteinas del citoplasma y del nucleo, es una proteina pequena de 76
inoacidos altamente conservada en animales, hongos y plantas
seriores, presentando una estructura primaria idéntica entre las plantas
minadas. La estructura tridimensional evidencia un dominio globular
npacto y un segmento prominente flexible correspondiente al extremo
erminal, donde se une covalentemente la proteina a ser degradada.
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La conjugacion de ubiquitina a una proteina blanco requiere ATP y es
levada a cabo por una mecanismo multienzimatico que involucra la accion
secuencial de tres enzimas E1, E2 y E3 (figura 10).

El ciclo se inicia con la activacion de la ubiquitina libre por El1 y
psterior transferencia de la ubiquitina activada a E2. A continuacion, con la
participacion de E3 en el reconocimiento especifico de la proteina a ser
degradada, la ubiquitina unida a E2 se transfiere a la proteina blanco
frmandose una union isopeptidica entre el grupo €-amino de una cadena
lateral del residuo lisina de la proteina blanco y el grupo carboxilo terminal
de la ubiquitina. Multiples residuos de lisina de la proteina a ser degradada
pueden ser conjugados por este mecanismo.
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Figura 10: Representacion esquematica del mecanismo de proteodlisis
dependiente de ubiquitina ( ). La enzima E1 activa la ubiquitina, la
transfiere a E2 y ésta con la participacion de E3 permite la conjugacion de la
ubiquitina con la proteina blanco. Luego de varios ciclos de ubiquitinacion,
¢l complejo proteina-ubiquitina puede ser degradado por el proteasoma 26S
o ser disociado por una isopeptidasa y regenerar ambas proteinas intactas
(adaptado de Vierstra 1993).
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Una vez que una proteina fue marcada con ubiquitina existen dos
sibilidades. La mas probable es que sea sustrato del proteasoma 26S
gradandose completamente con consumo de ATP y la ubiquitina, liberada
| forma intacta, puede ser reutilizada en el marcado molecular de otras
oteinas. La segunda posibilidad es la ruptura de la unién covalente entre
proteina blanco y la ubiquitina por accién de un tipo de ubiquitin-protein
drolasa o isopeptidasa liberando ambas proteinas sin alteraciones.

El proteasoma 26S es un gran complejo multicatalitico detectado en
tosol y nuticleo que reconoce preferencialmente sustratos con cadenas de
liubiquitina. Esta compuesto por dos particulas relativamente estables, el
oteasoma 20S con una estructura cilindrica que contiene multiples sitios
taliticos en el lumen con actividad peptidasa independiente de ubiquitina,
las particulas regulatorias 19S que se unen en ambos extremos del cilindro
rra formar la estructura 268S.

La asociaciéon de las particulas regulatorias al nucleo catalitico
quiere ATP y su funcion esta relacionada con la especificidad de este
ecanismo proteolitico ya que regula el acceso de las proteinas marcadas
n ubiquitina al interior del proteasoma donde ocurre la degradacion. Se ha
:mostrado sin embargo, que en algunas situaciones la degradaciéon de
roteinas por el proteasoma 26S no requiere ubiquitinaciéon (Jariel-Encontre
ral. 1995, Murakami 1992).

En plantas, la ruta proteolitica dependiente de ubiquitina presenta un
)l integral en el recambio de numerosas proteinas intracelulares. Entre las
Inciones controladas por este mecanismo de protedlisis se incluyen
rocesos de fotomorfogénesis, senescencia, respuesta a diferentes tipos de
strés, respuesta hipersensible, diferenciacion de tejidos vasculares,
esarrollo, maduraciéon y germinacién del grano de polen, crecimiento del
abo polinico, formacién de semillas y regulaciéon del ciclo celular, entre
tros (Genschik et al. 1998, Huffaker 1990, Speranza 2001).

En varios de estos procesos, la ubiquitinaciéon puede ser reversible y
lterar la actividad de proteinas aceptoras de un modo similar a la
osforilacion de proteinas. Esta funciéon, aunque no comprobada
xperimentalmente, fue deducida a partir de la deteccion de conjugados
netabolicamente estables de ubiquitina con actina, histonas y receptores de
uperficie (Vierstra 1993).
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13.5.1.- Degradacion de la forma activada del fitocromo (Pfr)

Un ejemplo del control que puede ejercer este mecanismo de
rotedlisis sobre procesos de fotomorfogénesis puede observarse en la
onversion del fitocromo regulada por luz (Bergareche y Moysset 1993,
fuffaker 1990, Spremulli 2000, Vierstra 1993).

El fitocromo que actua como fotorreceptor, es una cromoproteina que
uede existir en dos formas fotoconvertibles, la fisiolégicamente inactiva (Pr)
jue absorbe luz roja, y la forma activa (Pfr) que absorbe luz en la zona del
spectro rojo lejano. El fitocromo esta formado por dos monémeros idénticos
le 124 kDa, cada uno de los cuales se une covalentemente al cromoéforo.

Cuando la forma Pr del fitocromo absorbe luz roja se transforma en la
orma Pfr activa y es capaz de iniciar diversos procesos regulados por luz. La
structura biologicamente activa Pfr, cuya vida media es 100 veces menor
on respecto a Pr, se degrada rapidamente por un mecanismo dependiente
lel marcado molecular con ubiquitina.

En plantulas de diversas especies cultivadas en oscuridad, se ha
omprobado una rapida poliubiquitinacién del fotorreceptor Pfr. Luego de
eparar las proteinas por SDS-PAGE, se observé que el polipéptido de 124
Da se pierde selectivamente, no encontrandose péptidos de menor tamarno,
» cual indicaria la rapida degradacion del conjugado Pfr-ubiquitina hasta
minoacidos. El empleo de anticuerpos que reconocen ubiquitina permitié
demas, detectar conjugados entre la proteina fitocromo con una o mas
noléculas de ubiquitina (Shanklin et al. 1987).

Previo a la degradacidon, Pfr forma agregados en un proceso
ependiente de energia. Es probable que la formacion de estos agregados
ue secuestran la forma Pfr del fitocromo, sea un paso intermedio en el
econocimiento del conjugado por las proteinas E2/E3 correspondientes al
necanismo de proteélisis dependiente de ubiquitina.

La diferencia en la estabilidad de las formas activa e inactiva del
tocromo podria estar relacionada con la presencia de una regiéon PEST,
ecuencias ricas en prolina (P), glutamico (E), serina (S) y treonina (T)
aracteristicas de proteinas de vida media muy corta, mas accesible a
roteasas en Pfr que en Pr (Bergareche y Moysset 1993).
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35.2.- Recambio de proteinas en relacién al crecimiento del tubo polinico

La funcién del proteasoma 26S en otros procesos, como la regulacion
| crecimiento del tubo polinico en Actidinia deliciosa ha sido analizada por
eranza et al. (2001).

El empleo de anticuerpos policlonales permitié detectar ubiquitina
¢ y varios conjugados de ubiquitina con diferente masa molecular en
ractos granos de polen, observandose ademas que durante la germinacion
recimiento del tubo polinico se produce un incremento en el marcado
lecular de proteinas con ubiquitina.

Mediante el empleo de inhibidores especificos de la actividad
teolitica del proteasoma 26S, estos autores comprobaron que este
anismo de protedlisis, presente en los extractos de grano de polen en
rentes estadios, esta involucrado en el recambio de proteinas necesario
a la organizacién y crecimiento del tubo polinico.

5.3.- Degradacioén de proteinas ubicadas en compartimiento incorrecto

El sistema proteolitico dependiente de ubiquitina esta involucrado
bién en el reconocimiento y degradacion de proteinas ubicadas en el
partimiento incorrecto.

En este caso, el reconocimiento de la proteina blanco se relaciona con
Jentidad del extremo N-terminal. Se ha verificado que la presencia en

extremo de ciertos aminoacidos como Met, Thr, Ser, Gly y Val
esponden a proteinas relativamente estables mientras que cuando estan
entes otros aminoacidos como Lys, Arg, His, Phe, Tyr, Trp, Leu, lle, Glu,
. Gln y Asn las proteinas son rapidamente degradadas por el sistema
luitina (Huffaker 1990, Spremulli 2000, Vierstra 1993).

En la mayoria de las proteinas citoplasmaticas el extremo amino se
lentra acetilado o presenta uno de los aminoacidos del primer grupo que
infieren estabilidad, mientras que las proteinas de otros compartimientos
stran aminoacidos del segundo grupo no acetilados. De este modo, el
nocimiento de la identidad del grupo amino terminal de la proteina
itituiria el mecanismo por el cual el sistema ubiquitina detecta errores
a localizacién subcelular de proteinas, en particular a través de las
einas E2/E3.
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Si bien inicialmente todas las proteinas del citoplasma presentan
metionina en el extremo amino que estabiliza la cadena polipeptidica, la vida
media de las proteinas puede ser modificada eliminando esta metionina por
accion de una aminopeptidasa que expone el segundo aminoacido o
incorporando un aminoacido desestabilizante como arginina al extremo
amino a través de una arginil-tRNA-protein transferasa.

3.4.- CISTEIN PROTEASAS

El grupo de cistein proteasas (CP) ha recibido especial atenciéon por
parte de los investigadores dada la relevancia de su funcién en diversos
procesos fisiolégicos y del desarrollo.

Se las ha caracterizado durante el desarrollo de diferentes procesos de
nuerte celular programada asociados a la germinacién, senescencia de
liferentes 6rganos, respuesta hipersensible a la invasion por patégenos y
dlogénesis, entre otros (Cercoés et al. 1999, Cercés y Carbonell 1993, Drake
t al. 1996, Granell et al. 1992, 1998, Ho et al. 2000, Jones et al. 1995,
Jolomon et al. 1999, Xu y Chye 1999).

En animales, la activacién de un grupo de CP que forman parte de la
amilia de las caspasas, constituye un punto critico en la iniciacién del
rograma de apoptosis y en la disgregaciéon de los componentes celulares
lue caracteriza este tipo de muerte celular programada (Dangl et al. 2000,
ohen 1997, Hengartner 2000, Martin y Green 1995, Vaux y Strasser 1996).

En plantas, se ha considerado que un grupo de cistein proteasas
lesempenarian una funcién similar ya que diversos procesos de PCD pueden
er bloqueados in vitro por la adiciéon de inhibidores especificos de CP (Beers
‘Freeman 1997, Dangl. et al. 2000, Kondo et al. 1990).

Se ha verificado ademas la expresion de multiples genes que codifican
ara inhibidores de proteasas, usualmente limitada a 6rganos especificos y
eriodos particulares del desarrollo, como por ejemplo durante la
erminacion de semillas, diferenciacion de elementos traqueales y en
espuesta a estrés oxidativo y al ataque de patéogenos (Bottella et al. 1996,
langl. et al. 2000, Johnson et al. 1989, Solomon et al. 1999).
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4.1.- Caracterizacion de CP asociadas a ia senescencia y germinacién

Las CP, con un residuo cisteina en el sitio catalitico, son reconocidas
)mo las principales enzimas responsables del catabolismo de la mayoria de
sreservas proteicas en las semillas durante la germinacién (GerCP) y de la
ovilizacion de nitrégeno en tejidos senescentes (SenCP) como parte de
ecanismos de supervivencia. En ambos casos los productos de degradacion
n exportados hacia otras partes de la planta en desarrollo (Granell et al.
198, Ho et al. 2000).

La mayoria de las CP inducidas durante la germinacién o senescencia
rtenecen a la familia de la papaina —-Cl-, aunque también se han
racterizado algunas CP de la familia C13 durante la degradaciéon de
oteinas de reserva en semillas, denominadas inicialmente proteinasas B.
itas enzimas podrian estar involucradas en el procesamiento post-
iduccional de otras proteinas sintetizadas como precursores inactivos o
rticipar directamente en la movilizaciéon de nitrégeno (Granell et al. 1998,
wlings y Barrett 1993, Shutov y Vaintraub 1987).

Su denominacién varia entre especies y de acuerdo a los
vestigadores que las han identificado, en algunos casos hacen referencia a
uniéon peptidica hidrolizada como las endoproteasas EP-A, EP-B, a las
racteristicas del sitio activo como sulfhidril o cistein endoproteasas EP-SH
Cys-EP, o a la especie de origen en que se caracterizaron como oryzain en
roz (Oryza), vignain en Vigna aconitifolia, legumain en leguminosas, etc.

Las CP caracterizadas durante la germinacion y senescencia
idencian un tamafio molecular relativamente pequefio, amplia
pecificidad de sustrato, sensibilidad a inhibidores de cistein-proteasas, pH
timo y pl generalmente acidico aunque algunas presentan maxima
tividad a pH neutro.

La medicién de la actividad enzimatica de estas CP se ha realizado
ipleando proteinas comerciales como hemoglobina, caseina y azocaseina.
mo posibles sustratos endégenos se han utilizado proteinas de reserva de
millas o RuBisCO para estudiar las proteasas asociadas a la germinaciéon o
nescencia, respectivamente.

En general estas proteasas presentan una amplia especificidad en
anto al enlace peptidico que hidrolizan, aunque ciertas CP asociadas a la
minacién muestran preferencia por aminoacidos particulares.
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Davy et al. (1998, 2000) analizaron la especificidad en el sitio de corte
wr parte de dos cistein endoproteasas EP-A y EP-B de semillas cebada,
mpleando como sustrato artificial un tetrapéptido fluorogénico con la
frmula general 2-aminobenzoil-P2-P1-P1’-P2’ 1-tirosin (NOz2)-aspartato.

Estos autores observaron mayor especificidad hacia los aminoacidos
bicados en el sitio P2 del tetrapéptido, con preferencia hacia residuos
minoacidicos neutros con grupos laterales de larga cadena alifatica y no
olares (Leu, Val, Ile y Met) o aromaticos (Phe, Tyr y Trp). Con respecto a P1,
| requerimiento es menos especifico, aunque Asn, Asp, Ile y Val fueron
articularmente desfavorables.

La separacion por electroforesis en geles conteniendo sustrato permite
ndenciar maultiples isoformas, aunque casi la totalidad de la actividad
rresponde a una o dos de ellas (Vercher et al. 1989, Wrobel y Jones 1992).

Como se mencionara en el apartado anterior, los genes que codifican
ra cistein endoproteasas son especificamente expresados durante la
nescencia foliar en diversas especies.

Se ha verificado que los SAGs que codifican para cistein proteasas en
abidopsis, maiz y B. napus presentan elevada homologia con las proteasas
presadas durante la germinacién, como por ejemplo varios tipos de
yzain, a, B y v, y aleurain, enzima relacionada con y-oryzain aislada de
bada. En particular, la aleurain, es similar a la proteasa lisosomal de
imales catepsina H y se localiza en organulos liticos de la capa de
:urona (tabla 1, Dangl et al. 2000, Griffiths et al. 1997).

Se ha caracterizado ademas la expresion del gen Seel que codifica
ra una CP, durante la senescencia natural y en la germinacién de Zea
s, observandose que en ambos procesos se incrementan los niveles de
nscripto correspondiente a este gen. El analisis del cDNA y de la
;uencia deducida de aminoacidos revela homologia con otras cistein
dopeptidasas de la familia de la papaina Cl y en particular con la
bfamilia de las GerCP de cereales, aleurain y y-oryzain. Los aspectos
nservados incluyen los aminoacidos Cys, His y Asn en el sitio activo, una
sible regién de retencion en vacuola y potenciales sitios de glucosilacién y
corte que remueven el prodominio (Griffiths et al. 1997).
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- Maduracién de precursores

En plantas superiores, las pro-proteinas precursoras de la mayoria de
roteinas de semillas son sintetizadas en el reticulo endoplasmico rugoso
steriormente transportadas hasta las vacuolas de almacenamiento en la
la madura a través de vesiculas que acumulan precursores -PAC o
ysomas- (Hara-Nishimura et al. 1998, Kinoshita et al. 1999, Schmid et
199, 2001, Yamada et al. 1999).

L1.- En vacuolas

Los precursores de las proteinas de semilla son procesados
oliticamente hasta la forma madura por enzimas de procesamiento
lar -VPE-, un grupo de cistein proteasas cuya funcion asociada a la
cencia de érganos vegetativos fue descripta previamente (Dangl et al.
, Kinoshita et al. 1999, Koehler y Ho 1990a, Yamada et al. 2001).

La caracterizacion molecular de las VPE indica que son sintetizadas
precursores —proVPE- sin actividad catalitica y su activacién depende
eliminacion de la regién del pro-péptido por un proceso autocatalitico.

En base a la secuencia de varios cDNA de VPE los miembros de esta
| familia de CP se clasificaron en dos subtipos, especificos de semillas y
os vegetativos. En el primer grupo se incluyen los obtenidos a partir de
las maduras de ricino, soja, calabaza y B-VPE de Arabidopsis y en el
do grupo, asociados a érganos vegetativos, se encuentran los aislados
iledones durante la germinacién de Vicia sativa L., de frutos durante la
racién de citricos y de hojas senescentes de Arabidospis -aVPE y YVPE-
0 y Granell 1995, Kinoshita et al. 1999, Yamada et al. 1999).

El mecanismo de procesamiento por parte de las VPE involucra el
ocimiento de dos residuos de asparagina en la superficie del sustrato
co y la ruptura de la unién peptidica.

La mayoria de las proteinas de semilla conocidas, incluyendo proteinas
serva y lectinas de diferentes plantas, mono y dicotiledéneas, son
cidas por ruptura proteolitica en los residuos Asn ubicados en las
ies hidrofilicas de la secuencia de los precursores. En consecuencia,
nas homoélogas de VPE distribuidas en diferentes especies serian
1sables de la maduracién de estas proteinas, determinando su
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nformacion final en los cuerpos proteicos de las semillas (Kinoshita et al.
199, Yamada et al. 1999).

Yamada et al. (1999) aislaron y caracterizaron un precursor de 100
Ja que se acumula en vesiculas PAC, que median el transporte de
oproteinas hasta las vacuolas de almacenamiento en semillas de
ahidopsis. En este sistema, se ha observado que las VPE provocan la
ptura de la unién peptidica entre Asn y Gln del precursor dando origen a
iltiples proteinas funcionales, entre las que se incluyen un inhibidor de
sina, péptidos citotoxicos y una proteina de reserva relacionada a vicilin.

12.2.- Caracterizacion y funcion de los dominios N- y C-terminal

La mayoria de los precursores vacuolares, que pueden o no estar
osilados, estan compuestos por un dominio funcional, un pro-péptido en
N-terminal y/o un pro-péptido en el C-terminal. Ambas extensiones
lan como senal de localizacién vacuolar y/o como dominio regulatorio de
enzimas y son eliminadas en multiples etapas hasta llegar a la forma
va (Kuroyanagi et al. 2002, Okamoto et al. 2001, Yamada et al. 1999,
11).

En general, las proteasas de la familia de la papaina son sintetizadas
10 zim6égenos con una extensa pro-region en el N-terminal que ademas de
esencial para el correcto plegamiento de la enzima, contiene una senal de
isporte intracelular y funciona como un dominio autoinhibitorio de la
teina. La pro-region N-terminal obstruye el sitio catalitico con una cadena
tidica antiparalela que es removida autocataliticamente por un
:anismo de protedlisis iniciado por acidificacién (Chrispeels y Raikhel
2, Okamoto et al. 2001, Vernet et al. 1995, Yamada et al. 2001).

Algunas CP de la familia de la papaina, entre las que se incluyen
ain a y B, RD21 de Arabidospsis y otras CP caracterizadas en Zea maysy
dersonia aurantiaca, presentan ademas de la pro-region N-terminal, una
a extension en el C-terminal compuesta de un dominio rico en Pro y otro

homologia a las proteinas animales de la familia granulin (Yamada
1).

En este caso, la remocion del N-terminal puede exponer el sitio
litico de la proteasa generando formas de tamafo molecular intermedias.
embargo, estos intermediarios en las vacuolas forman agregados
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nactivos que previenen la actividad proteolitica y el mecanismo de
ctivacion requiere la posterior remociéon del extremo C-terminal para
roducir la forma madura, soluble en la vacuola.

En el desarrollo del programa de senescencia de diversos tejidos y
lurante la germinacién se ha verificado la expresién de un subgrupo de CP
le la familia de la papaina con los aminoacidos KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) en
u extremo carboxilo. Esta secuencia de retencion en el lumen de reticulo
:ndoplasmico actuaria como senal definiendo el destino de estas proteasas
1acia vesiculas liticas especializadas (Granell et al. 1998, Okamoto et al.
001, Schmid et al. 1999, 2001).

En particular, el proceso de PCD que afecta el endosperma de semillas
Je ricino durante la germinaciéon es caracterizado por la acumulaciéon de
xquenias organelas -ricinosomas-, que almacenan cistein endoproteasas
nactivas —proCP- con la secuencia KDEL en el C-terminal. En la etapa final
lel proceso de PCD que afecta las células del endosperma, los ricinosomas
s desintegran liberando la forma madura de esta CP que actuaria en la
movilizacion de proteinas hacia otros tejidos y 6rganos de la planta.

En ricinosomas y vacuolas liticas se ha verificado que la secuencia
(DEL ademas de actuar como péptido sefial determinando la localizacién
subcelular, funciona como dominio autoinhibitorio regulando la actividad
:nzimatica. La acidificacién in vitro provoca la activacién de la proCP por
emocioén del pro-péptido del N-terminal y la secuencia KDEL del C-terminal
wr lo que se ha propuesto que el mecanismo de activacioén in vivo de las CP
icumuladas en ricinosomas durante la senescencia se relacionaria con la
iberacion de protones desde las vacuolas acidicas (Schmid et al. 1999, 2001).

Okamoto el al. (2001), a partir de cotiledones de plantulas de Vigna
mungo, han purificado a homogeneidad una cistein proteasa asociada a
membrana -MCP-, miembro de la familia de la papaina que estaria
mvolucrada en el procesamiento post-traduccional del pro-péptido
C-terminal de las CP que contienen la secuencia KDEL.

Si bien el sustrato in vivo de la MCP no ha sido identificado, esta
proteasa, in vitro, es capaz de eliminar el segmento KDEL de CPs. El analisis
inmunocitoquimico de las células de los cotiledones indica que la MCP esta
lcalizada en las vacuolas de almacenamiento y en reticulo endoplasmico en
forma activa.
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1.5.- PROTEASAS EN TOMATE

En tomate, la presencia de proteasas fue investigada en frutos en
espuesta al estrés causado por altas (40°C) y bajas (4°C) temperaturas
Schaffer y Fischer 1988, 1990).

Cabe mencionar que el estrés por enfriamiento provoca una serie de
lteraciones en los frutos como desarrollo incompleto de color, pérdida de
irmeza, marcas en su superficie e incremento en la suceptibilidad al ataque
wr patogenos al restablecer la temperatura normal (Hobson 1_987).

Schaffer y Fischer (1988) han clonado y caracterizado varios de los
DNAs correspondientes a los mRNA que se acumulan especificamente en
rutos de tomate en estadio verde maduro, luego de exponerlos a 4°C. Dos de
llos, denominados C14 y C17 mRNA, se acumulan a esta temperatura y sus
iiveles decaen al eliminar las condiciones de estrés.

La caracterizacion de la expresion de estos genes indica que los niveles
le transcripto son inversamente proporcionales a la temperatura de
ncubacién y su expresion no estaria relacionada con el proceso de
naduracion ya que no se acumulan significativamente durante esta etapa
lel desarrollo.

Si bien la funciéon del gen C17 no pudo ser determinada en base a
omologia de secuencias, un analisis similar para el C14-mRNA muestra
ue la secuencia de aminoacidos deducida presenta homologia con cistein
woteasas de la familia de la papaina. En particular, los aminoacidos
nwvolucrados en la reaccion catalitica, que conforman el sitio activo y
rmiten la formacién de puentes disulfuro en esta familia de CP son
onservados en el polipéptido C14.

De un modo similar a las proteasas de la familia de la papaina, el
wlipéptido C14 ademas del dominio CP incluye una regién N-terminal que
orresponderia a la pro-secuencia que actuaria como péptido senal y cuya
emocion provoca la activacion de la pro-enzima (Chrispeels y Raikhel 1992,
Jkamoto et al. 2001, Vernet et al. 1995, Yamada et al. 2001). Sin embargo,
lado que la secuencia del cDNA C14 esta truncada en el extremo 5’, no es
wsible confirmar la presencia de este péptido senal (Schaffer y Fischer
1988).
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Posteriormente, Schaffer y Fischer (1990) informaron que C14-mRNA
¢ acumula en respuesta a condiciones de estrés por altas y bajas
emperaturas y la regulacion de la expresidon de este gen involucraria una
nducciéon especifica a nivel transcripcional. Estudios inmunolégicos
widenciaron ademas que la proteina de fusion B-galactosidasa-C14 de E. coli
s reconocida por anticuerpos preparados contra papaina.

El C14-mRNA codificaria entonces para una cistein proteasa de la
amilia de la papaina cuya funcion estaria relacionada con la degradaciéon de
wlipéptidos desnaturalizados por exposicion a altas y bajas temperaturas.

A partir de una genoteca de cDNA de hojas de tomate, Linthorst et al.
1993) aislaron un gen al cual denominaron LCYP-2, cuya secuencia codifica
xara una CP con homologia a la papaina de Carica papaya, aunque diferente
lel cDNA C14 caracterizado por Schaffer y Fischer (1988, 1990).

La similitud de la secuencia aminoacidica deducida de esta proteasa
le tomate con otras CP de animales y plantas indica que la proteina
odificada por LCYP-2 es una pre-pro-proteina con una regiéon hidrofébica en
IN-terminal que incluiria el péptido sefial para su translocacién a través del
eticulo endoplasmico, seguido de un dominio de localizacién vacuolar. La
wmologia de la proteina madura con la papaina y otras CP incluye los
minoacidos correspondientes al sitio activo, asi como los residuos de
isteina involucrados en la formaciéon de puentes disulfuro.

Drake et al. (1996) clonaron y caracterizaron la expresiéon de dos
istein proteasas (SENU2 y SENUS3) asociadas al proceso de senescencia
Jiar en tomate. La secuencia de bases correspondiente al cDNA SENU2 es
léntica al cDNA C14 caracterizado por Schaffer y Fischer (1988, 1990). El
nalisis de la secuencia de SENU3 indica que presenta considerable
omologia con aleurain, una CP aislada de cebada y con oryzain y.

Ambas CP muestran homologia en el sitio activo y pueden incluir
demas dominios N- y C-terminal. La secuencia de aminoacidos deducida de
1 proteina SENU3 muestra que, como otras cistein proteasas, incluye un
re-pro-péptido, con una region que actia como sefial de localizacion
acuolar (Karrer et al. 1993). La estructura proteica indica ademas que es
ecuestrada en la vacuola como precursor inactivo y su activaciéon depende
e la ruptura de la unién pro-péptido.
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Ambas cistein-proteasas -SENU2 y SENU3- no se encuentran
ociadas exclusivamente al proceso de senescencia, observandose que su
presion también se induce durante la germinacién permitiendo, en ambos
ocesos, la movilizacion de proteinas. En el caso particular de SENU3, se
presa asimismo en tallos y raices. El patron de evolucion del mRNA de
NU2 y SENUS3 indicaria que la regulaciéon del proceso de transcripcion de
tos genes involucraria mecanismos diferentes.

Cabe mencionar ademas, que si bien los procesos de senescencia y
duracion de frutos son generalmente considerados eventos biologicos
nilares, los niveles de transcripto correspondientes a SENU2 y SENU3 no
incrementan durante la maduraciéon e incluso la abundancia de mRNA
NU3 disminuye en esta etapa.

En resumen, en tomate se han identificado tres cDNA diferentes que
lifican para cistein proteasas: Cl14 (SENU2), SENU3 y LCYP-2. La
wuencia del péptido sefial de SENU3 y LCYP-2 indicaria que estas CP
arian asociadas a la vacuola. En el caso de la proteasa C14, no es posible
ntificar su posible localizacién subcelular ya que el cDNA clonado no esta
npleto.

).- PROTEASAS ASOCIADAS A LA SENESCENCIA DE OVARIOS

En el apartado anterior (item 2.3.8) se especificaron los cambios que
uren en los ovarios no polinizados de arveja durante el programa de
lescencia inducido por la ausencia de estimulos capaces de provocar el
sarrollo de frutos.

Se han caracterizado dos tipos de actividades proteoliticas asociadas al
)grama de senescencia en ovarios no polinizados. A pH neutro, se observo
desaparicion gradual de la subunidad mayor de la RuBisCO sélo en
rios senescentes (Carbonell y Garcia Martinez 1985). Cuando las
erminaciones se realizaron a pH acido, se detectaron niveles basales de
radacion de RuBisCO en ovarios presenescentes y frutos en desarrollo,
cuales se incrementaron con el avance del proceso senescente (Carrasco
arbonell 1988).

La purificacién y caracterizacion de la proteasa que actua a pH neutro
ica que se trata de una tiol proteasa, que se acumula en las células del
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carpio y la capa externa del mesocarpio de los ovarios senescentes
rcos et al. 1993).

La presencia de actividades proteoliticas en ovarios senescentes de
eja y no en frutos en desarrollo, ademas de los cambios evidenciados en
:xpresion del gen para una tiol proteasa (Cercés et al. 1999, Granell et al.
J2) y de otras proteinas (Sanchez-Beltran et al. 1992), sugieren que
rtas proteasas estarian involucradas en el programa de senescencia de los
irios y resultarian reprimidas por el proceso que conduce al desarrollo de
frutos.

Aunque se desconoce la funcién especifica de cada una de las
iteasas estudiadas en arveja, diversos autores coinciden en manifestar
e los factores que inducen la fructificacion y desarrollo de los frutos
itrolan la actividad proteolitica y su localizaciéon. De este modo, las
teasas actuarian como indicadores de los posibles destinos del ovario:
lescencia o desarrollo del fruto (Carbonell y Garcia-Martinez 1985,
rmasco y Carbonell 1988, 1990, Cercés y Carbonell 1993, Cercés et al.
93, 1999, Granell et al. 1992, 1998, Vercher et al. 1987, 1989).
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BJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Dada la importancia que posee la aplicacion de GAs, al igual que otros
guladores del crecimiento, mejorando la etapa de establecimiento de frutos
: tomate cuando la autopolinizacién resulta alterada por las condiciones
nbientales, el objetivo inicial de este trabajo fue estudiar el control de
tividades proteoliticas durante el proceso de transformacion del ovario en
uto en desarrollo y durante el desarrollo temprano de los mismos, tras la
linizacién natural o tratamiento con GA3 de ovarios no polinizados.

Para el logro del mismo se plantearon los siguientes objetivos
ipecificos:
Evaluaciéon de los efectos de la aplicacion de GA3 sobre actividades
proteoliticas:

» ldentificacion, purificaciéon, caracterizacion y comparacion de
actividades proteoliticas presentes en extractos crudos de ovarios y
frutos obtenidos por autopolinizacién o aplicacién hormonal.

» Identificacibn mediante analisis “western-blot” de los niveles de
RuBisCO in vivo y de los productos de degradacién in vitro en extractos
autodigeridos.

» Evolucion de estas actividades proteoliticas durante el proceso de
presenescencia de los ovarios y de desarrollo de los frutos.

ldentificacion mediante analisis “western blot” de polipéptidos
antigénicamente relacionados con la papaina y la proteina derivada del
clon Cl14, presentes en extractos de ovarios y frutos obtenidos por
autopolinizacién o aplicacion hormonal.

ldentificacion mediante analisis "northern blot" de mRNA con una sonda
de C14-cDNA en muestras de ovarios y frutos sometidos a los diferentes
tratamientos.

En una etapa posterior del desarrollo experimental, y con el objeto de
mpliar el estudio de los factores fisiolégicos que condicionan los procesos
¢ senescencia del ovario o desarrollo del fruto, se decidi6 incorporar la
raluacion de la aplicacion de auxinas entre los factores capaces de inducir
fructificacion partenocarpica en tomate. Se analizé ademas, la respuesta
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hibrido Fortaleza F1, dada su relevancia entre los productores de la
n del Alto Valle del Rio Negro.

El fundamento de esta seleccion de factores se relacioné con la
bilidad de obtener resultados transferibles a los productores de la
n, ya que la aplicacion de fitorreguladores en cultivos bajo cubierta es
practica usual e importante por su impacto cuali y cuantitativo sobre la
tificacién en tomate.

Las actividades incorporadas al plan de trabajo fueron las que se
ncian a continuacioén:

nalisis del proceso de fructificacion partenocarpica en tomate en relaciéon
.la aplicaciéon de auxinas.

leterminacién del periodo de sensibilidad y momento éptimo para la
iplicaciéon de GA3 y B-NOA (acido B-naftoxiacético).

-aracterizacion de los efectos de la aplicacion hormonal sobre la
ocalizacién inmunohistoquimica de proteasas y su correlacion con el
reriodo de sensibilidad.



MATERIALES Y METODOS 78

ATERIALES Y METODOS

- MATERIAL VEGETAL

Los experimentos se llevaron a cabo con plantas de tomate
ycopersicon esculentum Mill.), analizandose el comportamiento de dos
notipos -cultivar Rutgers e hibrido Fortaleza F1-.

En la etapa inicial de este trabajo, desarrollada en el Instituto de
ologia Molecular y Celular de Plantas, UPV-CSIC, Esparia, las plantas de
mate —cv’. Rutgers-, se cultivaron en una cabina de invernadero con
mperatura controlada, equipada con sistemas de calefacciéon vy
fnigeracién. La temperatura, de acuerdo con las condiciones ambientales,
lctud estrictamente dentro de un rango de 12°C a 30°C. Se establecié un
toperiodo de 16 horas, complementandose la luz natural con lamparas de
0 W (Philips tipo HDK/400 HPI(R)N) que suministraron aproximadamente
500 lux a nivel del primer racimo floral.

La germinacién y obtencion de plantines se realizé colocando los lotes
: semillas durante 15 - 20 dias en una mezcla de turba y arena, regandolos
eriddicamente con solucién nutritiva de Hoagland N° 1 que contiene los
igoelementos de Hewitt (1966). Transcurrido dicho tiempo se efectué el
asplante definitivo a macetas de 17 cm. de diametro y durante el dia se
:garon, cada dos horas, por goteo automatico con la solucién nutritiva
ntes mencionada. La conduccion del cultivo, a un solo tallo, se realiz6
iminando los brotes laterales.

En una segunda etapa y con el objeto de aproximar las condiciones
mbientales y nutricionales del cultivo a las practicas habituales empleadas
or los productores regionales, en el campo experimental de la Facultad de
iencias Agrarias, Universidad Nacional del Comahue (FACA-UNCo), los
nsayos se realizaron en una estructura de invernadero, con las siguientes
aracteristicas:

Disenio: Perfil de arco rebajado de 7 m de ancho por 30 m de largo
(210 m?), con una altura maxima de cumbrera de 3.70 m y 2.20 m en los
laterales.

- Estructura: Metalica y sistema de ventilacion a través de ventanas
superiores en frente, contrafrente y laterales.

cv: cultivar
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Material de cobertura: Polietileno térmico de larga duracion (LDT) de 200
um de espesor.

Sistema de calefaccion: Turbo calefactor a gas natural de 40.000 Kcal/h,
sin sistemas complementarios de distribucion de calor. Control de
encendido automatizado a través de un termostato de bulbo.

Sistema de riego: Por goteo automatico.

Factores ambientales: Se procura que las nictotemperaturas no
desciendan por debajo de los 10°C, de manera de preservar el crecimiento
vegetativo aunque a estas temperaturas se hacen evidentes problemas en
el establecimiento de frutos que pueden ser corregidos por aplicacion
hormonal.

Conduccién del cultivo: Se realiza a tallo unico eliminando los brotes
laterales.

Tratamientos sanitarios: Se respetan las practicas predominantes en los
productores regionales.

Bajo estas condiciones, ademas de continuar con la evaluacién del cv.
utgers, se incorporé el estudio del comportamiento del hibrido Fortaleza F1
r pertenecer al grupo del material genético mas difundido en la region del
to Valle del Rio Negro, de acuerdo a lo observado por los técnicos del
ograma Nacional de Cambio Rural y otros pertenecientes a la actividad
ivada con vinculacién a la catedra de Horticultura (FACA-UNCo).

En esta etapa, la germinacion de los lotes de semillas, previamente
terilizadas superficialmente mediante lavados con etanol 96 %, hipoclorito
»sodio comercial y agua estéril, se efectu6é durante aproximadamente 2 - 3
as sobre una base de algodén y papel de filtro humedecidos, en capsulas
 Petri estériles.

Cuando la radicula emergié6 2 mm las plantulas fueron transferidas a
acetas biodegradables de celulosa (6 x 6 x 5,5 cm) durante 20 - 30 dias en
1a mezcla de tierra enriquecida con turba, regandolas periédicamente con
ua corriente.

Los plantines se desarrollaron en una camara iluminada con tubos
orescentes TLT (Osram 40 W/54 RS, luz dia) y tubos Fluora (Osram
yW/77), que suministraron aproximadamente 7500 lux a nivel del apice de
planta, estableciéndose un fotoperiodo de 16 horas.
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La plantacion definitiva se realiz6 en el invernadero del campo
xperimental de la FACA-UNCo antes descripto, empleando un marco de
llantacion de hileras distanciadas a 0.80 m y 0.25 m entre plantas.

Como criterio para el manejo de la nutricion mineral (Pilatti et al.
997), se opté por la estrategia de fertilizar sin tener en cuenta los
nacronutrientes existentes en el suelo, aportando los elementos quimicos
lecesarios en cada una de las etapas fenolégicas (Tabla 2).

En cuanto a la sanidad del cultivo, se utilizaron trampas adhesivas de
olor tipo Merck para el monitoreo y control de mosca blanca (Trialeurodes
aporariorum), Trips (Frankliniella sp) y afidos en general. La polilla del
)mate (Scrobipapuloides absoluta) fue controlada por aplicacion de
leltametrina 5 % LEE (30 cm3/H]) de acuerdo al monitoreo en foliolos.

abla 2: Estrategia de fertilizacién utilizada en el cultivo forzado de tomate,
n funcién de las distintas etapas de desarrollo.

o . Demanda Relacion
Etapas fenolégicas del cultivo
de N, % N:P:K

Transplante 4.6

1:0.8:0.77
Floracién 4.6
Establecimiento de frutos 4.6
Inicio de cosecha (1° mes) 4.0
2° mes de cosecha 3.0 1:0.2:1.24
3° mes de cosecha 2.8
Fin de cosecha (4° mes) 2.2

- TRATAMIENTOS CON FITORREGULADORES

En los ensayos se utilizaron unicamente cinco flores de las tres
nmeras inflorescencias, eliminandose el resto. La tercera flor de cada
florescencia se empleé para la obtenciéon de frutos en desarrollo, ya sea
:rmitiendo la polinizacion natural o induciendo la fructificacion
artenocarpica por aplicacion de auxinas o giberelinas a flores emasculadas
liminacién de pétalos y estambres dos dias antes de la antesis-, en
omentos variables con respecto a la antesis. El resto de las flores se
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ascularon a efectos de permitir el desarrollo de solamente un fruto por
'imo.

Asi pues, en los experimentos se emplearon tres tipos de muestras
fas caracteristicas se resumen en la figura 11:

OVARIOS NO POLINIZADOS (E): La polinizacion se evita emasculando las flores
‘eliminacién de pétalos y estambres 2 dias antes de la antesis (-2 dpa®).

FRUTOS PARTENOCARPICOS: La fructificacién partenocarpica se induce por
icacion de auxinas (B-NOA®) o giberelinas (GA3) a flores emasculadas,
istrandose el momento de aplicaciéon de cada fitorregulador a efectos de
ablecer de forma precisa el inicio del desarrollo del fruto.

FRUTOS CON SEMILLAS (P): La fructificacion se logré6 permitiendo la
opolinizacion y fertilizaciéon natural. Se registro la fecha de antesis como
cero del periodo de desarrollo del fruto.

La fructificacion partenocarpica se indujo tratando las flores
isculadas con 20 pl de una soluciéon de cada fitorregulador preparado en
en 20 0.1 %, v/v (Sigma). El tween actia como mojante facilitando que la
1cién acuosa de hormona quede adherida al ovario.

En los ensayos tendientes a determinar el periodo de sensibilidad y
mento 6ptimo para la aplicacion hormonal, los frutos se cosecharon en
dio verde maduro, analizandose como variables de respuesta el nimero
warios que responden al tratamiento hormonal, el peso fresco, el periodo
lesarrollo y las caracteristicas morfoldgicas y anatémicas de los frutos.

Los ovarios y frutos en desarrollo, asi como muestras de raices, tallos,
1s jovenes y adultas destinados a la caracterizacion de proteasas, luego
ser separados de la planta fueron inmediatamente pesados y congelados
rtrogeno liquido para su traslado al laboratorio, donde se almacenaron a
’C hasta su utilizacion.

El material vegetal destinado a la caracterizacién anatémica del
carpio fue fijado en forma periédica en FAA (etanol:agua
tilada:formaldehido:acido acético glacial, 10:7:2:1), mientras que para los
dios de localizacién inmunohistoquimica de proteasas, el material se fijo
»-formaldehido 4 %.

1. dias post antesis
IOA: acido B naftoxiacético
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l.- DETERMINACION DEL PERIfODO DE SENSIBILIDAD

El periodo de sensibilidad se determiné en base al porcentaje de frutos
rtenocarpicos que efectivamente se desarrollan luego de la aplicacion
wgena de fitorreguladores a ovarios no polinizados. Los tratamientos se
alizaron con auxinas (2,4-D y B-NOA) y GA3 en dosis fija -100 ppm-, en
stintos momentos con respecto a la antesis.

2.- DETERMINACION DEL MOMENTO OPTIMO

El momento optimo se determiné considerando el tamano final,
riodo de desarrollo y las caracteristicas morfologicas y anatémicas de los
utos partenocarpicos obtenidos por aplicacion de los reguladores a dosis
a-100 ppm-, en distintos momentos con respecto a la antesis.

La caracterizacion morfolégica de los frutos se realizé considerando el
specto externo y el nimero de l6culos y la organizacién macroscépica de los
jidos en cortes transversales.

3.- DISERO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

En los ensayos en invernadero, la asignacion de los tratamientos a las
nidades experimentales se realizdé mediante un diseno estadistico
mpletamente aleatorizado.

Para los valores asumidos por la variable “peso fresco” de los frutos en
mano final, se realizo un analisis de la varianza observandose diferencias
gnificativas entre los tratamientos. En funcion de los resultados obtenidos
» realizdO un test de comparacion de medias (Duncan), para cada
ymbinacién de niveles de los factores genotipo, fitorregulador y momento de
plicacion.

- ACTIVIDAD PROTEOLITICA FRENTE A AZOCASEINA
.1.- EXTRACCION DE PROTEfNAS

Los ovarios no polinizados o frutos en desarrollo cosechados en
ferentes estadios de desarrollo, almacenados a -80°C, fueron triturados en
ortero con nitrogeno liquido y mezclados con tampén de extraccion (Tris-
C1 50 mM pH 7.5, 2-mercaptoetanol 20 mM), en la proporciéon de 4 ml por
ramo de peso fresco.
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El homogeneizado se centrifugdé a 27.200 g durante 20 minutos y se
uardé el sobrenadante (extracto crudo) para determinaciones posteriores.
la concentracion de proteinas se determiné segiin el método de Bradford
1976) empleando seroalbiimina bovina (Sigma) como patrén.

3.2.- ENSAYO ENZIMATICO

Alicuotas de 100 pl de los extractos proteicos se mezclaron con 250 pl
le tamp6n de incubacién (acetato de sodio 250 mM, pH 5.0 o Tris-HCI1 250
M pH 7.5, 2-mercaptoetanol 20 mM) y 150 ul de una solucion acuosa que
ontiene 10 mg/ml de azocaseina (Sigma).

Luego de incubar 3 horas a 40°C, se agrego 1 ml de acido
ricloroacético 10 % y se dej6 durante 45 minutos a 4°C. A continuacion la
nezcla se centrifugd a 24,000 g durante 15 minutos y se midié la
ibsorbancia a 340 nm en el sobrenadante. Paralelamente se procesé un
ontrol con 100 pl de tampén de extracciéon en lugar de muestra.

Se definié una unidad de actividad proteolitica sobre azocaseina, como
a actividad que produce un incremento de 0.01 unidades de absorbancia a
340 nm.

.3.- VARIACION DE LA ACTIVIDAD CON EL pH

Para estudiar la variacion de la actividad proteolitica sobre azocaseina
:n funciéon del pH, se realizaron los ensayos empleando los tampones citados
n la tabla 3 a una concentracién de 250 mM.

fabla 3: Tampones empleados en los ensayos de variacion de la actividad
roteolitica en funcion del pH.

TAMPON pKa INTERVALO DE pH
Citrato sodico 3.13 3.5-4.0
Acetato so6dico 4.76 4.0-5.5
MES 6.10 5.5-6.7
MOPS 7.20 6.5-7.5
Tris-HCl1 8.08 7.0 -8.5
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34.- PURIFICACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD PROTEOL{TICA SOBRE AZOCASEINA
34.1.- Fraccionamiento en columna DEAE-Sephacel

A partir de 250 mg de ovarios no polinizados recolectados a 14 dpa, se
prepar6 un extracto proteico en buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.5,
rmercaptoetanol 20 mM, como se indicara en el apartado 3.1 y se lo dializ6
lurante 2 horas frente a Tris-HCl 25 mM pH 7.5 (buffer A). Durante el
raccionamiento se mantuvo una temperatura de 4°C.

El dializado (1.80 mg proteina), se sembré en una columna de 10 ml
le DEAE-Sephacel (14 mm x 70 mm), previamente equilibrada con buffer A.
A columna se lavé con 20 ml de buffer A y las proteinas unidas a la
lumna se eluyeron con 20 ml de un gradiente lineal 0 - 0.3 M de CINa
reparado en buffer A, a un flujo de 1.5 ml/min.

Se recolectaron fracciones de 1 ml y se evalu6 la presencia de
roteinas midiendo la absorbancia 280 nm, la actividad proteolitica sobre
zocaseina a pH 5.0 y la presencia de proteasas por “dot blot” empleando
inticuerpos contra papaina.

}.4.2.- Fraccionamiento en columna DE-52

A partir de 2.13 g de ovarios no polinizados recolectados a 14 dpa, se
repardé un extracto proteico como se indicara en el apartado 3.1 empleando
omo buffer de homogeneizacién Tris-HCl 50 mM pH 7.5, EDTA 0.1 mM,
l-mercaptoetanol 20 mM.

El extracto obtenido (12.055 mg proteina) se fraccioné a 4°C, mediante
ina columna de intercambio i6nico DE-52 de 2 ml, previamente equilibrada
on 10 volumenes de columna de buffer de homogeneizacion.

La columna se lavé con 14 ml de este buffer y las proteinas unidas a la
olumna se eluyeron con 20 ml de un gradiente lineal O - 0.6 M de CINa
reparado en el buffer de homogeneizacién, a un flujo de 1.5 ml/min.

Se recolectaron fracciones de 0.5 ml y se evaludé la presencia de
roteinas segin el método de Bradford (1976) y la actividad proteolitica
obre azocaseina a pH 5.0. Las fracciones se almacenaron a -20°C hasta su
1s0, adicionando 10 % glicerol a efectos de preservar la actividad enzimatica.
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Las fracciones que presentaron mayor actividad enzimatica se
untaron en un pool obteniéndose la fraccion DE-52.

4.3.- Fraccionamiento en columna de tamiz molecular

La fraccion DE-52 se sembré en una columna de tamiz molecular
uperose 6 HR 10/30 previamente equilibrada con buffer Tris-HCl 50 mM,
H7.5, 2-mercaptoetanol 20 mM, glicerol 10 %.

Las proteinas se eluyeron con el mismo buffer a un flujo de 0.3
il/min y se recolectaron fracciones de 0.5 ml. Durante las distintas etapas
el fraccionamiento se mantuvo una temperatura de 4°C.

En las fracciones se evalué la presencia de proteinas segun el método
¢ Bradford (1976) y la actividad proteolitica sobre azocaseina a pH 5.0.

Finalmente, alicuotas del extracto crudo y de las fracciones obtenidas
urante las etapas del fraccionamiento se separaron por SDS-PAGE y se
ometieron a “western blot analysis” con anticuerpos contra papaina.
reviamente, una alicuota de 150 pl de la fracciéon DE-52 y 400 pul de la
accion 45 correspondiente a la columna de tamiz molecular se
oncentraron hasta 100 ul empleando concentradores Amicon.

- ACTIVIDAD PROTEOLITICA SOBRE HEMOGLOBINA

La actividad proteolitica empleando hemoglobina como sustrato- se
videncié luego de separar los extractos proteicos por electroforesis nativa.

Alicuotas de 15 pl de los extractos proteicos obtenidos segun se
escribié previamente (apartado 3.1), se separaron por electroforesis nativa
n geles de poliacrilamida 10 % conteniendo hemoglobina 0.02 % p/v
{ochler y Ho 1988). Con el objeto de analizar comparativamente los
:sultados, se sembraron cantidades similares de proteina total.

La electroforesis se desarrollé en una unidad Miniprotean II (BioRad,
ichmond, Ca, USA) a 4°C y 100 V hasta que el frente de corrida atraveso el
el de concentracion y a 150 V hasta finalizar.

El gel se incub6 en buffer acetato de sodio 25 mM pH 5.0 o buffer Tris-
IC1 25 mM pH 7.5, conteniendo 2-mercaptoetanol 10 mM, durante 3 horas
n bafio de agua a 40°C.
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Posteriormente los geles fueron tenidos con una solucion de Azul
oomassie R (Merck) 0.025% en isopropanol:acido acético:agua (25:10:65)
urante una noche y se destifieron con varios lavados de isopranol:acido
*tico:agua (10:10:80).

La ausencia de coloracién indicé6 la presencia de actividad proteolitica
)bre hemoglobina en los extractos proteicos.

- ACTIVIDAD PROTEOLITICA SOBRE RUBISCO
1.- INMUNODETECCION DE LA RUBISCO ENDOGENA

En los ensayos de inmunodetecciéon de la subunidad mayor de la
1BisCO endégena, la extraccion de proteinas se realizé triturando los
arios almacenados a -80°C en mortero con nitrégeno liquido y se
ezclaron con 8 voluimenes de la "solucion de muestras 1X" de Laémmli
970).

Las muestras se llevaron a ebullicién en un bano de agua durante 3
inutos y se centrifugaron durante 15 minutos a 17.000 g, recuperandose el
brenadante.

2.- ENSAYOS DE DEGRADACION DE RUBISCO ENDOGENA

Los ensayos tendientes a analizar los productos de degradacion in vitro
' la RuBisCO endoégena se realizaron en extractos proteicos obtenidos
gun se describié en apartado 3.1.

Alicuotas de 10 pl de los extractos, se mezclaron con voliimenes
uales de tampoén acetato sodico 250 mM pH 5.0 o Tris-HCl 250 mM pH
5 2-mercaptoetanol 10 mM, con o sin leupeptina 10 puM, y se
eincubaron a 4°C durante 30 minutos.

A continuacién, la mezcla se incub6 a 30°C durante tiempos variables.
| reaccion se detuvo por tratamiento con "solucién de muestras 2X" para
ctroforesis y ebullicion en bano de agua durante 3 minutos (Laémmli
170).

Finalmente las muestras se separaron por SDS-PAGE y se sometieron
‘western blot analysis” con anticuerpos versus la subunidad mayor de la
1BisCO.
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3.- ENSAYOS DE DEGRADACION DE RUBISCO EXOGENA

3.1.- Purificacion de RuBisCO de hojas de tomate

El procedimiento de purificacion de la Ribulosa 1,5 bisfosfato
rboxilasa (RuBisCO) se realizé de acuerdo a la metodologia descripta por
irbonell y Garcia Martinez (1985).

Muestras de hojas de tomate se homogeneizaron en Polytron (3 veces x
) seg., set 5) empleando como tampén Tris-sulfato 100 mM, pH 7.5 (22°C),
gSO4 10 mM, 2-mercaptoetanol 20 mM, polivinilpirrolidona 2 % (p/v), en
1a proporcion de 2 ml buffer por gramos de peso fresco.

El homogenato fue filtrado por miracloth y centrifugado a 30.000 g
rrante 30 min., a 4°C.

Alicuotas de 1.5 ml del sobrenadante se depositaron sobre 23 ml de un
adiente lineal de sacarosa 0.2-0.8 M preparado en Tris-HCI 10 mM pH 8.0
2°C), SOsMg 10 mM, COsHNa 10 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM. La
ntrifugaciéon se realizé en una ultracentrifuga MSE-65 con rotor de angulo
0(8 x 25 ml) a 40.000 rpm durante 4 horas a 4°C.

El gradiente se fraccion6 empleando una bomba peristaltica,
colectando fracciones de 1 ml desde el fondo del tubo y la presencia de
oteinas se estimé en base al valor de absorbancia a 280 nm.

El proceso de purificacién se evalué en base a la separacion por SDS-
\GE y tinciéon con Coomassie de las fracciones obtenidas. La concentraciéon
: RuBisCO se estim6 a partir del valor de absorbancia a 280 nm,
nsiderando el factor de extincién € % - 16.4.

3.2.- Ensayo enzimaético

Alicuotas de 5 ul de los extractos proteicos obtenidos segun se
escribid  previamente (item 3.1) se mezclaron con 12 pl de buffer de
icubacion (acetato de sodio 250 mM pH 5.0, 2-mercaptoetanol 10 mM) y 3
| de una soluciéon de RuBisCO purificada a partir de hojas de tomate que
ontiene 1 pg/pl.

Luego de incubar a 30°C durante O y 6 horas, la reacciéon se detuvo
or tratamiento con 20 pl de "solucién de muestras 2X" para electroforesis
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Tis-HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS 5 % p/v, glicerol 10 % v/v, 2-mercaptoetanol
.7 M) y ebullicion en bafno de agua durante 3 minutos (Laémmli 1970).

Paralelamente se sproces6 un control del contenido endégeno de
uBisCO en los extractos con 15 ul de tampén y S pul de extracto y un blanco
e degradacion de RuBisCO incubando 3 pl de esta proteina y 17 ul de buffer
e incubacion durante O y 6 horas a 30°C.

Finalmente las muestras se separaron por SDS-PAGE y se sometieron
‘western blot analysis” con anticuerpos versus la subunidad mayor de la
uBisCO.

- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Alicuotas de 15 pl de las muestras obtenidas en los apartados 4.1.6,
2y 5.1, se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida 10 % con
DS, segin el método de Laémmli (1970). Con el objeto de analizar
omparativamente los resultados obtenidos, se sembraron cantidades
imilares de proteina total.

Para estimar las masas moleculares de los polipéptidos se empleé una
ezcla de proteinas patron de masas moleculares conocidas (KIT LMW,
harmacia) compuesta por fosforilasa b (94 KDa), seroalbiumina bovina
37 KDa), ovoalbumina (43 KDa), anhidrasa carbénica (30 KDa) e inhibidor
e tripsina (20.1 KDa).

La electroforesis se desarrollé en una unidad Miniprotean II (BioRad,
ichmond, Ca, USA) a 150 V. Posteriormente los geles se tifieron con una
olucion de Azul Coomassie G 250 (Merck) 0.05% en isopropanol:acido
cético:agua (25:12:63) durante una noche y se destifleron con varios
wados de isopranol:acido acético:agua (10:10:80); o los polipéptidos se
ransfirieron a membranas para inmunodeteccién con anticuerpos.

Alternativamente los geles fueron tefiidos con Ag de acuerdo a la

netodologia descripta por Blum et al. (1987) y que se esquematiza a
ontinuacion:
1.FIUACION en etanol 30 ml, acido acético 10 ml y formaldehido 37 %
50 ul/ 100 ml, durante una noche.
2. LAVADOS con etanol 30 %, 3 x 20 min.
3. PRETRATAMIENTO con Na2S203 20 ug/ 100 ml durante exactamente 1 min.
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4. LAVADOS con H20 destilada, 3 x 20 seg.

5.IMPREGNACION con AgNOs3 0.2 g, formaldehido 37 % 75 pul/100 ml,
durante 20 min.

6. LAVADOS con H20 destilada, 2 x 20 seg.

7.REVELADO con Na2CO3 6 g, formaldehido 37 % 50 pl y Na2S203 0.4
mg/ 100 ml, 2 x S min.

8. DETENER REVELADO agregando acido acético 3.5 ml/100 ml de soluciéon
de revelado, durante 10 min.

9. LAVADOS con H20 destilada, 4 x 30 min.

Los geles, una vez tenidos se pueden almacenar en etanol 20 % a 4°C

~-TRANSFERENCIA DE POLIPEPTIDOS A MEMBRANAS E
INMUNODETECCION ("WESTERN-BLOT ANALYSIS")

Tras la electroforesis, los polipéptidos se transfirieron a membranas
amobilon-P (Millipore, Bedford, Ma, USA) en una unidad Miniprotean Il a
00 V, durante 1 hora, a 4°C. El tampoén de transferencia fue Tris 20 mM,
licina 150 mM, SDS 0.1 % p/v, metanol 10 % v/v.

La inmunodetecciéon de la subunidad mayor de la RuBisCO se realizo
iguiendo el protocolo descrito por Harlow y Lane (1988), empleando
nticuerpos policlonales de conejo frente a RuBisCO purificada a partir de
10jas Pisum sativum L. cv. Alaska (Cercoés et al. 1992).

La deteccion de proteasas se llevd a cabo empleando anticuerpos
wliclonales contra papaina y tiol proteasa C14.

En la preparacién de los anticuerpos policlonales (Cercés y Carbonell
1993), se emplearon como antigeno papaina de Carica papaya (Boehringer) y
na proteina de fusién glutation-S-transferasa-C14 obtenida por expresion
n E. coli (Orzaez et al., datos no publicados). No se observé reactividad
rruzada de los anticuerpos contra la glutation-S-transferasa.

Como segundo anticuerpo, se empleé antirabbit-IgG-alkaline
shosphatase (Boehringer, Mannheim GmbH, Mannheim, Germany).

El revelado se realizo6 empleando nitro blue tetrazolium (NBT) y bromo-
tloro-indolyl-fosfato (BCIP) como sustrato de la fosfatasa alcalina.
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- CARACTERIZACION ANATOMICA

La caracterizacion anatémica del pericarpio se realizdé por observacion
licroscopica, considerando nimero, tamario y organizacién celular.

Se utiliz6 como indicador del nimero de capas celulares, al namero de
tlulas presentes en la parte media de la hoja carpelar entre la superficie del
uto y la capa mas interna del mismo (Takeno et al. 1992). Las mediciones
:realizaron utilizando una escala micrométrica ocular.

Se realizaron cortes transversales en el material colectado (D°’Ambrogio
e Argieso 1986, Klich et al. 1994), que permitieron visualizar la pared del
arpelo, en el caso de ovarios y del pericarpio, en el caso de frutos.

Los ovarios y frutos fueron fijados en periédicamente en FAA o
rraformaldehido 4 %. Las muestras de menor tamano se fijaron
rectamente y las mayores fueron seccionadas transversalmente tomando
na porcion correspondiente a la parte media del fruto.

El material destinado a analizar la presencia de proteasas por
munolocalizaciéon se fij6 en p-formaldehido 4 % en buffer fosfato de sodio
)mM pH 7.0 durante 16 horas a 4°C y a continuacion se lavé con buffer
sfato (2 x 5 min.) a 4°C.

En una etapa posterior, el material fue deshidratado mediante una
rie ascendente de etanol:agua hasta una relacion 1:1, pasando a
mtinuacion a una serie ascendente de alcohol terbutilico (TBA) hasta llegar
100 % de TBA.

Como modificacién a las técnicas usuales de Histologia Vegetal, en
ta etapa se introdujo la tincion con safranina en TBA debido a que el
:quenio tamarfo de las muestras imposibilita visualizarlas en el bloque de
istoplast (medio sintético de inclusion).

En el paso siguiente se procedi6 a la inclusiéon, mediante el pasaje por
1a serie ascendente de Histoplast en TBA, en estufa a 56°C, hasta que el
aterial qued6 completamente incluido.

Una vez solidificados los bloques, se pegaron en tacos de madera
ientando el material de acuerdo al tipo de corte que se deseara realizar;
ocediéndose a tallar en cada bloque una piramide trunca cuya seccion se
rresponde con un trapecio isésceles.
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Se realizaron secciones de 10 um de espesor con micrétomo rotatorio
po Minot, obteniéndose cortes seriados que se pegaron en portaobjetos con
dhesivo de Haupt y se tifieron con safranina en etanol 50 %.

Previo a la observacion al microscopio 6ptico, se realizo el montaje del
iaterial entre porta y cubre objetos en un medio permanente como es el
dlsamo de Canada.

-LOCALIZACION INMUNOHISTOQUIMICA DE PROTEASAS CON
ANTICUERPOS CONTRA PAPAINA

A partir del material fijado en p-formaldehido 4 %, las muestras se
rocesaron de modo similar a lo descripto en el apartado 8.

Previo a la obtencion de los cortes con micrétomo, los portaobjetos
ieron gelatinizados sumergiendo los mismos en una solucion acuosa de
slatina-oro 0.4 %, CrK(S0O4)2.12H20 0.04 %, a 45°C, dejandolos secar en
psicién vertical.

Los cortes delgados se depositaron en bano de agua a 45°C y se
icogieron sobre los portaobjetos previamente gelatinizados. Una vez secos,
s preparados se desparafinaron con xilol e hidrataron con etanol.

La inmunolocalizacién de proteasas se llevd a cabo empleando
aticuerpos policlonales de conejo contra papaina de Carica papaya y
atirabbit-IgG- alkaline phosphatase como segundo anticuerpo. El revelado
:realiz6 empleando NBT y BCIP como sustrato de la fosfatasa alcalina.

0.- DETECCION MEDIANTE ANALISIS “NORTHERN BLOT” DE C1l4-
mRNA

El RNA total de los ovarios, frutos en desarrollo y hojas, fue extraido
guiendo el protocolo descrito por Jones et al. (1985).

Alicuotas de 10 pg de RNA total de cada una de las muestras
alizadas, fueron fraccionadas por electroforesis en un gel de agarosa al
1% conteniendo 6.6 % de formaldehido y transferidas a membranas de
ylon (Hybond-N, Amersham, USA), siguiendo las instrucciones sugeridas
r los proveedores.
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Posteriormente las membranas se hibridaron con una sonda de cDNA
wrrespondiente al clon C14 (cedida por Schafer, M.A. y Fischer, R.L., U.C.
Berkeley) marcada con [32P]dCTP por el método de “random priming”
Feinberg y Vogelstein, 1983). Los lavados se realizaron con citrato sédico 15
mM, NaCl 150 mM y SDS 0.1 % a 65°C.

Finalmente los filtros se expusieron con una pelicula fotografica Kodak
X-OMAT SX a -80°C, empleando dos pantallas intensificadoras Trimax

16 (3M).
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ESULTADOS Y DISCUSION

- FRUCTIFICACION PARTENOCARPICA EN TOMATE: APLICACION DE
AUXINAS Y GIBERELINAS

Las hormonas vegetales participan en el control del desarrollo
productivo, desde la diferenciaciéon floral hasta los ultimos estadios del
esarrollo de los frutos. En particular, la etapa de fructificacién y desarrollo
epende del contenido endégeno de estas sustancias, siendo posible
anipular la iniciacion del desarrollo del fruto por aplicacién externa de
ormonas (Ben Cheikh et al. 1997, Bohner y Bangerth 1988a, 1988b,
unger-Kibler y Bangerth 1982/3, Gillaspy et al 1993, Picken 1984,
awhney 1984).

Cuando las condiciones ambientales no son las o6ptimas para el
esarrollo del cultivo forzado de tomate, la aplicacion de fitorreguladores es
na de las técnicas culturales cominmente empleada con el objeto de
iejorar el establecimiento y desarrollo de los frutos, sin alterar
preciablemente la precocidad de la cosecha.

La evaluacion de los efectos de la aplicaciéon de auxinas y giberelinas
n momentos variables con respecto a la antesis, se realizé considerando
omo variables de respuesta el porcentaje de fructificacion, el tamarno final,
| periodo de desarrollo y las caracteristicas morfologicas y anatémicas de
s frutos.

.1.- EVALUACION DEL PERIfODO DE SENSIBILIDAD

En funciéon de los antecedentes descriptos, se evalué en primera
istancia la duracién del periodo de sensibilidad de los ovarios no
olinizados en base a su capacidad de responder al tratamiento hormonal en
iferentes momentos con respecto a la antesis, etapa en que se los podria
onsiderar como ovarios presenescentes.

Es importante mencionar que el empleo de flores emasculadas
eiminacién de anteras dos dias antes de la antesis- permite simular las
ondiciones fisiolégicas que involucran la ausencia del estimulo endégeno
ecesario para inducir el proceso de fructificacion.
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Asi pues, la aplicacion exégena de fitorreguladores a ovarios no
linizados permite discriminar la respuesta sobre la base del tipo de
gulador empleado y momento de aplicacién.

Se ha informado que en flores intactas, después de la polinizacion, el
ulo fertilizado produce hormonas que serian responsables del proceso de
uctificacién y desarrollo (Bohner y Bangerth 1988; Gillaspy et al. 1993; Ho
Hewitt 1986; Kagan-Zur et al. 1992; Picken 1984; Sawhney 1984).

En funcién de estos antecedentes y a efectos de establecer el momento
itimo para la aplicaciéon exégena de fitorreguladores se evalué en primera
stancia, la duracién del periodo de sensibilidad de los ovarios no
llinizados en base a su capacidad de responder al tratamiento hormonal.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos inicialmente con el
ltivar Rutgers, en el IBMCP-CSIC-UPV, Valencia, Espana (ver condiciones
: desarrollo del cultivo en la seccion Materiales y Métodos).

Segiin se observa, el cv. Rutgers mantiene una elevada capacidad de
spuesta tanto a la aplicacion de auxinas como de giberelinas hasta por lo
enos 13 dpa, no evidenciandose diferencias importantes asociadas al tipo
: fitorregulador empleado.

abla 4: Efecto del momento de aplicacion de 100 ppm 2,4-D o GA3 sobre la
pacidad de inducir el proceso de fructificacién en el cv. RUTGERS. Los
utos fueron recolectados 14 dias después de la aplicacién hormonal.

MOMENTO DE 2,4-D GAs
APLICACION | % Frutos desarrollados (nro. ovarios tratados)
-1 dpa 64 % (17) 100 % (15)
6 dpa 100 % (18) 87 % (15)
13 dpa 93 % (15) 93 % (15)

Con el objeto de analizar la relacion entre el periodo de sensibilidad y
1aparicion de signos asociados a la senescencia -deterioro de tejidos y/o
bscision-, luego de emascular las flores se realizaron observaciones del
specto que presentaban los ovarios no polinizados hasta aproximadamente
0dpa.
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Segiin se muestra en la figura 12, durante el periodo en que los
warios no polinizados son capaces de responder al tratamiento hormonal no
¢ evidenciaron signos visibles de senescencia. Aproximadamente a 20 dpa,
dgunos de los ovarios no polinizados mostraron leves signos de
fegeneracion y aunque a 40 dpa este estado es muy avanzado, en general no

presentaron abscision.

figura 12: Aspecto de ovarios no polinizados de tomate, cv. Rutgers,
observados a 20 y 40 dias post antesis, E 20 y E 40 respectivamente.
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La evaluacion del peso fresco de los ovarios no polinizados hasta
X0 dpa, mostré que aun en ausencia de estimulo hormonal su desarrollo no
s interrumpe, incrementandose desde 11 mg a -1 dpa hasta 63 mg
drededor de un mes después (figura 13).
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Figura 13: Efecto del momento de aplicacion de 100 ppm GA3 sobre la
capacidad de inducir el proceso de fructificacion en el cv. RUTGERS:
Evolucion del peso fresco de ovarios no polinizados (E‘), sensibilidad
valores porcentuales) y peso fresco de frutos partenocarpicos (GAsI)
recolectados luego de 14 dias de efectuado el tratamiento hormonal. Se
representan los valores promedio + SD.

El leve incremento en el peso fresco observado en los ovarios no
polinizados de tomate durante aproximadamente un mes después de la
antesis, sin mostrar durante este periodo pérdida de sensibilidad a la
aplicacion de GA3 (valores porcentuales en figura 13), como asi tampoco
sintomas visibles de senescencia (figura 12), indican que durante el periodo
de tiempo analizado no se inici6 un proceso senescente y podrian
considerarse como ovarios presenescentes.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en arveja, donde los
ovarios no polinizados a 3 dpa muestran pérdida de sensibilidad al GA3 y




RESULTADOS Y DISCUSION 98

aros sintomas de senescencia (Garcia-Martinez y Carbonell 1980, Vercher
tal. 1984). El proceso senescente en tomate, se iniciaria entonces mas
rdiamente y/o con una velocidad mucho menor.

Desde el punto de vista del modelo experimental, este hecho plantea
:ntajas comparativas en tomate con respecto a arveja, en lo referente al
studio de los factores involucrados en mantener a los ovarios no polinizados
n un estadio presenescente, con capacidad de respuesta al tratamiento
ormonal.

Con respecto al efecto del GA3 en inducir el desarrollo partenocarpico,
unque no se evalud el tamarno final de los frutos de tomate, es de destacar
ue las mejores respuestas se obtuvieron cuando la aplicaciéon de GA3 a los
varios no polinizados se realizé mas tardiamente (figura 13).

Cuando el tratamiento hormonal se realizé a -1 dpa, luego de 14 dias
e desarrollo, los frutos partenocarpicos alcanzaron un peso promedio de
5 g, mientras que cuando la aplicacién de GA3 se efectué a 20 dpa, el
cremento en el peso fue 12 veces mayor (18.3 g).

En una segunda etapa de este trabajo, para la obtencién del material
egetal se aproximaron las condiciones ambientales y nutricionales del
ultivo a las practicas habituales empleadas por los productores de la region
el Alto Valle de Rio Negro, empleandose para ello una estructura de
wernadero construida en el ambito de la FACA-UNCo. Las condiciones de
esarrollo del cultivo fueron descriptas en la secciéon Materiales y Métodos.

En estas condiciones, que desde el punto de vista del suministro de
toasimilados resultan mas restrictivas e incorporando la evaluaciéon del
ibrido Fortaleza F1 como material genético, se determiné la duracién del
eriodo de sensibilidad de los ovarios no polinizados en base a su capacidad
e responder a la aplicacion de 100 ppm de GA3 o B-NOA (tabla 5).

A diferencia de lo observado previamente (tabla 4), la duracién del
eriodo de sensibilidad de los ovarios no polinizados fue variable
lependiendo del genotipo y tipo de fitorregulador empleado.

En los dos genotipos ensayados -Rutgers y Fortaleza F1-, los
esultados indican una mejor respuesta al tratamiento con B-NOA en
omparacion a GA3. Se observé asimismo, un incremento en el nuamero de
varios no polinizados que presentaron sintomas de senescencia y abscision
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imedida que transcurre el tiempo desde la antesis, lo cual se relaciona con
lmenor numero de frutos desarrollados tras la aplicacion hormonal.

El hibrido Fortaleza F1 conservé su capacidad de responder a B-NOA
usta 12 dpa, mientras que en el cv. Rutgers el porcentaje de fructificacion
isminuyé notablemente cuando el tratamiento hormonal se realizé con
osterioridad a los S dpa.

La aplicacion de GA3 fue menos efectiva en relacién a la capacidad de
nducir el proceso de fructificaciébn en ambos genotipos, aunque es de
lestacar el elevado porcentaje de respuesta obtenido en Fortaleza F1 al
plicar GA3 luego de 12 dpa (89.1 %).

Considerando que durante el desarrollo de la primer etapa de este
rabajo se efectué un control mas estricto de factores ambientales y
utricionales, las diferencias observadas entre estos resultados y los
resentados en la tabla 4 y figuras 12 y 13 podrian indicar que en
ondiciones restrictivas de suministro de fotoasimilados al ovario, el
recanismo involucrado en la induccién del proceso de fructificaciéon
epende del tipo de hormona empleada.

abla 5: Efecto del momento de aplicaciéon de 100 ppm B-NOA o GA3 sobre la
apacidad de inducir el proceso de fructificacion en diferentes hibridos de
ymate. Los frutos fueron recolectados al alcanzar el estadio verde maduro.

FORTALEZA F'1 RUTGERS
MOMENTO DE ™ "yoa GAs 8-NOA GAs
APLICACION
% Frutos desarrollados (nro. ovarios tratados)
0 dpa 73.1 (26) 33.3 (21) 89.5 (19) 54.5 (22)
S dpa 88.9 (27) 44 .4 (36) 85.2 (27) 21.1(19)
12 dpa 65.5 (29) 89.1 (46) 16.7 (18) 20.0 (20)
19 dpa 48.0 (25) 25.8 (31) 20.0 (10) 6.3 (32)
26 dpa 25.9 (27) 12.5 (24) 0 (16) 11.1 (9)
Poli e 92 (25) 90 (32)
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2.- EVALUACION DEL MOMENTO OPTIMO

La optimizacion de practicas culturales como la aplicacion de
orreguladores, tendientes a mejorar la productividad en el cultivo forzado
: tomate supone no sélo mejorar el proceso de fructificacién sino obtener
lemas un adecuado rendimiento, en sus aspectos cuali y cuantitativos, y
ecocidad en la cosecha.

El momento o6ptimo para la aplicacion hormonal se determiné
itonces considerando el porcentaje de fructificacién, tamano final,
racteristicas exomorfolégicas y anatémicas y el periodo de desarrollo de los
utos partenocarpicos obtenidos por aplicaciéon de los reguladores en
stintos momentos con respecto a la antesis.

2.1.- Evaluacién del tamaiio final

La evaluacién tamano final de los frutos partenocarpicos obtenidos por
Jlicacién de 100 ppm de GA3 o B-NOA, en momentos variables con respecto
la antesis, evidencié tendencias similares en los genotipos ensayados (tabla
figura 14).

El analisis comparado de los resultados obtenidos en relaciéon a la
ipacidad de inducir el proceso de fructificacion (tabla 5) y al tamario final
¢ los frutos obtenidos por aplicacién de auxinas y giberelinas (tabla 6,
gura 14) muestra comportamientos concordantes.

Las mejores respuestas, tanto en cantidad de frutos logrados como en
| tamafio final de los mismos, fueron obtenidas por aplicaciéon de auxina
100 ppm B-NOA- y en los dias mas cercanos a la antesis -0 y S dpa-, siendo
s frutos de tamafio similar al correspondiente a los polinizados
aturalmente.

En cuanto a las ventajas manifestadas en estos ensayos por la
plicaciébn de la auxina, si bien la aplicacién de la giberelina es capaz de
ducir la fructificacion de forma similar a la polinizacién, los resultados
btenidos concuerdan con lo informado por otros autores que indican un
nenor tamano final de los frutos obtenidos por aplicacion de GA3 en relaciéon
los frutos autopolinizados (Gillaspy et al. 1993, Picken 1984).

Esta respuesta se deberia a que resulta afectado el numero final de
flulas al inducirse un alargamiento celular prematuro (Bohner y Bangerth
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1988b, Gillaspy et al. 1993, Kagan-Zur et al. 1992, Mapelli y Lombardi
1982).

Las diferencias significativas a favor de los tratamientos con auxinas
:n tomate se contraponen a las respuestas obtenidas en otras especies. En
rveja, por ejemplo, si bien las aplicaciones a ovarios no polinizados, tanto
le auxinas, como giberelinas o citoquininas inducen el desarrollo
jartenocarpico, sélo el GA3 es capaz de generar frutos similares en forma y
amafio final a los producidos por autopolinizacion de la flor (Garcia-
fartinez y Carbonell 1980).

labla 6: Comparacion de medias para las variables PESO y DfAS DE
JESARROLLO de frutos de tomate en estadio verde maduro, correspondientes a
:ada combinacion de niveles de los factores variedad, hormona y momento
le aplicacion (Test de DUNCAN, alfa=0,05).

TRATAMIENTO: RUTGERS FORTALEZAF1
Hormona-Momento Peso, Dias de Peso, Dias de

de Aplicacion g Desarrollo g Desarrollo
B-NOA - O dpa 84.11 41.88 85.10 45.62
B-NOA - 5 dpa 85.09 45.68 62.64 48.65
B-NOA - 12 dpa 59.73 56.33 44.12 57.06
B-NOA - 19 dpa 33.60 64.00 22.96 66.60
B-NOA - 26 dpa 12.36 77.29
GAs - O dpa 24.24 46.17 11.28 45.83
GAs - 5 dpa 14.26 47.20 21.10 51.29
GAs - 12 dpa 17.50 53.75 19.57 56.30
GAs - 19 dpa 0.81 68.00 7.74 65.57
GA3 - 26 dpa 1.87 82.00 4.15 67.75
Frutos Polinizados 96.73 44.68 83.85 46.80
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Figura 14: Evaluacion del tamano final alcanzado por los frutos obtenidos
| por polinizacion natural (P I), aplicacion de 100 ppm B-NOA (l) o 100 ppm
GA3 (I) en diferentes momentos con respecto a la antesis. Se representa el
peso final promedio *+ SD en los genotipos RUTGERS y FORTALEZA F1.
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1.2.2.- Caracterizaciéon anatémica y morfolégica

Al alcanzar los frutos el tamafo final, en estadio verde maduro se
analizaron ademas las caracteristicas exomorfolégicas y anatémicas de los
mismos en funcién de la evidencia que vincula la tipologia de las
malformaciones con el efecto especifico de la aplicacién de fitorreguladores.

La observaciéon de la morfologia externa de los frutos partenocarpicos
obtenidos por aplicacién hormonal no evidencié deformaciones relevantes.

El numero de léculos mas frecuentemente encontrado fue 4
(aproximadamente SO %), también fue importante la proporcion de frutos
S-loculares (aproximadamente 30 %) y en menor frecuencia se encontraron
frtos con 3 y 6 loculos (7 y 15 %). El nimero de hojas carpelares no
presentd variaciones relacionadas al genotipo, momento de aplicacién y tipo
de fitohormona empleada.

Como se muestra en la figura 15, en los frutos tratados con GA3 no
hubo desarrollo placentario, ni se observaron restos de 6vulos. Aunque en
algunos casos, como se vera mas adelante, si bien el espesor del pericarpio
no presentod diferencias significativas con respecto a los frutos polinizados, el
tamario final de los frutos fue menor, debido posiblemente a esta ausencia
de placentacion.

Esta es una caracteristica macroscopica importante ya que permite
diferenciar frutos tratados con GA3 de los polinizados naturalmente y de los
obtenidos por aplicacion de auxinas.

En el caso de los frutos obtenidos por aplicacion de B-NOA hasta 5
dpa, presentan un aspecto y tamarno similar a los obtenidos por polinizaciéon
natural (figura 14, tabla 6). El desarrollo de las placentas es considerable,
como asi también el de los 6vulos que dan el aspecto de verdaderas semillas
(figura 15).

A partir de secciones transversales obtenidas de la parte media del
fruto en estadio verde maduro, se realizaron observaciones microscopicas a
efectos de analizar la posible correlacion entre el espesor y el nimero de
capas celulares del pericarpio con el tamario final de los frutos.
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Figura 15: Aspecto general y corte transversal de frutos obtenidos
autopolinizaciéon (P) o por aplicacion a O dpa de 100 ppm d
fitorreguladores B-NOA (AO) o GA3 (GO). Barra = 1 cm.

La aplicacion de 100 ppm B-NOA en momentos variables con res
a la antesis, no modificé significativamente el espesor y numero de «
celulares del pericarpio cuando los tratamientos se realizaron hasta 12
observandose una disminucion en el espesor del pericarpio, aunque no
numero de capas celulares cuando la aplicacion hormonal se realizo a
26 dpa (figura 16).

De acuerdo a la observacion microscopica de los preparado:
posible indicar que si bien el numero de capas celulares del pericarpio
modificé significativamente (figura 16), la aplicacion de auxinas provc
un aumento de divisiones celulares, no por capas sino por grupos celt
dentro del pericarpio, provocando un aspecto de desorganizacion
mismo. Otra caracteristica a remarcar es la presencia de import
espacios intercelulares en las capas mesocarpicas mas internas (figura |
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igura 16: Evaluacion del espesor del pericarpio (A) y numero de capas
elulares (B) en frutos obtenidos por polinizacion natural (P ), aplicacion de
00 ppm B-NOA (I) o 100 ppm GAs; (I) en diferentes momentos con
especto a la antesis. Se representan los valores promedio * SD en el cultivar
utgers. El hibrido Fortaleza F1 presento tendencias similares. ND: no
eterminado en funcion del escaso numero de frutos que alcanzaron el
amano final.
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La aplicacion de auxinas tendria su efecto sobre el desarrollo
lacentario, mas que sobre el agrandamiento celular de las capas de
sricarpio (figuras 15y 17).

El tratamiento con GAs no alteré significativamente el espesor del
ricarpio ni el nimero de capas celulares que lo conforman (figura 16). Sin
1bargo, el tamarno final alcanzado fue significativamente menor (figura 14),
cual podria estar relacionado con la contraccién de los léculos producida
rla ausencia de placentas y semillas (figura 15).

La aplicacién de GAs en los cultivares estudiados, indujo a una mayor
ngacion de las células mesocarpicas con respecto a los frutos obtenidos
r polinizacién natural, siendo este efecto menos evidente cuando la
licacién fue realizada hasta 12 dpa (figura 17).

En definitiva, las diferencias en tamano final alcanzado se
icionarian no tanto a las caracteristicas de la pared de los frutos sino a la
sencia o no de placentas y l6culos desarrollados.

En ambos genotipos, la evaluacion del periodo de desarrollo de los
tos partenocarpicos obtenidos por aplicacion de 100 ppm con GA3 y
0A, indican que si €l tratamiento hormonal se realiza hasta 12 dpa la
cocidad de la cosecha no se veria afectada, ya que el tiempo en que los
tos alcanzan el tamano final no presenté variaciones significativas con
pecto al correspondiente a los frutos obtenidos por polinizacién natural
ara 18).

Por el contrario, cuando la aplicaciéon de ambos fitorreguladores se
lizd con posterioridad a los 12 dpa, los frutos evidenciaron un importante
aso en alcanzar el tamario final.

En conclusién, en el cultivo forzado de tomate, la aplicaciéon de 100
n de B-NOA hasta 5 dpa ofreceria las mayores ventajas desde el punto de
a del rendimiento -porcentaje de fructificacién, tamano final y
>ocidad-.
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Figura 18: Evolucion del periodo de desarrollo de los frutos obtenidos por
polinizacion natural (Pfl]), aplicacion de 100 ppm B-NOA (f]) o 100 ppm AG3
(I) en diferentes momentos con respecto a la antesis. Se representan los
valores promedio * SD en el cultivar RUTGERS. El hibrido FORTALEZA F1
presento tendencias similares.

2.- EVOLUCION DEL PESO FRESCO Y DEL CONTENIDO DE PROTEINAS
EN ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO

Luego de analizar la capacidad que poseen auxinas y giberelinas en
inducir el proceso de fructificacion, se procedié a caracterizar las primeras
etapas del desarrollo de ovarios no polinizados y frutos obtenidos por
polinizacion natural o tratamiento hormonal, con el objeto de estudiar el
posible rol de actividades proteoliticas en los procesos alternativos de
fructificacion o senescencia del ovario.

En la figura 19 se muestran los resultados correspondientes a ensayos
realizados en el IBMCP-UPV-CSIC con el cv. Rutgers, en los que se analizé la
evolucion del peso fresco y de la concentracion de proteinas en etapas
tempranas del desarrollo de ovarios no polinizados y frutos obtenidos por
polinizacion natural o aplicacion de 100 ppm GAs a -1 dpa.

Como se observa, durante el periodo en que se produjo la
diferenciacion del ovario en fruto, el peso fresco y el contenido proteico

-
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presentaron variaciones asociadas al tipo de tratamiento y estadio de
desarrollo.

En ausencia de estimulo hormonal, los ovarios no polinizados
mostraron un leve incremento en su peso (figura 19 A), de un modo similar a
lo ya observado en ensayos previos (figura 13).

En los frutos polinizados el incremento del peso fresco se inicié a los
8 dpa, observandose una marcada diferencia recién a partir de los 11 dpa
(figura 19 A y 20 A).

El tratamiento de los ovarios no polinizados con 100 ppm GA3 a -1 dpa
promovié el desarrollo de los frutos en forma mas temprana que la
polinizacién natural. El peso fresco de los ovarios se increment6é en forma
continua a partir de los 3 dias de realizada la aplicacién hormonal, siendo su
peso significativamente mayor a S5 dpa, convirtiéndose a partir de este
momento, en frutos partenocarpicos en desarrollo (figura 19 A).

La concentraciéon de proteinas referida al peso fresco en los ovarios no
polinizados, asi como en los tratados con GAs3, evidencid un aumento
transitorio hasta 2 dpa, en que comenz6 a disminuir alcanzando a 8 dpa
valores cercanos los registrados a -1 dpa (figura 19 B y 20 B).

La aplicaciéon de giberelinas, si bien no modific6 este patron de
evoluciéon, produjo un incremento en la concentracién de proteinas en
comparaciéon a los ovarios que no recibieron estimulo hormonal. Los frutos
polinizados, por el contrario, evidenciaron un continuo aumento en la
concentraciéon de proteinas (figura 19 B).

Dadas las diferencias existentes en el tamano y condiciones
metabodlicas entre las distintas fases del desarrollo de los ovarios/frutos, es
conveniente expresar también los resultados como valores totales por érgano
(figura 19 C).

La cantidad total de proteinas por érgano sigue una evoluciéon analoga
a la del peso fresco. En los ovarios no polinizados este parametro
practicamente no se modifica, mientras que en los frutos polinizados y en los
ovarios tratados con GAs se incrementa a partir del segundo dia post-
antesis. Este comportamiento se acentua a medida que nos alejamos del dia
de antesis, siendo mayor esta diferencia en los ovarios con tratamiento
hormonal.
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Figura 19: Evolucion del peso fresco (A) y de la cantidad de proteinas en
ovarios no polinizados (®) y frutos obtenidos por polinizacién natural (&) o
por aplicacion de 100 ppm GAz a - 1 dpa (M); en relacion al peso fresco (B) y
como proteina total por 6rgano (C).
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Figura 20: Evolucion del peso fresco (A), contenido proteico (B) y actividad
proteolitica (C), en ovarios no polinizados (® <) y frutos obtenidos por
autopolinizacion (A 2A) o por aplicacion de 100 ppm GAz a -1 dpa (M [J). La
actividad proteolitica fue medida a pH 5.0 (simbolos llenos) y a pH 7.5
(simbolos vacios), empleando azocaseina como sustrato.
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En consecuencia, el proceso de fructificacién inducido ya sea por
polinizacién y fertilizacién normal o por aplicacion de GAs, va acompanado
de un incremento en el peso fresco y la cantidad total de proteinas por
organo durante el desarrollo del fruto.

Estos resultados podrian indicar una activaciéon en la sintesis de
proteinas tras un estimulo endégeno como la polinizacién natural o exégeno
como la aplicaciéon de GAs que estaria asociada al desarrollo de los frutos,
observandose ademas un adelanto en este comportamiento cuando la
fructificaciéon se induce con GAs exégeno.

3.- ACTIVIDADES PROTEOLITICAS EN RELACION A FACTORES QUE
CONTROLAN EL PROCESO DE FRUCTIFICACION O SENESCENCIA

3.1.- ACTIVIDAD PROTEOL{TICA FRENTE A AZOCASEINA EN OVARIOS NO
POLINIZADOS Y FRUTOS JOVENES

A efectos de analizar el posible rol de actividades proteoliticas en los
rocesos alternativos del ovario -fructificacion o senescencia-, se analizé en
orma conjunta la variacion del peso fresco, concentraciéon de proteinas y
ictividad proteolitica en ovarios no polinizados, frutos autopolinizados y
)artenocarpicos obtenidos por aplicacion de 100 ppm GAs a -1 dpa,
mpliando el periodo de evaluacién del desarrollo hasta 14 dpa.

Como se observara previamente, después de emascular las flores de
omate, los ovarios no polinizados evidencian una tasa de crecimiento muy
snta si la comparamos con la correspondiente a los frutos (graficos
nsertados en figura 19 A y 20 A), sin mostrar durante este periodo pérdida
le sensibilidad a la aplicacién de GAs (figura 13), como asi tampoco
intomas aparentes de senescencia (figura 12).

El tratamiento de los ovarios no polinizados con GAs a - 1 dpa,
romovié el desarrollo partenocarpico de los frutos, como quedé evidenciado
or un rapido y significativo incremento en el peso fresco entre S y 8 dpa
igura 19 Ay 20 A).

En los frutos polinizados naturalmente esta respuesta fue un poco
1as tardia, entre 8 y 11 dpa, lo cual podria estar relacionado con el
iomento en que efectivamente se produce la fertilizaciéon del 6vulo y
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posterior incremento del contenido endégeno de fitohormonas (Gillaspy et al.
1993).

El perfil de evolucién de la concentraciéon de proteinas mostré un
comportamiento similar al descripto en el apartado anterior (figura 19 A),
registrandose el maximo a 2 dpa. El contenido proteico disminuyé entonces
en los frutos GAs y P alcanzando, a 11 dpa, valores mas bajos en
comparacion a los correspondientes a ovarios no polinizados (figura 20 B).

El estudio de la variaciéon de la actividad proteolitica especifica sobre
azocaseina medida a pH 5.0 y pH 7.5 mostré un comportamiento diferencial
segun el tratamiento y estado de desarrollo de los ovarios/frutos (figura
20 C). En general, los valores registrados a pH 5.0 fueron mayores a los
medidos a pH 7.5 aunque la evolucién fue similar.

Los extractos de ovarios no polinizados presenescentes evidenciaron
un incremento en la actividad proteolitica a partir de 11 dpa, mientras que
practicamente no se modificé o disminuy6 levemente en los frutos obtenidos
rras la autopolinizacién de las flores o tratamiento con GAs.

Las maximas diferencias se registraron a pH 5.0, al final del periodo de
iempo observado (14 dpa), momento en que los ovarios tratados con GA3 ya
se han convertido en frutos en pleno desarrollo. La actividad enzimatica en
rutos polinizados de 14 dias de desarrollo presenté valores de intermedios
:ntre los encontrados en ovarios no polinizados tratados con GAs y los no
ratados (figura 20 C).

Cuando los valores se expresaron por gramo de peso fresco, los frutos
»artenocarpicos obtenidos por tratamiento con GAs mostraron una clara
lisminucién en la actividad proteolitica medida a pH acido y neutro a partir
le 8 dpa (datos no mostrados), lo cual se relacionaria con el rapido
ncremento en el peso fresco de los frutos GAs en comparacién con los frutos
?y ovarios presenescentes (E) durante el periodo de tiempo observado.

Los ovarios no polinizados presenescentes iniciarian de este modo un
yroceso caracterizado, en parte, por un incremento en los niveles de
ictividad proteolitica especifica (entre 11 y 14 dpa). Por el contrario, en los
rutos en desarrollo, producidos por autopolinizacién o por aplicacion de
3A3, el proceso de fructificacién iria acompafado por muy poca variacién en
os niveles de actividad proteolitica.
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