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RESUMEN 2

RESUMEN

FRUCTIFICACIÓN PARTENOCÁRPICA EN TOMATE: EFECTO DEL ÁCI'DO GIBERÉLICO

SOBRE LA PROTEÓLISIS

La antesis de una flor es un estadio crucial para el destino del ovario
ya que estímulos endógenos -polinización O nivel hormonal elevado- o
exógenos -aplicación hormonal- inducen el proceso de fructificación. En
ausencia de estos estímulos el ovario deja de crecer e inicia un proceso de
senescencia.

Dada la importancia que posee la aplicación hormonal mejorando el
establecimiento de los frutos de tomate cuando la autopolinización resulta
alterada por las condiciones ambientales, el Objetivo de este trabajo fue
estudiar el control de actividades proteolíticas durante los procesos
alternativos de senescencia o fructificación del ovario.

Como sistema experimental se emplearon ovarios no polinizados y
frutos en desarrollo Obtenidos por polinización natural o aplicación de
auxinas o giberelinas a ovarios no polinizados.

La ausencia de estímulos endógenos Oexógenos inició 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 parámetros característicos de la senescencia como la
disminución en los niveles de la subunidad mayor de la RuBisCO y el
incremento en la actividad proteolítica sobre azocaseína, en los polipéptidos
relacionados antigénicamente con papaína y la tiolproteasa C14, y en la
expresión del gen C14-tiolproteasa. El proceso de fructiñcación, en cambio,
fueacompañado por una disminución de estos parámetros.

Los resultados Obtenidos indicarían que en los ovarios no polinizados
la expresión y/O actividad de proteasa/s de la familia de la papaína es
regulada temporal y espacialmente durante los procesos alternativos de
senescencia Ofructiñcación.

Palabras clave: senescencia, fructlficación, 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
-horrnoneapplication- induce the fruit set. In the absence of these stimuli,
the ovarystops 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
environmentalconditions, the objective of this work was to study the control
ofproteolyticactivities during the alternative processes of senescence or fruit
set.

Unpollinated ovaries and developing fruits obtained by natural
pollinationor 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
sensitivityunth 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
antigenicallyrelated to papain and recombinant tomato Cl4 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
developmentwas 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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INTRODUCCIÓN

1.- ASPECTOS FISIOLÓGICOS DE LA FLORACIÓN Y FRUCTIFICACIÓN

1.1.- TRANSICIÓN FLORAL

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

Durante el desarrollo vegetativo, mediante la sucesiva diferenciación y
crecimiento de primordios o grupos de células meristemáticas laterales, el
meristemaapical 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 dominanciaapical, darán lugar a ramas laterales.

La transición entre el desarrollo vegetativo y el reproductivo constituye
un importante cambio en el programa de desarrollo del tallo en el cual las
célulasmeristemáticas 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
diferenciacióndel meristema vegetativo en reproductivo, el ápice floral inicia
la formaciónde una flor o de una inflorescencia, como en el caso de tomate
(Lycopersiconesculentum Mill.) a través de la producción de una serie de
ramificaciones,cada una de las cuales dará origen a una flor.

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

Fisiológicamente, la transición floral es el resultado de la interacción
entre mecanismos que determinan el estado de madurez de la planta y del
meristema apical, y el sistema de señales generadas en respuesta a las
condiciones ambientales. De este modo, el desarrollo reproductivo se
producirá en el momento más adecuado del ciclo vital y bajo las condiciones
ambientales más favorables.
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Ápice

B
Primordiosfoliares—>

Meristema axilar

Hoja

Nudo

Entrenudo

Estigma

D
Raiz

Estilo

_Sépalo (Se)

Petan (Pe)

Estambre (Es)
-Antera + Filamento­

Pétalo ÓVU'°

Sépa'o Ovario

Figura 1: Organización del ápice vegetativo y reproductivo en tomate y
estructura floral. A. Esquema de la parte aérea, se muestra la disposición de
los meristemas axilares. B. Sección longitudinal del ápice del tallo, se
observael meristema apical rodeado de primordios foliares en desarrollo. C.
Secciónlongitudinal del ápice floral, se observan los primordios de órganos
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 floración en función de los factores
ambientales —fotoperíodo,temperatura y disponibilidad hídrica-, de modo tal
que las condiciones de crecimiento resulten favorables para la reproducción
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sexual y maduración de semillas (Bernier et al. 1993, Bewley et al. 2000,
Levyy Dean 1998, Martínez-Zapater y Salinas 1993, Sussex 1989).

En el caso particular de tomate, que no presenta requerimientos de
fotoperíodoo régimen de temperatura determinado para florecer, los factores
ambientales actuarán indirectamente condicionando la producción de
fotoasimilados. La transición floral estará asociada entonces a factores

internosmás que externos y se retrasará hasta que la planta haya adquirido
un ciertodesarrollo vegetativo que permita sustentar la producción de frutos
y semillas (Bernier et al. 1993, Dieleman y Heuvelink 1992, Levy y Dean
1998,Martínez-Zapater y Salinas 1993).

Los factores ambientales que promueven la floración pueden ser
percibidospor diferentes partes de la planta, por lo que se ha planteado la
existencia de un sistema de señales que permita la interacción del
meristemaapical con éstos órganos, determinando así el momento en que
ocurrirá la transición entre el programa vegetativo y reproductivo del
meristema (Bernier et al. 1993, Levy y Dean 1998, Zeevart 1976).

Dado que diversos tratamientos químicos, hormonales y ambientales
poseenefectos sobre la transición floral, la teoría multifactorial planteada
por Bemier et al. (1988) parecería ser la más adecuada. De acuerdo a este
modelo,la floración ocurrirá solamente cuando los factores limitantes estén
presentes en el ápice en el momento oportuno y en la concentración
adecuada (Bernier et al. 1993, Levyy Dean 1998).

En tomate, como en numerosas especies herbáceas, el meristema
vegetativodebe superar una primer fase denominada juvenil en la cual no
posee competencia para responder a señales externas o internas que
inducenla floración y solamente en la fase adulta será capaz de responder a
estímulos florales (Dieleman y Heuvelink 1992, Ho 1996, Levy y Dean 1998,
Martínez-Zapater y Salinas 1993).

El período sensitivo que determina la posición en que se desarrollará
la primer inflorescencia está relacionado con la producción de asimilados.
Así,el número de hojas que precede al primer racimo, y en particular el área
foliarcapaz de interceptar la luz necesaria para producir fotoasimilados,
constituye un prerrequisito para una adecuada diferenciación floral y
desarrollo de frutos.
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Numerosos factores ambientales como temperatura, luz (intensidad,
longitud de onda y fotoperíodo), COz, nutrición mineral y disponibilidad
hídrica, son capaces de modificar, directa o indirectamente, la iniciación
floral en tomate, aunque ninguno de ellos es crítico en el control de 1a
floración(Cooper 1964, Dieleman y Heuvelink 1982, Ho 1984, 1996).

En la figura 2 se muestra la diversidad de factores fisiológicos,
ambientales y de manejo, que al afectar la producción y distribución de
fotoasimilados en plantas de tomate durante el período inductivo,
condicionanla diferenciación del meristema vegetativo en reproductivo.

1} Nivel de irradiación Ü Nivel C02

1pm osímesï¡s Í

Remociónde cotiledones - - -> fi Temperatura

i} Densidad de plantación - —+ L

í}Humedaddesuelo _‘ y
ÜNivelFertilización ____..> ' M

4...... Reguladores
Remociónde <___ dl _ .
primerashojas fl, e crecumrento
R l d ___.> Extensión delagua cres fotoperíodo
delcrecimiento - - ->

4-1} Temperatura

la producción y distribución deFigura 2: Factores que afectan
fotoasimiladosen plantas jóvenes de tomate durante la diferenciación floral.
En las diferentes etapas, la función activadora se muestra en azul y la
inhibidora en rojo; los reguladores del crecimiento pueden actuar como
activadoreso inhibidores (adaptado de Dieleman y Heuvelink 1992).

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

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

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

El patrón de crecimiento en plantas de tomate sugiere que existe una
prioridaddefinida en la partición de asimilados entre los distintos órganos
en crecimientoy ésta depende de la competencia entre los órganos destino.
Esta prioridad es mejor apreciada cuando las condiciones ambientales o de
manejoactúan como limitantes para el suministro de fotoasimilados. Los
azúcares serán tomados en pn'mera instancia por los órganos destino con
mayorcapacidad para atraer asimilados y los destinos más débiles podrán 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 fotoasimiladoses de particular importancia para completar su desarrollo.
Un aporte limitado de sacarosa en esta etapa podría resultar en abscisión
floral,sin que el crecimiento de hojas jóvenes y raíces sea afectado (I-lo1984,
1996,Kinet 1977, Kinet et al. 1978, 1985, Russell y Morris 1983).

En estas condiciones, la inhibición de la floración se debe
principalmentea la competencia con las hojas producidas justo antes de la
inflorescenciay 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 órgano destino y no es capaz de
competirefectivamente con los destinos vegetativos.

Una vez iniciado el proceso de fructiñcación, los frutos en desarrollo
tornan la mayor parte de los asimilados disponibles. En esta situación,
condiciones limitantes para la producción de asimilados podrían provocar
un retraso en el desarrollo de las inflorescencias subsiguientes, así como en
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el crecimiento de tallos y raíces, llegando a producirse senescencia foliar
temprana o muerte radicular (I-Io1996, Kinet 1977, Kinet et al. 1985).

l.2.1.-Competencia entre órganos destino

El crecimiento del fruto depende de la acumulación de agua,
fotoasimiladosy minerales. En tomate, la capacidad del fruto para obtener
asimilados, medida como velocidad de acumulación de materia seca o de
importaciónde carbono, es determinada primariamente por el suministro de
la hoja que actúa 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
más próximos al tallo son de mayor tamaño. Sin embargo, el crecimiento
potencialde los frutos depende en mayor medida de la secuencia en que
ocurre el proceso de fructificación, que de la posición relativa en el racimo,
ya que los primeros frutos compiten más favorablemente por los asimilados
disponiblesque los inducidos más tardíamente.

La actividad como destino de los frutos será regulada entonces, por la
proximidady eficacia de sus conexiones vasculares con los órganos fuente,
por el metabolismo y compartimentalización de asimilados importados
dentro del fruto y por el tamaño del destino, el cual depende del número de
células con capacidad de almacenamiento en el fruto (Bohner y Bangerth
1988a, 1988b, Bünger-Kibler y Bangerth 1982/83, Ho 1984, 1996).

1.2.2.-Metabolismoy compartimentalización de carbohidratos

De acuerdo a lo informado inicialmente por Walker et al. (1978), la
velocidadde importación de asimilados hacia frutos en desarrollo presenta
una relacióninversa con la concentración de sacarosa en el órgano destino.

H0 (1979), realizando mediciones simultáneas del carbono exportado
desde las hojas y la importación hacia los frutos, demostró además que
aunque la exportación de asimilados es primariamente determinada por la
velocidadde asimilación de COz en las hojas, la translocación de asimilados
resulta condicionada por la demanda de los órganos destino, que a su vez
dependede la etapa de desarrollo en que se encuentra.

Deeste modo, la hidrólisis del disacárido y captación de azúcares por
las células de almacenamiento podrían regular la tasa de importación de
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asimiladosdesde 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
capacidadde las inflorescencias en desarrollo para competir efectivamente
conotros órganos destino depende de los niveles de invertasa ácida (IA).

Estos autores observaron además que, en condiciones limitantes para
la producción de fotoasimilados, el retraso en el desarrollo floral y la elevada
incidencia de abscisión estaria asociada con una disminución en la

producciónde invertasa ácida en el pimpollo.

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

‘b Cuando el disacárido es descargado apoplásticamente desde el floema,
debe ser hidrolizado por la IA apoplástica localizada en pared celular
previoa la captación de hexosas por las células de almacenamiento.

1:»Si la sacarosa es transportada vía simplasto, la hidrólisis del disacárido
en el citoplasma ocurrirá a través de la sacarosa sintasa (SS)citosólica.

“o Independientemente del mecanismo de descarga —apoplasto o
simplasto- la sacarosa transportada desde el citoplasma a la vacuola
será hidrolizada por la IAvacuolar.

Aunque el rol de la IA parece ser importante en la regulación de la
velocidad de importación de asimilados (Balibrea et al. 1996, Russell y
Morris1982, Walker y Ho 1977, Walker et al. 1978), no siempre es un buen
indicadorde la capacidad de atraer asimilados por los órganos destino y
podríano 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 a1. (1988), los valores de actividad IA se
encuentran en exceso con respecto al nivel de sacarosa importada hacia los
frutosen desarrollo y la relación entre los cambios de actividad enzimática y
la velocidadde importación de fotoasimilados sería escasa. Posiblemente, la
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claveen el rol de la IA como limitante en la capacidad de atraer asimilados
porlos órganos destino se relacione con su distribución subcelular.

Dado que la enzima se encuentra principalmente en la fracción
soluble, la mayor parte estaría localizada en la vacuola y su función se
relacionaría más bien con la regulación de la acumulación del azúcar, sin
condicionarla importación de asimilados.

Por su parte, la IA de pared celular, que constituiría una fracción
menor del pool de esta actividad enzimática, podría desempeñar un rol
regulatorio en la importación de asimilados si la etapa limitante para la
descargade sacarosa fuera Víaapoplasto (Ho 1996, Johnson et al. 1988).

Sin embargo, el análisis de la translocación de [3H]-fructosil-sacarosa
en frutos de tomate realizado por Damon et al. (1988) indica que el
disacárido se encuentra mayoritariamente en el simplasto y sólo una
fracción mínima es hidrolizado en el apoplasto por la invertasa ácida
extracelular.

VÍA APOPLASTOX Sacarosa/"_""

V|A SIMPLASTO ¡»—v­

Sacarosa

Figura 3: Mecanismos de transporte —víaapoplasto o Vía simplasto- y
enzimasinvolucradas en el metabolismo de la sacarosa importada en frutos
de tomate en desarrollo. IA: invertasa ácida vacuolar o de pared celular, SS:
sacarosasintasa citoplasmática (adaptado de Ho 1996).
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Más recientemente, N'tchobo et al. (1999) realizaron ensayos
tendientes a investigar la vía de descarga de sacarosa y las enzimas
involucradas en la regulación de la capacidad para atraer asimilados, en
frutosde tomate que expresan elevados o bajos niveles de IA.

La información obtenida indica que los azúcares importados no serian
expuestos a hidrólisis extracelular y el transporte desde floema sería
predominantemente vía simplasto, ya que luego de exponer los frutos a
[3H]-fructosil-sacarosa,la asimetría de marca en los tejidos se conserva. Los
resultados muestran además que la captación de sacarosa presenta una
correlaciónpositiva con la actividad SS y no con la actividad invertasa ácida
o neutra.

De acuerdo a la información aportada por Wang et al. (1993), la
actividadSS y no la actividad invertasa, presenta una correlación positiva
conla velocidad de crecimiento del fruto y la acumulación de almidón. Estos
autoresverificaron además que el tratamiento con temperaturas elevadas en
plantas de tomate con frutos en desarrollo, inhibe el incremento de la
actividadSS al inicio de la etapa lumínica, provocando una disminución en
lahidrólisisde sacarosa y en la capacidad de acumular almidón, sin que la
actividadinvertasa resulte modificada.

El análisis del patrón de expresión temporal y espacial de la invertasa
y SS durante el desarrollo de los frutos de tomate indican asimismo, la
importanciade la SS, y no de la invertasa, en la regulación de la capacidad
comodestino de asimilados. En etapas tempranas -5 a 7 dias post antesis­
losnivelesde SS-mRNAse incrementan hasta alcanzar un máximo mientras

queloscorrespondientes a la invertasa se mantienen bajos hasta los 35 días
dedesarrollo,incrementándose sólo en la etapa de maduración de los frutos
(Wanget al. 1994).

Estudios realizados en plantas de tomate transgénico, que expresan
un fragmento antisentido correspondiente al SS-mRNA, evidenciaron una
disminución en la actividad sacarosa fosfato sintasa y SS, sin que la
actividadinvertasa se modificara en respuesta a la disminución de la SS. En
estalínea transgénica, la capacidad de los frutos de 7 días de desarrollo para
obtenersacarosa disminuyó notablemente, observándose además retraso en
eldesarrollofloral y menor establecimiento de frutos (D'Aoust et al. 1999).
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Númeroy tamaño de células en relación a1 tamaño potencial de
los frutos

Comose mencionara anteriormente, la capacidad de los frutos para
rfotoasimilados está condicionada por factores fisicos asociados al
:roy tamaño de células con capacidad de almacenamiento (Bohner y
:rth 1988a, 1988b, Bünger-Kibler y Bangerth 1982/83, Ho 1984,

Entomate, la relación entre el tamaño y el número de células puede
varseen los frutos correspondientes a un mismo racimo, entre los que
almenteexiste una graduación de tamaño.

Lasdiferencias encontradas en el tamaño de los frutos ubicados en

iónproximal y distal dentro del racimo, son determinadas por el
trode células del ovario en la etapa previa a la antesis, ya que si bien
Iésde la apertura floral este número se duplica, en los frutos proximal
al ocurre esencialmente lo mismo (Bohner y Bangerth 1988a, 1988b,
er-KibleryBangerth 1982/83, Ho 1984, 1996).

Alanalizar la limitante de naturaleza fisica —tamañodel destino-, que
cionael crecimiento y desarrollo de los frutos es importante considerar
ltamañopotencial de los mismos está condicionado por los siguientes
sos(figura4, Gillaspy et al. 1993, Grange 1993):

"aseinicial de división celular responsable de la formación del ovario
II’CVÍOa que ocurra la antesis. Este período involucra la decisión del
wariode presentar abscisión o continuar con las etapas siguientes de
livisióncelular y crecimiento del fruto.

.a segunda fase de división celular tiene lugar con posterioridad a la
mtesis, cuando efectivamente se ha producido la polinización y
'ertilizaciónde los óvulos.

Pasede elongación o expansión celular hasta que los frutos alcanzan el
amañofinal -estadío verde maduro-.
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tosde tomate (adaptado de Gillaspy et al. 1993).

.3.- DESARROLLOFLORAL Y ESTABLECIMIENTO DE FRUTOS

y. Unavez que se ha producido la diferenciación del meristema vegetativo
reproductivo,el ápice floral dará origen a los órganos florales y la

V’Ilucióndel programa de desarrollo de la inflorescencia condicionara el
neso de fructificación.

Durante o inmediatamente antes de que se produzca la antesis, el
aimiento del ovario y la división celular se reducen o se detienen y
'camentese vuelven a reactivar cuando se ha producido la fertilización de

óvulos.En consecuencia, con posterioridad a la antesis, la siguiente
limitanteen el crecimiento de los frutos será la polinización (Charles y

1' 's 1972, Gillaspy et al. 1993, Grange 1993, HO 1996, Picken 1984).

Alproducirse la antesis, las anteras se abren y los granos de polen
sobre el estigma, donde deben adherirse a efectos de que ocurra la

' ción.

La limitación en la disponibilidad de asimilados puede afectar las
pas de germinación y crecimiento del tubo polínico provocando una
u uciónen el establecimiento de frutos de algunos cultivares, a la vez
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incrementoen el periodo total de desarrollo de los frutos (Charles y
972, Gillaspy et al. 1993, Ho 1996, Picken 1984).

>sóvulos fertilizados generalmente disparan la transformación del
:n fruto y la decisión de continuar con las etapas siguientes de
y agrandamiento celular hasta que los frutos alcanzan el tamaño

stadío verde maduro—. Solamente cuando las células del ovario

a dividirse,iniciando el crecimiento del fruto, se considera que se ha
:loel establecimiento de los frutos.

número de fecundaciones exitosas, la extensión de la fase de
mientocelular, además del número de células del ovario previo a la
cióny las divisiones celulares que ocurren dentro de él luego de la
:ión, pueden condicionar el tamaño final de los frutos (Bohner y
h 1988b, Gillaspy et al. 1993, Ho 1984, 1996).

“3108 HORHONALES ASOCIADOS AL ESTABLECIMIENTO Y DESARROLLO DE

UTOS

ncondicionesnormales, durante la germinación del grano de polen y
:nto del tubo polínico se producen cambios importantes en los
endógenos de hormonas que condicionarían las etapas de

¿ntoy desarrollo de los frutos. Los reguladores del crecimiento a
eloscuales el polen determina el establecimiento de frutos incluirían
nas y giberelinas (Crane 1964, Grange 1993, Gillaspy et al 1993,
984, Sastry y Muir 1963).

l caso de ausencia de los estímulos generados durante los procesos
¡zacióny fertilización, el ovario deja de crecer e inicia un proceso de
icia (Bangerth 1981, Gillaspy et al. 1993, Ho 1996, Picken 1984,
¡1984)

, función regulatoria de las hormonas vegetales en las etapas de
y agrandamiento celular estaría evidenciada por la variación en los
endógenosde fitohormonas durante el desarrollo de los frutos. Sin
),es importante puntualizar que esta información no sería suficiente
ableceruna relación causal.

navanceimportante en este aspecto fue posible a partir del empleo
masexperimentales que permiten anular el/los tejidos que sintetizan
dadoresdel crecimiento evaluando el efecto de la aplicación exógena
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decada uno de ellos. Ejemplos de esta metodología involucran el empleo de
floresemasculadas en las que el estímulo endógeno proveniente de la
polinizaciónse evita eliminando las anteras, así como la utilización de
mutantesdeficientes de hormonas.

Elanálisis de los niveles endógenos de hormonas durante el desarrollo
de los frutos de tomate (figura 4), muestra dos picos de acumulación de
giberelinas (GAS), que coinciden con la activación de la división celular
tempranaen la fase inicial de desarrollo del ovario y con la expansión celular
duranteel desarrollo de los frutos, donde el crecimiento es máximo y los
nivelesde 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 máximo coincide con
eliniciode la fase IIl de agrandamiento celular del fruto y con la etapa final
de desarrollo del embrión. El segundo incremento se produce cuando las
célulasde los frutos ya han alcanzado su tamaño máximo y se relacionaría
conla etapa de crecimiento del embrión por expansión celular (Gillaspy et al.
1993,Iwahori 1967, Mapelli et al. 1978, Sjut y Bangerth 1982/3).

Fisiológicamente, las GAs producidas por el grano de polen serían las
responsablesde desencadenar el incremento en la producción de auxinas
por el ovario, las cuales activar-lan, directa o indirectamente, la división
celular.Así, el establecimiento de los frutos sería consecuencia de la acción
secuencialo coordinada de giberelinas y auxinas (Bohner y Bangerth 1988,
Gillaspyet al. 1993, Grange 1993, Mapelli et al. 1978, Picken 1984).

Los ensayos realizados por Rebers et al. (1999) muestran que la
expresión-temporal y espacial- de diferentes genes relacionados con la
síntesisde GAs es altamente regulada durante el desarrollo floral. Aunque se
necesitanposteriores estudios para determinar si los niveles de mRNA se
correlacionan con la actividad enzimática in vivo, los datos presentados
brindanevidencia a nivel molecular que apoya la importancia de GAs en el
desarrollotemprano de la flor y fruto.

De acuerdo a lo informado por Sastry y Muir (1963), las auxinas, si
bienestán presentes en etapas tempranas del desarrollo floral, no son
detectablesdurante la antesis y sólo se incrementan en respuesta al
estímulogenerado por la polinización, en particular por las giberelinas
presentesen el grano de polen.
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l.4.l.- Balancehormonal endógeno en mutantes androestérlles

Estudiosrealizados en el mutante andre-estéril de tomate ‘stamenless­

2 (sl-2/sl-2)’brindan información adicional acerca del rol de las giberelinas y
auxinasdurante el desarrollo floral y establecimiento de frutos (Bhadula y
Sawhney1989, Sawhney 1974, Sawhney y Shukla 1994, Singh et al 1992b).

El análisis del contenido de sustancias con actividad giberelina en
hojasy flores del mutante muestra niveles relativamente bajos con respecto
alobtenidoen plantas normales. Por su parte, la concentración de auxinas
enelmutante es 10 a 20 veces mayor en hojas y 5 a 8 veces superior en los
estambrescon respecto al valor obtenido en plantas normales.

Este mutante, que produce estambres anormales con polen no viable,
escapazde revertir y permitir el desarrollo de flores con anteras normales y
polenviable, si las plantas son tratadas con GA3lantes de que se produzca
lainiciaciónfloral o si el cultivo se desarrolla a bajas temperaturas.

La respuesta de éste y otros mutantes andre-estériles deficientes en
giberelinasen los que es posible revertir la mutación por aplicación exógena
deGAa,muestran que las GAS son necesarias para el normal desarrollo de
estambresy polen (Bhadula y Sawhney 1989, Jacobsen y Olszewski 1991,
Nestery Zeevaart 1988, Phatak et al. 1966, Sawhney 1974, Sawhney y
Greyson1973, Sawhney y Shukla 1994, Singh et al. 1992b).

Laimportancia de las GASen el desarrollo de estambres y del grano de
polenes respaldada además por experimentos con 2-cloroetil-trimetil amonio
cloruro-inhibidor de la síntesis de giberelinas-. La aplicación foliar a plantas
normalesprovoca la aparición de estambres anormales de apariencia similar
a las del mutante y en ‘stamenless-l’ impide el restablecimiento de la
fertilidadpor aplicación de GAa(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
observadoque el tratamiento con bajas temperaturas, capaz de restablecer
eldesarrollonormal de estambres y polen, provoca una disminución en los
nivelesde esta hormona, comparable al encontrado en plantas normales
(Sawhneyy Shukla 1994, Singh et al. 1992b).

l GAZ):ácido giberélico
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Otrosautores han observado además que la aplicación de auxinas en
istemasandro-estériles promueve la inhibición en el desarrollo de anteras y
olen(Sawhneyy Greyson 1973, Sawhney y Shukla 1994).

En conclusión, en los sistemas andro-estériles de tomate los niveles
isminuidosde GAs activas, posiblemente por alteración en su síntesis,
fectanlos procesos de organogénesis que conducen a la formación de
stambres.En el mutante sl-2/sl-2 en particular, el elevado contenido de
uxinasen hojas y estambres constituiría uno de los factores asociados a la
ndro-esterilidady la formación de estructuras similares a carpelos en lugar
eestambres.

.4.2.-Balancehormonal endógeno en cultivares partenocárpicos

La correlación entre el incremento en los niveles de giberelinas y
uxinas en el ovario fue observada también durante el desarrollo

artenocárpicode los frutos (George et al. 1984, Gillaspy et al. 1993, Mapelli
tal. 1978).

El proceso de partenocarpia -formación de frutos sin semilla- puede
er genéticamente controlado o inducido por aplicación de hormonas,
rincipalmenteauxinas y giberelinas (George et al. 1984, Gillaspy et al.
993,Mapelliet al. 1978, Sastry y Muir 1963).

Lapartenocarpia natural se ha relacionado con el incremento en los
ivelesde reguladores del crecimiento presentes en el ovario al momento de
umtesis,suficientes para permitir el desarrollo de los frutos en ausencia de
olinizacióny fertilización (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
nportanciade las GAs en el proceso de partenocarpia, ya que en la primer
emanadespués de la antesis los cultivares partenocárpicos presentaron
iayoresniveles de GAs activas en comparación a lo observado en su
ontraparte no partenocárpica. Asimismo, los frutos partenocárpicos
btenidospor aplicación de la auxina 4-clorofenoxiacético evidenciaron
levadosniveles de GAs (Koshioka et al. 1994).

Losestudios realizados por Fos et al. (2000) en líneas partenocárpicas
¡cultativas,MA/pat-2 y CU/ pat-2, muestran que la mutación del gen pat-2
roduceuna acumulación de GA20,precursor de GAS activas, en ovarios no
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polinizados.Además, el tratamiento con paclobutrazol, inhibidor de la
síntesisde GAS, previene el desarrollo de frutos partenocárpicos en los
wariosput-2 y este efecto puede ser revertido por aplicación de GA3. En
:onsecuencia,el establecimiento y desarrollo de frutos partenocárpicos se
tlacionaríacon el incremento en la síntesis de GAS activas como GAl a

¡arthde la acumulación de GA20en los ovarios no polinizados.

Diversosautores han informado además que las GAS son esenciales
¡arael desarrollo de flores fértiles en tomate, aunque solamente serían
¡ecesariasdurante un corto período después de la fertilización (Gillaspy et
l. 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,
videnciaronque si bien en estas plantas se inicia la diferenciación del
¡cristemafloral, el desarrollo de los órganos florales no se completa y los
impolloseventualmente presentan abscisión. La aplicación de GAa o GA4+7
noel tratamiento con otros reguladores, permite restablecer la fertilidad
el mutante y el establecimiento de frutos con semillas sólo si los
atamientosse realizan en etapas tempranas del desarrollo floral (Groot et
l.1987,Jacobsen y Olszewski 1991).

.5.- EFECTO DE LA APLICACIÓN DE FITORREGULADORES

5.1.-Establecimiento y desarrollo de frutos

En ausencia de polinización y fertilización o previamente a que ésta
:urra, la partenocarpia artificial puede ser inducida por aplicación de
berelínaso auxinas en la pared del ovario. El tratamiento resulta en la
:umulación de reguladores en niveles adecuados para inducir el
:tablecimientoy desarrollo de los frutos (Bohner y Bangerth 1988b,
inger-Kiblery Bangerth 1982/3, Gillaspy et al. 1993, Kagan-Zur et al.
l92,Sastry y Muir 1963).

Diversosautores coinciden en indicar que la aplicación de reguladores
:lcrecimientoy/o un adecuado manejo ambiental en el cultivo forzado de
mate,considerando las características genotípicas del material utilizado,
:rmite mejorar la productividad cuando las condiciones ambientales
sultan limitantes para la producción y suministro de fotoasimilados
ünger-Kiblery Bangerth 1982/3, Ho 1984, 1996, Picken y Grimmett 1986,
lwhney 1984).
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Bajocondiciones adversas de iluminación, especialmente durante el
>eríodoinvernal, la aplicación hormonal en el cultivo forzado de tomate
¡ei-miteprevenir la abscisión de inflorescencias consecuencia de la débil
:ompetenciaque pueden ejercer sobre el limitado suministro de asimilados.

En particular, el tratamiento simultáneo de las inflorescencias con la
:itoquininaBA2y GAa es particularmente efectivo en promover el desarrollo
loralcompleto(Kinet 1977, Kinet et al. 1978, 1985, Leonard et al. 1983).

Estosautores han observado un efecto secuencial entre BAy GA3en la
regulacióndel desarrollo de las inflorescencias, ya que si bien BA estimula el
esarrollofloral, éste sólo se completa si se aplica además GA3.Asimismo, el
fectopromotor de las GAs sólo se observa cuando el desarrollo de la
iflorescenciafue iniciado por la aplicación de citoquininas, indicando que la
:spuestaal tratamiento con GAs depende del estadio de desarrollo de la
iflorescenciaal momento del tratamiento.

Al evaluar la aplicación de reguladores como metodología para
¡crementarla productividad en el cultivo forzado de tomate, es importante
msiderarque el rendimiento final del cultivo está determinado por el
alanceentre el desarrollo vegetativo y reproductivo. A no ser que el
iministrode asimilados sea suficiente para un crecimiento balanceado, el
:sarrolloreproductivo continuamente estimulado por aplicación hormonal
.1chreducir el crecimiento vegetativo al punto que el desarrollo de la
antase vea seriamente afectado y en definitiva, el rendimiento final será
msiderablementemenor (Bangerth 1981, Ho 1984, 1996).

Elanálisis de los efectos de la aplicación de fitorreguladores, teniendo
¡cuenta el balance hormonal endógeno, indica efectos diferenciales de
:uerdoal momento de aplicación, tipo y dosis de hormona empleada,
lltivarinvolucrado, estado nutricional de las plantas y sus interacciones
¡nlas condiciones ambientales (Bangerth 1981, Bünger-Kibler y Bangerth
>82/3,Chandra Sekhar y Sawhney 1990, Gillaspy et al. 1993, Ho 1996,
iwhney 1984).

5.2.-Distribución de asimilados y actividad mitótica

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

IA:benziladenína
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induceun incremento temporal en los niveles de azúcares solubles y
almidón,produciéndose en forma paralela, un aumento en la acumulación
:lemateriaseca en la inflorescencia a expensas de las hojas localizadas por
encimade ésta.

El análisis de la distribución de asimilados marcados con 14Cindica

¡uela aplicación de BA y GA4+7no provoca cambios en la velocidad de
'otosíntesisde la hoja que actúa como fuente para la inflorescencia ni en la
)roporciónde 14C-asimilados exportados. Por el contrario, el patrón de
listribuciónde azúcares resultó alterado, el suministro de 14C-asimilados
¡aciala inflorescencia tratada se incrementó, a la vez que disminuyó la
mportaciónde 14Chacia el ápice del tallo (Leonard et al. 1983).

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

En este caso, la baja capacidad como destino de las flores se
elacionariacon una limitada actividad de división celular y la recuperación
ela actividad mitótica por aplicación hormonal seria lo que provocaría la
layordemanda de asimilados con respecto al ápice. Sin embargo, no fue
osibleestablecer si los cambios en el patrón de distribución de asimilados
recedeno son consecuencia de los cambios morfológicos producidos en la
¡florescencia

Es importante remarcar que la acumulación de asimilados en órganos
:productivosen respuesta al tratamiento con giberelinas y citoquininas ha
doinformada en otras especies (Clark y Hacket 1979, Jahnke et al. 1989,
eretóy Beltrán 1987, Tse et al. 1974).

En síntesis, los reguladores del crecimiento favorecerian el desarrollo
¿productivomodificando el patrón de distribución de asimilados, esto es,
¿direccionandoel flujo de sacarosa hacia las flores a expensas del ápice.
steefectopodría ser directo, afectando los mecanismos de transporte desde
>ernahacia los órganos destino, o indirecto luego de activar los procesos de
visióny agrandamiento celular que determinarían la mayor demanda de
¡imilados(Gillaspy et al. 1993, Ho 1984, 1996, Kinet et al. 1985).

En tomate, el comportamiento diferencial de las curvas de crecimiento
:frutospartenocárpicos inducidos por aplicación de giberelinas o auxinas,
¡comparación a los frutos fertilizados normalmente, ha sido asociado con
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elbalancehormonal endógeno y la fase de desarrollo del ovario —divisióno
agrandamientocelular-, al momento de recibir el estímulo exógeno (Bangerth
1981,Bünger-Kiblery Bangerth 1982/83, Sawhney 1984).

Los frutos inducidos por aplicación de AIA presentan una elevada
velocidadde crecimiento inicial en comparación a los obtenidos con GA3.Sin
embargo,la aplicación de la auxina sintética 4-clorofenoxiacético a los
Jvariospreviamente tratados con GA3 permite superar estas diferencias.
Estosresultados podrían estar asociados con el déficit de auxinas,
:ítoquininasy/o una elevada relación GAs/AIA, en el ovario al momento de
efectuarel tratamiento con GA3 (Bangerth 1981, Bünger-Kibler y Bangerth
[982/83).

En resumen, el desarrollo reproductivo en tomate y en definitiva la
lroductividadestará condicionada por diferentes aspectos fisiológicos:

Í Factores internos capaces de regular la competencia entre la
inflorescencia y el ápice.

v’Regulaciónde la mitosis en el ovario previo a que ocurra la antesis.

Í Hidrólisis de la sacarosa y mecanismos de transporte durante la
importaciónde asimilados hacia el fruto.

v’Regulacióndel flujo de carbono hacia el fruto.

Í Interaccionesentre factores ambientales y suministro de nutrientes con
elmetabolismode asimilados durante el crecimiento del fruto.

1.-MUERTECELULAR PROGRAMADA Y SENESCENCIA

La muerte de grupos específicos de células constituye una parte
sencial del programa de crecimiento y desarrollo de organismos
ucarióticos,incluyendo plantas y animales. El proceso de muerte celular es
demás,uno de los componentes del mecanismo de respuesta a distintos
.posde estrés, bióticos y abióticos (Dangl et al. 2000, Granell et al. 1997,
[engartner2000, Jones 2001, Meier et al. 2000, Pennell y Lamb 1997).

El concepto de muerte celular programada (PCD, “programmed gell
eath”)hace referencia a los procesos por el cual el protoplasma, rodeado o
o porpared celular, es eliminado como parte del programa de desarrollo o
e mecanismos de adaptación de los diferentes organismos, siendo éstos
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s de controlar la iniciación y el desarrollo de este proceso mediante
smosmoleculares conservados a través de la evolución.

Desde el punto de Vista fisiológico, la PCD implica una serie de
s bioquímicos,metabólicos y estructurales que, bajo estricto control,
cea la eliminación selectiva de células.

LaPCDdepende de la expresión de genes específicos y es regulada por
mplejo mecanismo que incluye hormonas, factores de crecimiento y
es intra e intercelulares (Dangl et al. 2000, Hengartner 2000, Jones
, Meieret al. 2000, Pennel y Lamb 1997, Vaux y Strasser 1996).

MUERTECELULAR PROGRAMADA EN ANIMALES

El proceso de PCD en animales es el mecanismo mediante el cual el
. 'smo se libera de las células cuando han dejado de ser necesarias y
e formar parte de mecanismos de remoción de células dañadas y de

teccióncontra patógenos. De este modo, la PCD es de importancia para el
ualdesarrollo,así como en la manifestación de algunas enfermedades.

En animales, se han caracterizado dos tipos principales de muerte
ar: apoptosis, proceso altamente regulado y dependiente de energía y

s sis, proceso no fisiológico consecuencia de procesos traumáticos y
Lscterizado por ruptura de membranas, liberación del contenido celular e
" ación de tejidos (figura 5).

Necrosis
I Apoptosis l

1' = 5: Principales tipos de muerte celular identificadas en animales.
ptosis, proceso fisiológicoestrictamente controlado que forma parte del

de desarrollode las células y necrosis,muerte celular pasiva
consecuenciade procesos patológicos (Dangl et al. 2001).
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Laapoptosis, una de las formas de PCD, está caracterizada por una
:riede cambios morfológicos y bioquímicos. Los marcadores morfológicos
lcluyencondensación y marginalización de la cromatina en el núcleo,
sgregacióndel citoplasma y núcleo, ruptura de membranas plasmática y
uclear,formación de cuerpos apoptóticos y fagocitosis por células vecinas
¡ausenciade reacción inflamatoria.

A nivel molecular, los eventos bioquímicos asociados a la apoptosis
volucranincremento de Ca2+citosólico, activación de proteasas específicas
fragmentacióndel DNA (Anglade et al. 1997, Dangl et al. 2000, Hengartner
>00,Meieret al. 2000,. Vaux y Strasser 1996, Wang et al. 1996).

La mayoría de los cambios morfológicos evidenciados durante la
optosisson causados por un grupo de cistein proteasas específicamente
tivadasen las células apoptóticas. Estas proteasas, que forman parte de
lagranfamilia denominada caspasas, participan tanto en la iniciación del
ogramade apoptosis como en la disgregación de los componentes
Iulares(Dangl et al. 2000, Cohen 1997, Hengartner 2000, Martin y Green
‘95,Vaux y Strasser 1996).

Las caspasas sintetizadas como precursores inactivos resultan
tivadas por proteólisis, primariamente autocatalítica, luego de la
:eraccióncon cofactores o eliminación de inhibidores. Posteriormente, la
scadade activación de caspasas puede involucrar la acción catalítica de
rascaspasas o de proteasas diferentes permitiendo así que la célula pueda
tcgrary amplificar señales pro-apoptosis.

Esimportante considerar que la activación de las caspasas no conduce
ladegradacióninespecífica de proteínas. Estas proteasas presentan una
:vadaespecificidad de sustrato y solamente provocan la ruptura de un
uposeleccionado de proteínas, usualmente en uno o pocos sitios de su
cuenciaprimaria, siempre después del aminoácido aspartato.

Laacción de las caspasas permite la inactivación de ciertas proteínas
anco,aunque también puede activar proteínas actuando directa o
directamentesobre subunidades regulatorias positivas o negativas.

Esta nucleasa está presente en las células vivas en forma de complejo
activopor asociación con una subunidad inhibitoria. Durante la apoptosis,
¡activacióndepende de la acción de la caspasa-3 sobre esta subunidad
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:gulatoriay posterior liberación de la subunidad catalítica (Hengartner
)00,Liet al. 2001, Sakahira et al. 1998, Vaux y Strasser 1996).

3.- MUERTECELULAR PROGRAMADA EN PLANTAS

En plantas, la PCD es esencial para el desarrollo normal y la
¡pervivenciacomo parte de mecanismos de adaptación a diferentes tipos de
:trés,bióticos y abióticos (Dangl et al. 2000, Granell et al. 1997, Jones
)Ol,Pennel y Lamb 1997, Wang et al. 1996).

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

BDesarrolloreproductivo, incluyendo entre otros aspectos la formación
degametasy degeneración del suspensor.

bCiertos aspectos del desarrollo vegetativo, como la degeneración de
tejidosen semillas —capade aleurona, endosperma-, raíces —caliptra-,
desarrollode tricomas y diferenciación de elementos traqueales.

BInteraccióncon señales ambientales —formaciónde aerénquimas- o con
patógenos—respuesta hipersensible-.

bSenescencia de la planta completa o de órganos vegetativos y
reproductivos,incluyendo hojas, tallos, raíces, flores y frutos.

En relación a los mecanismos que conducen a la muerte celular,
versosautores han informado que ciertos marcadores asociados a la
optosis fueron conservados a través de la evolución, en animales y
getales.Sin embargo, el proceso de fagocitosis de los cuerpos apoptóticos
plantas,a diferencia de lo que ocurre en animales, estaría limitado por la
redcelular 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, Xu y
nson2000, Wang et al. 1996).

2.1.-PCDdurante el desarrollo reproductivo

En la fase reproductiva del desarrollo de las plantas, el proceso de
Dtiene como objetivo la eliminación de las células no funcionales (Dangl
al.2000, Esau 1985, Jones 2001).
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Durantela gametogenésis femenina a partir de la célula madre de las
:gásporas(célula diploide) se formarán cuatro megásporas haploides por
:iosis,de las cuales tres degeneran por el proceso de PCD y la restante
ráorigenal saco embrionario (figura 6, esquema 1).

Enel proceso de formación de semillas, una vez que se ha producido
fecundacióndel óvulo, en el cigoto se diferencian dos polos a partir de los
¡lesse originarán el embrión y el suspensor. Durante el desarrollo del
brión,el suspensor permite la transferencia de nutrientes desde el
iospermay tejidos circundantes hacia el embrión. Al completarse el
¡arrollode la semilla y alcanzar el período de latencia, el proceso de PCD
mitela degeneración específica del suspensor (figura 6, esquema 2).

2.2.-PCDdurante el desarrollo vegetativo

Duranteel desarrollo vegetativo, se ha verificado que ciertos aspectos
éste dependen del normal desarrollo del proceso de PCD afectando
ecíficamente,temporal y espacialmente, células o tejidos (Bethke et al.
¡9,Danglet 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 amiláceo y de la capa de
ironapresentan caracteristicas diferenciales (figura 6, esquema 3).

Cuandoel grano alcanza la madurez la capa de aleurona permanece
lOtejido vivo y el endosperma experimenta un proceso particular de
artecelular en el cual el contenido de las células es preservado en su
1dooriginalhasta el inicio de la germinación. Durante la germinación, la
a de aleurona moviliza sus propias reservas proteicas para la síntesis y
ficciónde enzimas hidrolíticas que permiten la degradación de las
:rvasacumuladas en el endosperma.

Alconcluir la germinación y movilización de reservas del endosperma,
apade aleurona deja de ser necesaria para el desarrollo del embrión e
iael proceso de PCD mediante un mecanismo que involucra la autofagia.
vacuolasde almacenamiento dan origen a compartimientos líticos donde
¡cumulanhidrolasas ácidas (cisteín- y aspártico-proteasas y nucleasas)
permitenla movilización de sus reservas hacia la plántula en desarrollo.
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o Gametogénesisfemenina:
formación de me ás ora

g p e Degeneraciónde tejidos
en semillas: endosperma,
aleurona (monocotiledoneas)

e Respuestahipersensible:
resistencia a patógenos

Ancia foliar

‘ l¿h
e Formaciónde elementos

traqueales

A

r‘
Ie Degeneracióne

‘qcaliptra de raiz 'u­

6: Principales órganos sobre los que inciden procesos de muerte
programada (PCD)en plantas vasculares. Las zonas coloreadas de

ja representan células que desarrollan el proceso de PCD (adaptado de
glet al. 2000).
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LaPCDes de particular importancia durante la diferenciación de los
nentostraqueales del xilema, que al alcanzar su madurez funcional,
mconstituidospor células muertas sin contenido (figura 6, esquema 5).

La xilogénesis involucra una etapa inicial de elongación celular y
esisdeproteínas y componentes de la pared primaria. Posteriormente, se
etizanelementos de la pared secundaria, se depositan sobre la pared
¡aria y se lignifican dando origen a engrosamientos secundarios.
leente, el protoplasto se desintegra tras la ruptura de la vacuola y
ación de enzimas hidrolíticas que alcanzan también las paredes
lares donde atacan parcialmente la pared primaria generando las
tuacionesen las paredes laterales y placas perforadas en ambos
amos.Durante este proceso se evidencia además fragmentación del DNA
ariciónde cuerpos apoptóticos, eventos característicos de procesos de
vía apoptosis (Dangl et al. 2000, Esau 1985, Jones 2001, Pennel y

b 1997, Wang et al. 1996).

Lamuerte celular afecta también de manera previsible, en momentos y
sespecíficos,otros aspectos del desarrollo vegetativo (Dangl et al. 2000,
l 1985,Pennel y Lamb 1997, Wang et al. 1996).

Lasuperficiede algunas plantas está cubierta por una fina capa de un
de tricomas -pelos unicelulares muertos-, que permiten proteger el
ato fotosíntético de los efectos nocivos de la irradiación elevada en

as ambientes y, en otros casos, proveer una zona para atrapar la
edady reducir la pérdida de agua (figura 6, esquema 4).

Lascélulas de la caliptra de la raíz, formadas a partir del meristema
[ly desplazadas continuamente hacia la periferia por nuevas células,
uésde varios días inician el proceso de muerte celular evidenciándose
nentacióndel DNA y aparición de cuerpos apoptóticos similares a los
rvadosen sistemas animales (figura 6, esquema 6).

I.-PCDcomo parte de mecanismos de adaptación a situaciones de
estrés

Comose mencionara anteriormente, la muerte celular en plantas
e ser iniciada además en repuesta a diferentes tipos de estrés como
demecanismos de adaptación (Dangl et al. 2000, Jones 2001, Pennel y

D1997, Wang et al. 1996).
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En varias especies de monocotiledóneas, condiciones de hipoxia
ucenla muerte celular de grupos específicos de células corticales de la
:durantela formación de aerénquimas -espacios intercelulares de origen
geno-(figura 6, esquema 7).

Larespuesta al déficit de oxígeno es muy rápida y provoca la remoción
laparedcelular y los protoplastos generando espacios intercelulares a
'ésde los cuales el oxígeno puede difundir desde el tallo a la raíz. Este
:esoes acompañado además, por condensación celular y fragmentación
DNA,eventos característicos de procesos de PCD vía apoptosis (Dangl et
2000,Esau 1985, Jones 2001, Pennel y Lamb 1997).

Elataque de ciertos patógenos es capaz de desencadenar en la planta
spedmecanismos de defensa (respuesta hipersensible) que activan el
:esode PCD en el sitio de infección de modo tal que el crecimiento del
igenoserá limitado a esta zona y resultará avirulento (figura 6, esquema 8).

El mecanismo de defensa desencadenado tras el reconocimiento del

igenoincluye la síntesis de fitoalexinas con acción antimicrobiana,
¡cciónde ciertas proteínas con actividad hidrolítica hacia componentes
patógeno-PR1- y alteraciones de la síntesis de proteínas estructurales de
aredcelular, 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 activación de los mecanismos de adaptación a diferentes
sde estrés -bióticos y abióticos- se ha observado que el mecanismo de
sducciónde señales involucra la producción de especies reactivas de
enotales como H202, 02' y OH', incremento del Ca2+ citoplasmático y
nilaciónde proteínas (Dangl et al. 2000, de Pinto et al. 2002, Mehdy
1,Pennel y Lamb 1997).

-Sanscnncm

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

Elobjetivoprincipal de este proceso es la movilización y redistribución
Lutrientesprincipalmente carbono, nitrógeno y fósforo, mientras que la
finalde muerte celular será activamente retrasada hasta que se haya
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¡letadola remoción de macromoléculas desde las células senescentes

el resto de la planta (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al.
,GanyAmasino 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
siónde determinados genes y aunque se evidencian cambios en la
:tura subcelular es factible revertir el proceso. La fase final, de
alezairreversible, concluye con la muerte celular y se caracteriza por la
:ión de marcadores morfológicos y bioquímicos similares a los
¡adosen otros procesos de PCD, aunque la integridad de las organelas
rdetardíamente.

Laregulacióndel programa de muerte celular permite además prevenir
tpagaciónde enfermedades hacia los tejidos vivos, lo cual no sería
esi la muerte celular ocurriera por necrosis.

-Hábitosmonocárpico y policárpico de la senescencia

Lasplantas pueden presentar senescencia monocárpica o policárpica.
primertipo la planta completa muere una vez que ha finalizado el
o reproductivo. El hábito policárpico, por su parte, implica que la
tura básica de la planta se mantiene viva a través de múltiples fases
roduccióny dispersión de semillas.

30m0 ejemplo de hábito policárpico se encuentran los árboles
foliosy las especies perennifolias. En los primeros, la senescencia y
iónde las hojas se relaciona generalmente con estímulos ambientales
aramente evidente por el cambio de color y caída otoñal de las hojas.
: especies perennifolias si bien las hojas individuales pueden vivir
años, éstas también se renuevan por un proceso coordinado de
encia y abscisión cuando ya no son beneficiosas para el árbol
:er y Paterson 1997, Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al.

Enplantas efimeras de floración anual de hábito monocárpico, una vez
ldOel ciclo reproductivo, la planta completa muere como consecuencia
gramade senescencia que afecta los tejidos somáticos preexistentes y
upresión de la actividad meristemática que impide la regeneración de
s.
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Ensojay arveja por ejemplo, la senescencia de los órganos vegetativos
coordinadacon la movilización de nitrógeno, fósforo e incluso azúcares
¡losfrutosy semillas en desarrollo. Además, una rápida senescencia y
¡siónde las flores polinizadas hace que sea máximo el potencial para
arsemillasviables (Bleecker y Paterson 1997, He et al. 2001).

L-Factoresque controlan el inicio y desarrollo de la senescencia

Lasenescencia, en particular su iniciación, al igual que otros procesos
desarrollo genéticamente programados, es regulada por factores
entalesy autónomos (Bleecker y Patterson 1997, Buchanan-Wollaston
2003, Dangl et al. 2000, Gan y Amasino 1997, Thomas y Stoddart

,Valpuesta et al. 1993).

Loscambios ambientales predecibles, como por ejemplo la disminución
duración del fotoperíodo, pueden iniciar el proceso de senescencia
partede estrategias adaptativas.

Cuandolos factores ambientales resultan adversos para el desarrollo
>eraturasextremas, sombreado, déficit hídrico y de nutrientes, estrés
tivo,infecciónpor patógenos, etc.-, las plantas poseen mecanismos que
srmitenanticipar el inicio de la senescencia con el objeto de redistribuir
:utrientes hacia los órganos reproductivos, reduciendo además el
unode agua por las hojas más desarrolladas y menos eficientes desde
1tode vista fotosíntético.

Deeste modo, la senescencia otorga una ventaja adaptativa relevante
e ciertas partes pueden ser sacrificadas incrementando la posibilidad
pervivenciadel resto de la planta, llegando así a completar su ciclo de
asegurando la conservación de la especie en la próxima estación.

En ausencia de estímulos externos que anticipen el proceso de
tencia,los factores internos (autónomos) que controlan el inicio de esta
del desarrollo incluyen la edad, desarrollo reproductivo y niveles de
[doresdel crecimiento.

En este sentido, el momento en que se desarrollará el proceso de
:encia se relaciona con aspectos fisiológicos de los órganos o tejidos
leradosy ocurrirá, en general, cuando han alcanzado la madurez.
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3.-Senescencia de la hoja

3.1.-Cambios a nivel subcelular

Deacuerdo a lo informado por diversos autores, las hojas durante la
rscenciaevidencian importantes cambios en sus organelas (Bleecker y
:rson1997, Cercós et al. 1993, Dangl et al. 2000, Gan y Amasino 1997,
nasy Stoddart 1980, Valpuesta et al. 1993, Wittenbach et al. 1980).

Loscloroplastos resultan afectados en primer lugar mientras que la
:ridaddel núcleo, mitocondrias y vacuolas se pierde tardíamente en los
nssenescentes; observándose además la transformación de peroxisomas
ioxisomas.

Unode los primeros eventos estructurales observables es la pérdida de
ridad de los cloroplastos que representan el mayor depósito de
genode la hoja. La organización de las membranas internas —grana-se
uyeprogresivamente y a partir del material lipídico liberado se forman
oglóbulos. La movilización del nitrógeno del aparato fotosintético,
:ipalmenteRuBisCO, ocurriría por acción de proteasas cuya expresión
:tivadurante la senescencia (Dangl et al. 2000, Liu y Jagendorf 1986,
Jestaet al. 1993, Wardly et al. 1984, Wittenbach et al. 1982).

Loscambios ultraestructurales de los cloroplastos que se rediferencian
rontoplastos,ocurren en forma paralela al cambio de color de las hojas
ntela senescencia, el cual es consecuencia de la hidrólisis gradual de la
filaque permite ver el color de los pigmentos carotenoides (Bleecker y
rson1997, Dangl et al. 2000, Thomas 1977, Valpuesta et al. 1993).

El síndrome de senescencia en las hojas (pérdida de color verde) se
rollaráprogresivamente desde los márgenes hacia el centro, aunque las
¡sque rodean el tejido vascular son afectadas tardíamente para facilitar
¡vilizaciónde nutrientes (Gan y Amasino 1997).

La reversibilidad de la senescencia es de particular importancia
ite la recuperación de las plantas a condiciones de estrés transitorios.
nteesta etapa las hojas recuperan su contenido de clorofila, proteínas y
hastaniveles 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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,desy formación de grana (Bleecker y Patterson 1997, Dangl et al.
Thomasy Stoddart 1980, Valpuesta et al. 1993).

Desdeel punto de vista funcional, el núcleo ejerce un importante papel
controlde la senescencia del cloroplasto. Se ha observado que la
turadel núcleo permanece intacta hasta etapas muy avanzadas de la
:enciay a pesar de ser un proceso es globalmente degradativo,
re la expresión de genes específicos y síntesis de nuevas proteínas
(cryPatterson 1997, Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000,
Amasino1997, Thomas y Stoddart 1980, Valpuesta et al. 1993).

Losestudios estructurales evidenciaron además que las mitocondrias
:queridaspara 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 respiración y la integridad de las membranas no resultan
las sino hasta etapas muy avanzadas de la senescencia en hojas
:ery Patterson 1997, Gan y Amasino 1997, Thomas y Stoddart 1980,
rstaet al. 1993).

Enlas diferentes etapas del desarrollo de las plantas superiores, las
as que contienen una gran variedad de enzimas hidrolíticas,
uyenel principal orgánulo donde ocurre la degradación de diferentes
mentes celulares. Específicamente durante la senescencia, la
ana del tonoplasto interacciona con los cloroplastos de modo tal que
stidiosson incorporados a la vacuola, donde ocurriría la degradación
:omponentescelulares (Cercós et al. 1993, Wittenbach et al. 1982).

Linoshitaet al. (1999) y Yamada et al. (2001) han informado que las
¡asque se incrementan durante la senescencia se acumulan en la
¡como agregados inactivos y maduran lentamente para producir la
activasoluble sólo en las últimas etapas de la senescencia.

)eeste modo, en las etapas iniciales la degradación de las proteinas
iroplastodependerá de dos mecanismos, la incorporación de los
LOSa la vacuola y la actividad de proteasas de localización
istica. En la fase final de naturaleza irreversible, cuando la
aciónde los cloroplastos se encuentra en estado avanzado, se produce
uradel tonoplasto y liberación del contenido de las vacuolas hacia el
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lasma(Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Thomas y
iart1980,Valpuesta et al. 1993).

Anivelestructural, la senescencia foliar ha sido asociada además con
msformaciónde los peroxisomas en glioxisomas. Esto permite activar el
esode gluconeogénesis y convertir los lípidos liberados de las
branastilacoides en sacarosa transportable hacia los tejidos no
¡centes(Bleecker y Patterson 1997, Buchanan-Wollaston et al. 2003,
letal.2000, Graham et al. 1992, Valpuesta et al. 1993).

Complementando la función de los glioxisomas en el proceso de
neogénesis,se ha verificado la presencia de endo- y exopeptidasas
lSdurantela senescencia en esta organela que permitirían la utilización
linoácidoscomo precursores glucídicos.

.2.-Pérdidade la capacidad fotosintética

Lasmodificacionesestructurales descriptas en las células senescentes
.compañadaspor modificaciones en el metabolismo que permiten la
daciónordenada de los componentes celulares (Buchanan-Wollaston et
)03, Dangl et al. 2000, Thomas 1977, Thomas y Stoddart 1980,
estaet al. 1993, Wittenbach et al. 1980, 1982).

Losprimeros cambios ocurren en el cloroplasto, siendo los eventos
lotablesla pérdida de capacidad fotosintética y la disminución en el
'lÍdOde proteínas. El descenso de la capacidad fotosintética se debe al
mtelamientodel cloroplasto y se relaciona con la degradación de todos
)mponentesresponsables de la absorción de la luz, el transporte
ínico,la generación de NADPH y ATPy la fijación de C02.

Ladesaparición de la clorofila en la hoja es un signo evidente y un
o frecuentemente asociado a la senescencia foliar. Sin embargo, la
laciónde la clorofila no podría ser considerada como la causa primaria
declinaciónde la fotosíntesis. Los estudios realizados por Thomas
len mutantes “non yellowing" (NY)de Festuca pratensis muestran la
cia de correlación entre el contenido de clorofila y el transporte
ltétÍCOde electrones.

Apesar de la aparente integridad de las membranas tilacoides y la
ciade degradación de clorofila en los gerontoplastos del mutante NY,
¡vidaddel fotosistema I y II es menor en relación a los plastidios del
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aonormal.La inhibición del transporte de electrones sin que ocurra
aciónimportante de proteínas tilacoidales ni ruptura de la clorofila
estarrelacionada con alteraciones en los lípidos de la membrana.

.adegradaciónde la clorofila en una primer etapa ocurre asociada a
mbranasde los gerontoplastos y permite la liberación del fitol y la
ión de catabolitos de clorofila fluorescentes. Mientras el fitol se

laen los glóbulos lipídicos de los gerontoplastos, la degradación final
lorofilaocurre en la vacuola donde se depositará como catabolitos no
centesaltamente tóxicos para la célula.

Deeste modo, el objetivo de la degradación de la clorofila no se
¡ariacon la movilización de nutrientes, sino con la detoxificación de
npuestos altamente reactivos generados durante su catabolismo,
uyendo así a mantener la viabilidad de la célula mientras la
:nciaprogresa (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000,
sta et al. 1993).

a pérdida de la capacidad fotosíntética implica que la demanda de
necesariapara la movilización de nutrientes y otros procesos debe

:nidaa partir de fuentes heterotróficas, lo cual ha sido asociado con
ementoen la respiración y el metabolismo oxidativo.

.-Degradaciónde proteínas

revioal inicio del proceso de senescencia la RuBisCO, que representa
ladamente el 50 % de la proteína foliar, permite la fijación de COz y
:iónde fotosíntatos para el crecimiento y desarrollo de las plantas.
z iniciado este proceso, se produce un descenso en la actividad
lasade la enzima y en forma simultánea, la pérdida de la capacidad
éticay el transporte electrónico (Dangl et al. 2000, Jiang et al. 1993,
itaet al. 1993, Wittenbach et a1. 1980, 1982).

iversos autores coinciden en indicar que el menor contenido de
O y otras proteínas del cloroplasto se relaciona con una mayor
.ciónasí como con una disminución en la síntesis proteica. Los
de mRNAde proteínas relacionadas con la fotosíntesis disminuyen,
s que los niveles de transcriptos de enzimas involucradas con la
[ciónde nitrógeno y lípidos se incrementan (Buchanan-Wollaston et
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2003,Dangl et al. 2000, Drake et al. 1996, Huffaker 1990, Jiang et al.
?3,Smartet al. 1995, Valpuesta et al. 1993).

Laregulaciónde la actividad proteolítica durante la senescencia puede
llTÍI'a distintos niveles, por síntesis de novo de la proteína, por activación
enzimaspreexistentes en forma de proenzimas o por compartimentación.

Durantela senescencia de las hojas se induce la expresión específica
genesque codifican para cisteín proteasas, lo cual indicaría la relevancia
estetipo de enzima en la ruptura de las proteínas del cloroplasto. Sin
bargo,el sustrato de estas enzimas y su localización subcelular aún no
1sidoestablecidos

Drakeet al. (1996) han clonado y caracterizado la expresión de dos
:eínproteasas (SENU2 y SENU3) asociadas al proceso de senescencia de
as en tomate. Ambas cisteín proteasas no se encuentran asociadas
lusivamenteal proceso de senescencia, ya que participan además en
)s procesos de muerte celular programada como la movilización de
:rvasde la semilla durante la germinación. Asimismo, el mRNA para
VU2se induce en frutos en respuesta a temperaturas extremas.

Lascisteín proteasas expresadas en hojas senescentes no presentan
características estructurales de las proteínas importadas hacia el

oplasto,por lo que el destino de estas proteasas sería el reticulo
oplásmicoo las vacuolas.

Dado que las proteasas vacuolares se acumulan como agregados
:tivosy la activación sólo se produce en la fase final de la senescencia,
mecanismosque permitirían la degradación de proteínas del cloroplasto
llucrarían la acción proteolítica de isoenzimas del cloroplasto, la
Irporaciónde los plastidios a la vacuola y/o la exportación de proteínas
lala vacuola para su degradación (Dangl et al. 2000, Kinoshita et al.
9, Liu y Jagendorf 1986, Valpuesta et al. 1993, Yamada et al. 2001,
lenbachet al. 1982).

Esta evidencia indicaría que en hojas senescentes, la expresión de
:sque codifican para cisteín proteasas no sería el factor primario que
a la degradación proteolítica, sino que formaría parte de una secuencia
Lctivaciónenzimática por proteólisis de un modo posiblemente similar a
ascada de activación de caspasas que permite integrar y arnplificar
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pro-apoptosis en animales (Dangl et al. 2000, Cohen 1997,
tner2000, Martin y Green 1995).

a identificación de genes relacionados con la ruta proteolítica
¡entede ubiquitina —poliubiquitina SEN3 y proteína transportadora
uitinatipo E2- cuya expresión se incrementa durante la senescencia,
n que la formación de conjugados con ubiquitina podría estar
radaen el control de la senescencia. Sin embargo, este sistema de
iciónproteolítica no sería el agente causal de la senescencia
Ian-Wollastonet al. 2003, Dangl et al. 2000, Woo et al. 2001).

studios realizados por Woo et al. (2001) en el mutante Ore9 de
psisque muestra una mayor longevidad retrasando varios de los
.s de senescencia asociados al envejecimiento, aportan evidencia
rentalen este sentido. La caracterización del mutante indica que la
¡ORE9sería un componente del complejo de ubiquitinación SCF que
¡elmarcadoselectivo de las proteínas a ser degradadas.

siológicamente,la proteína ORE9 normal limitaría la longevidad de
removiendo,a través de un mecanismo de proteólisis dependiente de
na, proteínas blanco requeridas para retrasar el programa de
nciade la hoja en Arabidopsis.

¡racompletar la movilización de N, las proteinas hidrolizadas en la
ncia deben transferir el nitrógeno amínico hasta glutamina y
ina,que son los aminoácidos de transporte mayoritario en plantas.
‘ordanciacon esto, los niveles citosólicos de la glutamina sintasa se
lurantela senescencia. La regulación de esta enzima involucrar-ía el
nscripcionaly post-traduccional por fosforilación, lo cual evitaría su
:ión por proteasas (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al.
any Amasino 1997, Valpuesta et al. 1993).

-Degradaciónde otros componentes

s cambios en la estructura subcelular y pérdida gradual de la
ld funcional de las membranas durante la senescencia han sido

¡dos con la degradación de lípidos. La expresión de genes que
1 para lipasa, fosfolipasa D y acil-hidrolasa, así como los
ndientes a enzimas claves en la utilización de lípidos -isocitrato
nalatosintasa-, resulta inducida cuando el suministro de azúcares
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como consecuencia de la senescencia (Bleecker y Patterson 1997,
n-Wollastonet al. 2003, Dangl et al. 2000, Valpuesta et al. 1993).

ácidosnucleicos, especialmente RNA,constituyen una importante
r fósforo durante la movilización y reciclado de nutrientes
ica del proceso de senescencia (Bleecker y Patterson 1997,
-Wollastonet al. 2003, Dangl et al. 2000, Pennell y Lamb 1997).

lcrementoen la expresión de genes que codifican para RNasas se
eríamentedurante la senescencia y podría estar relacionado con
irreversible de la misma. La abundancia de RNA disminuye,
¡uelos niveles de DNAse mantienen, permitiendo que la expresión
legenescontinúe hasta la fase lítica final de la senescencia.

tsde los constituyentes relevantes que es posible reciclar a partir
dossenescentes son los iones metálicos; se ha verificado que los
Mo,Cr, S, Fe, Cu y Zn disminuyen en un 50 °/ocon respecto al
oen hojas verdes, mientras que los niveles de N, P y K se reducen
m80 % (Buchanan-Wollaston et al. 2003).

presióndiferencial de genes

cambiosestructurales y metabólicos que caracterizan el proceso
:nciase relacionan con la expresión diferencial de genes.

expresión de la mayoría de los genes denominados SDGs
cedown-regulated genes”) resulta reprimida, como por ejemplo los
lientesa proteínas relacionadas con la fotosíntesis; mientras que
tnde 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,

“¡rierson1989, Drake et al. 1996, Gan y Amasino 1997, l-Ie et al.
get al. 1993, Pennell y Lamb 1997, Smart et al. 1995).

aTabla 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 homología de secuencias y en algunos
ctividadenzimática se comprobó experimentalmente (Buchanan­
etal. 2003, Dangl et al. 2000).
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l: Función potencial de genes clonados cuya expresión resulta
ntadadurante la senescencia (adaptado de Dangl et al. 2000).

Prot.transportadora de ubiquitina
Poliubiquitina
Ribonucleasa
Malatosintasa
Isocitrato liasa
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
NAD‘malato deshidrogenasa
Fructosa 1,6-bifosfato aldolasa
Gliceraldehido3-P deshidrogenasa
Piruvatoortofosfato diquinasa
Piruvatoortofosfato diquinasa
B-Galactosidasa
Fosfolipasa D
Glutaminasintasa
Glutaminasintasa
Glutaminasintasa
Glutaminasintasa
Asparaginasintetasa
Metalotioneína I
Metalotioneína
Metalotioneína II
Metalotioneína ll
Ferritina
ATPsulfurilasa
GlutatiónS-transferasa
Catalasa
Cítocromo P450
Cítocromo P450
Cítocromo P450
PRla, relacionada a patogénesis
Quitinasa
Proteínaantifúngica
ACCoxidasa
MIP,prot. intrínseca mayoritaria
de un canal de membrana

Nicotiana sylvestn's
Papa
Arabidopsis
Pepino
Pepino
Pepino
Pepino
B. napus
B. napus
Maiz
B. napus
Espárrago
Semillas de ricino
Arabidopsis
Rábano
Arroz
B. napus
Espárrago
B. napus
Sambucus
B. napus
Arroz
B. napus
B. napus
Maiz

napus
napus
napus
napus
napus

NADH:Ubiquinona oxidoreductasa B. napus

POSIBLE FUNCION PLANTA OTROS PROCESOS3

Cistein-proteasas Arabidopsís Oiyzain y-like
Cisteín-proteasas Maíz Oryzain y-like
Cistein-proteasas Brassica napus Oryzain y-like
Cisteín-proteasas Maíz Procesamiento Vacuolar
Cistein-proteasas Arabidopsis
Cisteín-proteasas B. napus
Aspártico-proteasas B. napus

Senescencia de pétalos

Cotiledones

Post-cosecha
Hojas aisladas

Post-cosecha

Absición foliar

Inducida por estrés

Maduración de fruto
Maduración de fruto
Estrés hídrico

ipode enzima y otras situaciones en que la expresión del gen resulta inducida
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os SAGspueden ser clasificados de acuerdo a la actividad funcional
proteínas que codifican o en base al patrón de expresión que

:iandurante el progreso de la senescencia.

iabe aclarar que la nomenclatura de los genes asociados a la
:nciavaria entre especies y de acuerdo a los investigadores que los
:ntificado, SAGs en Arabidopsis, SENU en tomate, LSC en Brassica
etc.

¡sde destacar la abundancia de los genes que codifican para enzimas
¡ticasen la colección de SAGs de diferentes especies. En este grupo
1 diferenciarse tres tipos de cisteín-proteasas, unas se inducen
mentedurante la germinación de cereales, otras presentan homología
Lpapaína y el tercer grupo incluye enzimas que permiten el
amientode proteínas. Otros componentes del sistema proteolitico
lo a la senescencia incluyen SAGs que codifican para ubiquitina y
.co-proteasas.

Sibien la expresión de los SAGsse incrementa durante la senescencia,
isisdel patrón de evolución permite observar que algunos se expresan
mamentedurante el desarrollo del programa de senescencia, mientras
roslo hacen tardíamente (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et
lO,Gan y Amasino 1997, He et al. 2001).

lmodo de ejemplo, es posible indicar que en las primeras etapas se
an genes que codifican para posibles factores de regulación como
lfosfatasas,protein quinasas y receptores de quinasa. Al promediar la
renciaaumenta la expresión de SAGIZ -cisteín proteasa- y genes que
an para enzimas que degradan pared celular. En la etapa final se
'an elevados niveles de expresión de genes relacionados con el
amientode proteínas vacuolares y la movilización de carbono a partir
dos-malatosintasa, isocitrato liasa y piruvato ortofosfato diquinasa-.

AlgunosSAGsse expresan solamente durante la senescencia natural y
órganosque han sido separados de la planta, mientras que otros sólo
ucendurante la senescencia artificial.

Enparticular SAG12, que se expresa en hojas durante la senescencia
al,noes detectable cuando la senescencia se induce artificialmente por
idad,etileno o ácido abscísico.
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r Sólo unos pocos genes son altamente específicos y se expresan
'camente durante la senescencia, aunque pueden no ser específicos de

os. SAG12 y SAG13 si bien están asociados exclusivamente a la
nescencia,no sólo se expresan en hoja sino también en otros órganos
escentescomo tallos, pétalos, sépalos y carpelos.

Endefinitiva, el patrón de expresión de los numerosos genes asociados
' lasenescencia, tanto los que resultan activados como los que se reprimen,

permiteplantear un modelo simple para la regulación de la expresión
'cadurante la senescencia.

.5.-Regulaciónde la expresión génica

Gan y Amasino (1997) postularon la existencia de múltiples vías
torias interconectadas formando una compleja red que responde a

t rsos factores autónomos y ambientales y que controla el inicio y
J llo del programa de senescencia. Ciertos genes probablemente son
¿partidos entre las diferentes vías regulatorias, mientras que otros
i n ser exclusivos para determinadas rutas (figura 7).

INICIACIÓN CASCADA REGULATORIA SÍNDROMÉDE‘.‘

SENESCENCtA

, \ wwwwwwwwe"mi
- [/1 fiDegradación Í

xr ¿de cloroflla,
"¿a E _ _ _ _ _ proteínas, Ï

SEÑALES E xx I; IÍPÍdOSYRNA

AUTONOILAS/ ) >< , ><x
¡,/ —> /_’____; i Exportación
¿xx ) x\ 1 3de nutrientes ;

Í SEÑALES\ a >< N><z kmmmw __________AMBIENTALESz) I’ l xÁ

V/ ———-—)-—-—---) : ‘ " " ‘ )

\ x‘xxx Muerte
v Á j celular

a - 7: Modelo propuesto por Gan y Amasino (1997) que muestra la
'plicidadde vías regulatorias involucradas en el control del programa de
a enciaen respuesta a factores ambientales y autónomos. ?: representa

Inducidospor señales específicas, que codifican para proteínas no
nadascon la senescencia.
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Losgenes comunes entre las diferentes vías estarían involucrados en
¡ejecuciónde la senescencia, mientras que los genes únicos actuarían a un
ivelsuperior, regulando la expresión del programa de senescencia. En este
iodelo,la mutación de un gen que inactive sólo uno de los componentes de
tsvías regulatorias puede no tener un efecto significativo sobre la
mgresiónde la senescencia.

El análisis de la secuencia del promotor de varios SAGs confirma el
¡ccanismomultifactorial propuesto por Gan y Amasino (1997), ya que hasta
momentono se ha informado la existencia de elementos cis comunes en

sregionesregulatorias (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000,
set al. 2001).

Desde un punto de vista general, la señal fisiológica que iniciaría el
esarrollodel programa de senescencia sería la disminución de la eficiencia
tosintéticapor debajo del punto de compensación, esto es cuando la hoja
jadecontribuir con carbono fijado al resto de la planta.

Diversos autores coinciden en indicar que el nivel de azúcares o de
os metabolitos fotosintéticos actuarían como señal de iniciación de la

nescencia(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 y
:pondena los niveles de azúcares podría involucrar la hexoquinasa —HXK-,
e además de cumplir con su función catalítica, actuaría como sensor
>ecíficode hexosas regulando la expresión de genes relacionados con la
osíntesisy otras reacciones metabólicas.

Elrol de la HXKcomo sensor de azúcares en plantas fue estudiado por
1gy Sheen (1994) en protoplastos transformados de maíz que expresan
productos de fusión génica entre el promotor de genes relacionados con
btosíntesis -cab, rch, C4ppdk- y la región codificante del gen GUSo CAT.

Los resultados obtenidos indican que la localización del sensor de
icareses intracelular y si bien el transporte de glucosa es necesario, no es
¡cientepara desencadenar la represión de los genes cab, rch, C4ppdk.
:azúcares fosfato no actúan directamente como señal y sólo las hexosas
foriladaspor la HXKreprimen la expresión de los genes estudiados.



lonsistentecon este modelo, las hojas de tomate, Arabidopsis y tabaco
:iansenescencia prematura, acumulación de azúcares e inhibición de
:íntesiscuando la invertasa de levadura es expresada en el espacio
lularde las hojas (Dickinson et al. 1991, Gan y Amasino 1997).

¡programade sencsccncia expresa además componentes relacionados
ransducciónde señales que eventualmente serán responsables de los
sbioquimicos,fisiológicos y morfológicos que caracterizan este proceso.

ajoujet al. (2000) identificaron el gen SARK(senescence-associated
'-likekinase) específico de sencsccncia, cuya expresión se inicia en
iosestadios de la maduración de la hoja e inmediatamente antes de
videncienlos primeros sintomas de la senescencia.

patrón de expresión de SARK,que codificaria para un receptor de
quinasas, se correlaciona con la evolución del programa de
leia.Hojas maduras separadas de la planta que senescen con mayor
muestran un patrón de acumulación del SARK-mRNAsimilar; la luz
ninas que retrasan la iniciación de la senescencia, también aplazan
¡iónde SARK;la oscuridad y el tratamiento con etileno que aceleran
:encia,anticipan también la aparición del SARK-mRNA.

función deducida del gen SARK, asociada con la detección de
Itoy proteina previa a la aparición de parámetros asociados a la
cia, indicar-ia que la expresión de SARK podría regular etapas
lSen la iniciación de este programa de desarrollo.

hojas y flores de tabaco se han identificado dos factores de
ción cremallera de leucina, cuya expresión se incrementa durante
:encia, Uno de los genes, TBZF, se expresa en hojas y flores
tes, mientras que el otro, TBZI7, sólo se acumula en hojas
tes. La proteina codificada se acumula en células guarda y tejidos
esde hojas senescentes, por lo que la función de estos genes sería
la senescencia activando los genes necesarios para mantener la
l de células especificas (Yanget al. 2001).

ontrol por reguladores del crecimiento

nomento de estudiar el mecanismo de regulación de la senescencia,
ante caracterizar no sólo la función y patrón de expresión de genes
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¿lacionadoscon la iniciación y el desarrollo de este proceso, sino además
Jalizarla respuesta a los diferentes factores involucrados en su control.

Si bien la senescencia natural se presenta básicamente en función de
,edad,su iniciación y progresión puede ser modulada por reguladores del
ecimiento.

Las principales hormonas vegetales -citoquininas, giberelinas,
axinas,ácido abscísico y etileno-, además de otros reguladores como ácido
Lsmónico(JA) y ácido salicílico (SA) han sido involucrados en el control de
staúltima fase del desarrollo. Sin embargo, es importante considerar que la
:spuestaa reguladores específicos puede variar con la edad, tipo de tejido y
specieconsiderada (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Gan
Amasino1997, He et al 2001, Hildmann et al. 1992, Valpuesta et al. 1993).

Lascitoquininas parecen desempeñar un rol central en la regulación
elasenescencia y estarían involucradas en la iniciación de este proceso. En
ojasde tabaco se postuló que la disminución en el nivel de citoquininas
urantela senescencia es consecuencia de modificación en su síntesis

Singhet al. 1992a, Valpuesta et al. 1993).

Gan y Amasino (1995) utilizaron construcciones quiméricas que
onteníanel gen lPTcodificante para isopentenil transferasa, etapa limitante
nla biosintesis de citoquininas, y el promotor del gen SAGIQ específico de
enescencia,para modificar genéticamente plantas de tabaco.

Lasplantas transgénicas que expresan el gen quimérico muestran que
JdOSlosaspectos asociados a la senescencia resultan diferidos en las hojas,
oevidenciándoseanormalidades en el desarrollo asociadas con la expresión
e IPT,ya que la producción de citoquininas es autoregulada. Cuando el
ejidoinicia el programa de senescencia, el gen quimérico se induce y se
intetizancitoquininas en cantidad suficiente para retrasar la senescencia y
e este modo el promotor especifico de senescencia se atenúa. Estos
xperimentosdemostrarían que la producción de citoquininas en hojas es
apazde retrasar el inicio del programa de senescencia.

El tratamiento con etileno generalmente promueve la senescencia en
¡ojas,floresy frutos; sin embargo la respuesta puede presentar variaciones
‘ntreórganos aún dentro de la misma planta.
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Las evidencias experimentales acerca de la función regulatoria del
ilenose relacionan con la detección de niveles elevados de esta hormona

rante el inicio y desarrollo de la senescencia, con la aceleración de este
meso luego del tratamiento con etileno o su precursor ACC4 y con la
hibiciónde la senescencia cuando su síntesis se bloquea mediante el
npleode AVG, AOA5(Dangl et al. 2000, Valpuesta et al. 1993).

La caracterización del mutante de tomate “never ripe" insensible al
ileno,consecuencia de una mutación en el receptor de esta hormona,
:rmiteanalizar la función del etileno durante la senescencia de la hoja y
ganosflorales y en la maduración de los frutos (Lanahan et al. 1994).

Estas plantas evidencian un retraso en el proceso de senescencia que
totatanto a las hojas como a los órganos florales y frutos, aunque de
aneradiferencial. Las hojas, si bien tardíamente, desarrollan parámetros
miadoscon la senescencia a pesar de que la percepción del etileno resulta
oqueadapor la mutación. Las flores, aún después de la polinización no son
betadaspor el proceso de senescencia, observándose que permanecen
tactasincluso cuando el fruto inicia su desarrollo. Por su parte y como el
>mbredel mutante lo indica, los frutos nunca llegan a madurar
nmpletamente.

En conclusión, si bien en hojas el etileno acelera la senescencia, su
esenciano es esencial, mientras que en frutos es fundamental para que
:urrala maduración.

Eltratamiento de hojas, flores y frutos con etileno únicamente inducen
senescencia si los órganos han alcanzado un estado de desarrollo

lecuado.Dicho de otro modo, factores relacionados con la edad son
¡almenteimportantes en el control de esta última etapa del desarrollo
uchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Woo et al. 2001).

La respuesta al etileno presenta además una serie de interacciones
n otras hormonas como el ácido abscísico (ABA) y las auxinas que
omuevensu sintesis en determinados tejidos vegetales, mientras que las
Joquininasla inhiben. El ABA generalmente actúa como promotor de la
nescencia en hojas y flores; sin embargo los niveles endógenos no
uestrancorrelación con el desarrollo del programa de senescencia.

lCC:ácido l-amino ciclo propano l-carboxilico
NG:aminoetoxi vinil glicina, AOA:ácido amino-oxiacético
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Laaplicación de giberelinas generalmente retrasa la senescencia foliar,
unun la respuesta no siempre es la misma en diferentes especies. Los
"ectosde las auxinas son similares a los de las giberelinas, si bien en
lUChOScasos inhiben el desarrollo de este proceso en determinados
stemasla promueven (Dangl et al. 2000, Valpuesta et al. 1993).

El nivel de SA se incrementa en hojas senescentes y es capaz de
ducirla expresión de varios SAGs, aunque también activa los genes que
difican para quitinasa y PRI cuando es aplicado a hojas verdes. La
presión de SAGI2, que codifica para una cisteín proteasa específica de
nescencia y de a-VPE y 7-VEP, correspondientes a enzimas de
ocesamiento vacuolar, requieren la ruta de transducción de señales
rrespondiente 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 expresión de SAGl2 requiere además la presencia de
:tores relacionados con la edad, de un modo similar a la regulación por
,leno.En plantas deficientes en SA el proceso de senescencia parece
sarrollarse normalmente, lo cual indica que los genes controlados por SA
isonesenciales para el desarrollo de esta última fase del desarrollo

El ácido jasmónico y compuestos relacionados han sido involucrados
el control de los mecanismos de defensa contra patógenos y estrés por

ño mecánico, así como en la regulación de la senescencia, abscisión foliar
iíferentes 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 endógenos de
¡se incrementan y varias enzimas implicadas en su biosíntesis resultan
iucidas en esta etapa del desarrollo. Además, la aplicación de JA o metil
¡monatoprovoca la aparición de síntomas asociados a la senescencia como
rdidade clorofila y disminución en los niveles de RuBisCO.

Woo et al. (2001) verificaron además que el ABA, etileno y metil
imonato, comparten al menos una vía que involucra la regulación de la
presión del gen ORE9 relacionado con la limitación de la longevidad de la
ja. Es importante considerar sin embargo, que si bien estos reguladores
ntrolanel proceso de senescencia, no son esenciales para que éste ocurra.
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2.3.7.-Senescencia de pétalos

El estudio del proceso de senescencia de las flores muestra algunos
aspectosdiferenciales con respecto a los descriptos hasta aquí.

Las flores son estructuras terminales que evolucionan hacia la
formaciónde frutos o hacia la senescencia de los órganos florales. La
mayoríade estos órganos son cñmeros y están programados para morir
comoparte 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 orquídeas, claveles y petunias, la polinización
actúacomo disparador de una serie de cambios específicos en cada uno de
losórganos que la componen denominados “síndrome post-polinización”:
senescenciade pétalos, modificación en la pigmentación y transformación
delovario en fruto en desarrollo (Jones y Woodson 1997, O'Neill et al. 1993,
Tangy Woodson 1996).

En orquídeas, la señal primaria en el desarrollo del programa de
senescencia es la polinización provocando la acumulación de ACC en el
estigma.Posteriormente el ACCserá translocado al perianto donde estimulará
la producción de etileno; explicándose de este modo la coordinación
interórganosde los eventos que ocurren con posterioridad a la polinización.
Lasflores de orquídeas presentan entonces, un requerimiento absoluto de la
polinizaciónpara que ocurra la senescencia del perianto (O'Neill et al. 1993).

El estudio de la regulación del programa de senescencia en flores de
aneja indica que si bien estas flores efimeras son sensibles al etileno, la
polinizaciónno estaría involucrada en el inicio del programa de senescencia
enlacorola (Granell et al. 1997, Orzáez et al. 1999).

Los pétalos de las flores dc arveja parecen funcionar de un modo
autónomo con respecto a la interacción con otros órganos ya que la
senescencia se inicia casi al mismo tiempo en flores polinizadas, no
polinizadasy en pétalos aislados. El programa de senescencia floral estaría
preestablecidoy respondería a un reloj interno más que a la coordinación
ínterórganos.

Otras flores efimeras como Hemerocallis sp. son insensibles al etileno y
presentan senescencia y muerte celular luego de un período de 24 hs.
despuésde la antesis, ocurra o no la polinización. En este caso, el ABA
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odríaestar involucrado en el mecanismo de control de la senescencia

'anavaset al. 1998).

Los cambios bioquímicos asociados a la senescencia de pétalos
nuestrananalogía a los ya descritos en relación a la senescencia foliar. Es
nprocesoactivo, requiere la expresión de nuevos genes que eventualmente
anducirán a un incremento en la actividad de enzimas hidroliticas,
egradaciónde macromoléculas e incremento en la actividad respiratoria.

En las flores sensibles al etileno en que el inicio del programa de
:nescenciadepende de la polinización, se ha observado un incremento en la
¡presiónde los genes relacionados con la síntesis del etileno -ACC oxidasa
ACCsintetasa-, en el estigma y el ovario. Los pétalos sin embargo, sólo
nuestranun aumento en los niveles de transcripto correspondientes a la
CCoxidasa, que le permiten utilizar el ACC translocado desde el ovario
1rala síntesis de etileno (O'Neill et al. 1993, Tang y Woodson 1996).

Las flores de arveja, también sensibles al etileno aunque
[dependientesde la polinización para iniciar el proceso de senescencia,
ridencianun aumento en los niveles de transcriptos para ACC oxidasa y
CCsintetasa tanto en pétalos como en el estilo, lo cual concuerda con la
dtade interacción entre órganos durante el desarrollo de la senescencia
[formadapor Orzáez et al. (1999).

Durante la senescencia de los pétalos, se han identificado además
ros genes no involucrados en la producción de etileno y cuya expresión
¡ríapor acción del etileno. En pétalos de arveja se ha observado que la
(presióndel gen dad, homólogo a un supresor de muerte celular en
nimales,disminuye después de la antesis llegando a desaparecer en pétalos
:nescentes y resulta reprimido por etileno. Estos autores observaron
demás fragmentación del DNA y condensación nuclear, eventos
uacterísticos de la apoptosis (Orzáez y Granell 1997).

En flores de Hemerocallis (insensibles al etileno), la senescencia de los
étaloses acompañada por disminución en la permeabilidad de membrana,
umentoen la peroxidación de lípidos y un incremento en la actividad de
nzimashidroliticas -proteasas y RNasas- (Panavas et al. 1998). En este
istema,se han identificado además varios clones de cDNA cuya expresión
stáasociada a la senescencia; uno de ellos -Sen10- codifica para una
roteínahomóloga a otras tiol-proteasas de plantas (Valpuesta et al. 1993).



INTRODUCCIÓN 49

3.8.-Senescencia de ovarios

El ovario, otro de los órganos que componen la flor, también evidencia
mbiosimportantes con posterioridad a la polinización, aunque en este
sose relacionan con el proceso de fructificación y desarrollo de los frutos.
¡estos órganos, el programa de senescencia se inducirá en ausencia de
Límulosrelacionados con la polinización o de factores capaces de inducir
partenocarpia (Fos et al. 2000, Gillaspy et al. 1993, Granell et al. 1997,
nchez-Beltrán et al. 1992).

En arveja, ccuando la polinización se evita emasculando las flores, los
ariosno polinizados crecen ligeramente por un corto período de tiempo y
isteriormenteinician el programa de senescencia que finaliza con la muerte
¡bscisióndel órgano (García-Martinez y Carbonell 1980).

En una primer etapa, el ovario no polinizado permanece en un estado
úescentepor aproximadamente 48 hs. después de la antesis, siendo
:tible revertir este proceso por aplicación de GAa, iniciándose
¡steriorrnenteun proceso degenerativo.

A nivel celular los primeros síntomas claros de pérdida de
mpartimentalizaciónno son detectables hasta 3 dpa (Vercher y Carbonell
D91).Estos cambios se caracterizan por iniciarse el plegamiento y lisis de
scélulas del endocarpio y por desaparecer los gránulos de almidón del
esocarpioy endocarpio. El proceso degenerativo continúa durante los 4-5
>a,el tonoplasto deja de ser visible en la mayor parte de las células y
gunasellas evidencian signos de lisis (Vercher et al. 1987).

La senescencia de los ovarios va acompañada por la aparición de
:tividadesproteolíticas que no se detectan en los ovarios tratados con GA3o
¡andose permitió la polinización natural (Carbonell y García-Martínez
l85,Carrasco y Carbonell 1988, 1990, Cercós y Carbonell 1993, Cercós et
. 1993, Vercher et al. 1989), condensación nuclear y fragmentación
temucleosomal del DNA (Orzáez y Granell 1997).

Estas diferencias son detectables a partir de los 3 dpa y se
Iracterizanpor un marcado aumento en la actividad proteolítica, así como
Jl'la aparición de dos bandas en el zimograma de proteasas. Al mismo
empo,empleando técnicas histoquímicas, fue posible observar la aparición
:unanueva proteasa en el endocarpio que coincide con la degeneración del
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ismoy un considerable aumento de la actividad en el óvulo (Vercher et al.
'89).

Granell et al. (1992), empleando una sonda heteróloga -cDNA C14-,
lecodifica para una cisteín proteasa que se acumula en frutos de tomate
metidos a bajas temperaturas, caracterizaron la expresión temporal y
pacialde una tiol proteasa de la familia de la papaina que se induce en
'ariossenescentes de arveja y a la cual denominaron tpp.

Ninguno de estos acontecimientos se observa cuando se induce la
Jctificaciónde forma natural o por tratamiento con GAa. De este modo, la
¡senciade estas actividades proteolíticas una vez inducido el proceso de
Jctificaciónsugieren un control hormonal del destino del ovario.

-PROTEASAS COMO REGULADORES BIOLÓGICOS EN PLANTAS

1.- CLASIFICACIÓN

La degradación de proteínas en la célula es llevada a cabo por las
Dteasas,siendo este término equivalente a péptido hidrolasas.

Lamayoria de las proteasas son endoproteasas o exoproteasas aunque
gunaspresentan ambas actividades. Las endoproteasas (EPS)además de
idrolizaruniones peptídicas internas, pueden reaccionar con el extremo
ninoo carboxilo de la cadena polipeptidica. Su clasificación considerando
lespecificidadde sustrato es dificil y poco práctica, motivo por el cual se
lSha clasificado sobre la base del mecanismo de reacción o las

iracteristicas del sitio activo en serín-, cisteín-, aspártico- y metalo­
roteasas(Huffaker 1990, Rawlings y Barret 1993, San Segundo 1993).

Las exoproteasas liberan secuencialmente aminoácidos a partir de
mbosextremos de la cadena peptídica. Se denominan aminopeptidasas si
ctúan sobre el N-terminal y carboxipeptidasas si actúan sobre el C­
:Imínal.

\.2.-FUNCIÓN BIOLOGICA DE LA DEGRADACIÓN DE LAS PROTEÍNAS

Las proteínas vegetales, al igual que en bacterias y células animales,
on continuamente degradadas y reemplazadas. La composición y
oncentraciónde proteínas en las células son determinadas no solamente
orsíntesis, sino también por degradación de las mismas.
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Deeste modo las plantas pueden cambiar el nivel y tipo de proteínas
uranteel desarrollo y adaptarse a nuevas condiciones ambientales
luchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Huffaker 1990, San
egundo1993, Vierstra 1993).

La acción de las proteasas en las células puede ser dividida en dos
¡tegorías,proteólisis parcial en que solamente se hidroliza una unión
:ptídicao un número limitado de ellas y degradación completa donde la
Ipturade todas las uniones peptídicas permite la liberación de aminoácidos
JCpueden ser reciclados para la síntesis de otras proteínas (figura 8).

Losmecanismos específicos de degradación completa, previa remoción
:cofactores o marcado molecular con ubiquitina, permiten eliminar
roteínasanormales, ajustar la relación entre subunidades en proteínas
igoméricasy regular el nivel intracelular de ciertas proteínas asociadas a
¿terminadasetapas del desarrollo (figura 8.A). Por su parte, la proteólisis
¡rcialdesempeña varias funciones entre las cuales se incluyen la
aduración de proteínas y activación por remoción de subunidades
hibitorias (figura 8.B).

2.1.-Proteólisis completa

En general, cuando los sitios catalíticos y alostéricos de una enzima
:tán ocupados por un apropiado balance de sustratos y efectores
etabólicos,la enzima es relativamente resistente al ataque de proteasas.
eestemodo, una enzima que está siendo empleada en una vía metabólica
:u'vaserá menos suceptible a la proteólisis con respecto a otra que está
Brandopor debajo de su capacidad.

Un ejemplo de esta situación puede observarse en la senescencia.
uranteel desarrollo de este proceso, cuando disminuye el suministro de
¡ergíapara la fotosíntesis y decae el flujo de carbono a través del Ciclo de
alvin,puede observarse que las enzimas involucradas en este ciclo son
eferencialmente degradadas, en comparación a las que metabolizan
ninoácidosque están totalmente ocupadas en procesar los productos
nnadospor acción de proteasas (Dangl et al. 2000).
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«Figura8: Regulación de la actividad de diferentes tipos de proteínas a
través de la acción de proteasas. A: La degradación completa, previa
¿remociónde cofactores o marcado molecular con ubiquitina, permite regular
(elnivelde proteínas específicas. B: La proteólisis parcial puede conducir a la
activación de ciertas proteínas removiendo el dominio inhibitorio o la
subunidad regulatoria (adaptada de Dangl et al. 2000).

i’3.2.1.1.-Degradación de proteínas anormales

Una de las funciones más importantes de la degradación completa de
; proteínas se relaciona con el mantenimiento de la integridad celular
peliminandoproteínas anormales que pueden producirse por mutaciones,
‘erroresen la biosíntesis, desnaturalización espontánea, daños inducidos por
,yradicaleslibres o por condiciones ambientales adversas.



Enciertascondiciones, las proteínas dañadas pueden ser reparadas
ayudade chaperoninas que permite recuperar la conformación nativa.
bargo,cuando esto no es factible, la proteólisis es la única forma de
r estas macromoléculas que podrían acumularse hasta niveles
parala célula (Spremulli 2000, Vierstra 1993).

'nejemplode esta situación puede observarse durante la inactivación
nsporte de electrones fotosintético causado por condiciones de
:ión supraóptimas que provocan daño oxidativo del centro de
ldel fotosistema II, particularmente la proteina D1. En este caso, la
Lcióndel flujo electrones involucra la degradación selectiva de la
D1y el reemplazo por su contraparte funcional sintetizada de novo

r 1990, Mattoo et al. 1984, Spremulli 2000).

reconocimiento de proteinas dañadas o incorrectamente plegadas
relacionado con un incremento en el número de residuos
¡cos expuestos en la estructura proteica, que normalmente están
:n el interior para evitar su interacción con el agua. Estas regiones
¡cas actuarían como sitios de unión para otras proteínas que
r1la actividad de enzimas proteolíticas.

s proteínas anormales, previo a su degradación, forman agregados
lI'CSinsolubles espontáneamente de modo tal que son rápidamente
adas antes de que puedan interferir con las funciones celulares
lli 2000, Vierstra 1993).

- Control de acumulación estequiométrica de subunidades y relación
enzima/cofactor

s mecanismos de proteólisis completa permiten además controlar la
lción de las subunidades de proteínas oligoméricas en la
metría correcta, así como mantener una adecuada relación de las
con sus cofactores (Spremulli 2000, Vierstra 1993).

ha verificado que en condiciones experimentales que provocan la
in específica de la síntesis de la subunidad mayor de la RuBisCO
da en el cloroplasto, el exceso de la subunidad pequeña, codificada
ícleo, es específica y rápidamente degradada luego de ser importada
cloroplasto por un sistema proteolítico de expresión constitutiva. De
) similar, la proteína de unión a clorofila a/ b y la plastocianina son
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catabolizadasen ausencia de sus respectivos cofactores, clorofila y Cu2+
(Huffaker1990, Spremulli 2000, Vierstra 1993).

3.2.1.3.-Regulación metabólica asociada al desarrollo y a cambios
ambientales

La proteólisis total ha sido también estudiada durante la adaptación a
los cambios ambientales y en la regulación metabólica vinculada a
determinadosestadios del desarrollo. En este caso, el mecanismo de control
involucramodificaciones que conducen a una disminución en la vida media
deciertas enzimas que catalizan el primer paso o la etapa limitante de una
determinadavía metabólica y en forma paralela, atenúa su síntesis, de modo
talque el flujo de sustrato a través de la ruta metabólica resulta disminuido
(Vierstra 1993).

Este tipo de regulación por proteólisis también puede involucrar rutas
metabólicas completas, especialmente las asociadas a determinadas
organelas.La transformación de peroxisomas en glioxisomas asociada a la
senescencia foliar y descripta en el apartado anterior, requiere la
degradaciónde las enzimas, que previamente fueron importantes, a medida
queel orgánulo asume la nueva función (Buchanan-Wollaston et al. 2003,
Danglet al. 2000, Graham et al. 1992, Valpuesta et al. 1993).

Un mecanismo de control similar se observa en la regulación de la
actividad de proteínas específicas cuya presencia o ausencia puede
determinarun programa de desarrollo particular. Estas proteínas incluyen
electoresdel ciclo celular, reguladores del desarrollo, proteínas homeóticas,
factores de transcripción, protein quinasas y productos de oncogenes
[Doerner2000, Glotzner et al. 1991, Spremulli 2000, Vierstra 1993).

El desarrollo de las distintas fases del ciclo celular involucra varias

proteínasreguladas a nivel transcripcional y post-traduccional, siendo la
lestrucción de ciertas proteínas, en momentos determinados, esencial para
:lprogreso del ciclo celular (Doerner 2000, Genschik et al. 1998, Glotzner et
il. 1991, Joubes et al. 1999, Vierstra 1993).

La proteólisis afecta las ciclinas G1, ciclinas mitóticas, inhibidores de
a quinasa dependiente de ciclina (CKI), proteínas involucradas en la
separación de cromátidas y componentes del huso mitótico, mediante



INTRODUCCIÓN 55

mecanismosque involucran el marcado selectivo con ubiquitina y la acción
degradativadel proteasoma 268.

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

En el control del ciclo celular interviene un complejo enzimático CDK­
ciclina,en el que la subunidad catalítica es una quinasa de proteinas
Ser/Thrdependiente de ciclina (CDK)y la subunidad regulatoria pertenece a
la familia de ciclinas. La subunidad catalítica en forma individual no

presentaactividad y su unión a ciclinas es el primer paso en la activación
delcomplejo CDK-ciclina. La actividad específica del complejo enzimático
dependeno sólo de la disponibilidad y unión a ciclinas, sino también del
estadode fosforilación/defosforilación de la propia quinasa y de la presencia
deinhibidores y/o reguladores de CDK.

En la transición desde la fase G1 a S, la ciclina G1 debe ser degradada
para permitir la interacción de CDK con la ciclina S, iniciándose así un
nuevociclo celular. En esta etapa el inhibidor de CDK es capaz de bloquear
la actividad quinasa uniéndose al complejo ciclina S-CDK, por lo cual
tambiéndebe ser degradado para permitir el inicio de la fase S.

En las últimas etapas del ciclo celular, desde la metafase a la anafase,
la acción de proteasas es necesaria para permitir la separación de las
cromátidas y segregación de los cromosomas así como para degradar la
ciclinamitótica M que conduce a la inactivación de la actividad quinasa del
complejoCDK-ciclina M, finalizando así la mitosis.

3.2.1.4.- Movilizacióny redistribución de aminoácidos

Otra de las funciones asociada a la degradación completa de las
proteínas en vegetales, se relaciona con el suministro de los aminoácidos
necesariospara el mantenimiento de la homeostasis celular y la síntesis de
componentes asociados al crecimiento. Aunque las plantas, como
organismosautótrofos, son capaces de sintetizar aminoácidos de novo, una
fracciónsustancial de las nuevas proteínas proviene de los aminoácidos
reciclados (Huffaker 1990, Vierstra 1993).
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Comose analizara en la sección anterior, los procesos de muerte
larprogramada involucran la inducción de genes relacionados con
mismosde proteólisis selectiva por acción directa de proteasas o previa
acióncon ubiquitina, que permiten la movilización y redistribución de
¡oácidoshacia órganos en desarrollo o tejidos de almacenamiento.

Durantela germinación de semillas de cereales la mayor parte de los
oácidosrequeridos para el crecimiento de la plántula dependen de la
n especifica de proteasas sobre las proteínas almacenadas en las
las.

Enuna primer etapa, las reservas proteicas de la capa de aleurona son
¡das para la síntesis y secreción de enzimas hidrolíticas que actúan
loscompuestos almacenados en el endosperrna y, en la etapa final, las
¡las acumulan proteasas y nucleasas que permiten concluir la
zación de las reservas hacia la plántula en desarrollo (Bethke et al.
Danglet al. 2000, Esau 1985, Pennel y Lamb 1997).

La presencia de proteasas y otras enzimas hidrolíticas durante la
nación, se encuentran bajo estricto control hormonal, el ácido
licoinduce la sintesis y/o secreción de estas enzimas, mientras que el
abscísico antagoniza estos efectos (Granell et al. 1998, Hammerton y
86, Koehler y l-lo 1988, 1990a, 1990b, San Segundo 1993).

Losmecanismos de proteólisis selectiva son particularmente evidentes
te la senescencia de hojas y flores, donde se observa que la
zacióny redistribución de las proteínas puede alcanzar el 70 % de la
ia total (Buchanan-Wollaston et al. 2003, Dangl et al. 2000, Drake et
)6, Huffaker 1990, Jiang et al. 1993, Valpuesta et al. 1993).

-Proteólisis parcial

En lo que respecta a los mecanismos de proteólisis parcial, éstos le
'en a la célula importantes ventajas relacionadas con la maduración
teínas, modulación de su actividad e incluso lograr su inactivación.

[‘odas las proteinas, excepto aquellas que permanecen en el mismo
rtimiento en que son sintetizadas, presentan un péptido señal que
lina la localización subcelular precisa de cada proteína. Una vez
ado su destino final, esta señal es removida por proteólisis parcial y la



INTRODUCCIÓN 57

proteína finalmente adopta su conformación activa (Huffaker 1990,
Spremulli2000, Vierstra 1993).

Este procesamiento puede observarse en la mayoria de las proteínas
delestroma. La subunidad menor de la RuBisCO, proteína de unión a
clorofllaa/ b y plastocianina, entre otras proteínas son sintetizadas como
precursoresde mayor tamaño molecular en el citoplasma, transportadas
haciael cloroplasto donde son procesadas por proteasas del estroma y
finalmente ensambladas en la proteína madura (Huffaker 1990, San
Segundo 1993).

Otros eventos de procesamiento proteolítico eliminan segmentos del
polipéptidooriginal. Durante la maduración de la proteína D1, componente
delcentro de reacción del fotosistema II, el dominio C-terminal es removido
luegode su incorporación al fotosistema, siendo la proteólisis parcial
esencialpara el transporte de electrones (Huffaker 1990, Spremulli 2000).

La acción limitada de proteasas también está involucrada en la
generación de sistemina, hormona inducible por daño mecánico en
vegetales.Al igual que otras hormonas peptídicas en animales, la sistemina
es inicialmente sintetizada como un precursor mucho mayor, de 200
aminoácidos,que debe ser procesado proteolíticamente para producir la
hormonaactiva de sólo 18 aminoácidos (Spremulli 2000, Vierstra 1993).

3.3.-Commnmn'muucrón DEDIFERENTESRUTASPROTEOLÍTICAS

La degradación de proteínas en la célula es un proceso altamente
selectivoque involucra diferentes mecanismos de modo tal que las plantas
pueden determinar de manera precisa el reconocimiento de proteínas
blanco,el momento y la localización en que se deben activar cada una de las
rutasproteolíticas.

La distribución de proteasas en los diferentes compartimientos de la
célulaindica la presencia de rutas proteolíticas específicas asociadas a la
localizaciónsubcelular, con mecanismos diferenciales en el control de su
actividad(figura 9).

La ruta proteolítica de cada compartimiento se relaciona con el origen
evolutivode las diferentes organelas; por ejemplo los cloroplastos y
mitocondriasemplean proteasas más estrechamente relacionadas con las
encontradas en organismos procariotas que con las detectadas en el
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' citoplasma de células vegetales (Huffaker 1990, Maurizi 1992, Spremulli
i 2000,Vierstra 1993).
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j Figura9: Distribución de proteasas en los diferentes compartimientos de
Ï una célula vegetal. En algunos casos, se observa secreción de proteasas
" haciael apoplasto (adaptado de Spremulli 2000).

3.3.1.-Vacuola

p La vacuola es el principal compartimiento donde ocurre la degradación
’4demacromoléculas como proteínas, ácidos nucleicos y oligosacáridos en las

diferentesetapas del desarrollo de las plantas superiores. Estos orgánulos
actuaríancomo lisosomas y la degradación de macromoléculas y orgánulos
5ocurriríaprincipalmente por invaginaciones del citoplasma.

Durante la senescencia, se ha verificado que los cloroplastos luego de
j interaccionarcon la membrana del tonoplasto son incorporados a la vacuola

dondeocurriría la degradación de los componentes celulares (Cercós et al.
,}1993,Huffaker 1990, Wittenbach et al. 1982).

En ovarios senescentes de arveja se ha caracterizado una cisteín
t proteasaactiva sobre RuBisCO localizada en el tonoplasto, especialmente en

invaginaciones de la vacuola que atrapan porciones de citoplasma,
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ídenciándosede este modo la función de esta organela en la proteólisis de
¡teríalescitoplasmáticos durante la senescencia (Cercós et al. 1993).

Las actividades proteolíticas localizadas en la vacuola son
:loproteasasque presentan muy baja especificidad de sustrato, por lo cual
selectividad del proceso degradativo en el tonoplasto estaría más
acionadacon el transporte específico de proteínas o de organelas a la
:uolaque con la especificidad de las proteasas vacuolares hacia un tipo
rticularde sustrato (Huffaker 1990).

Para degradar las macromoléculas, las vacuolas acumulan varias
zimashidrolíticas durante la senescencia. Las proteínas vacuolares,
:luyendolas enzimas hidrolíticas, son sintetizadas en el reticulo
ioplásmico rugoso como precursores de mayor tamaño molecular y
nsportadas hacia la vacuola donde se acumulan como agregados
lCthOS.La maduración posterior de estas proteínas depende de la acción
enzimas de procesamiento vacuolar —VPE—,un tipo de cisteín proteasa
1 especificidad hacia residuos asparagina (Kinoshita et al. 1999,
royanagiet a1. 2002, Yamada et al. 1999, 2001).

En los cuerpos proteicos, forma especializada de vacuola en los tejidos
reserva de semillas, la maduración de varias proteínas de semillas

iendede la actividad VPE, que a su vez es sintetizada como precursor
.ctivo,aunque su activación es autocatalítica y no necesita de factores
cionalespara producir la enzima activa.

Durante la senescencia en hojas y en respuesta a varios tipos de
rés,el análisis del patrón de expresión de a-VPE y 7-VPE,específicos de
anosvegetativos, muestra que los niveles de transcriptos se incrementan
formaparalela al nivel mRNA correspondiente al gen SAG2 específico de
«escencia,por lo que las VPE podrían regular la activación de ciertas
>teínasfuncionales en las vacuolas líticas.

I.2.-Cloroplastos

Los cloroplastos representan el mayor depósito de nitrógeno en los
dosfotosíntéticos. En particular la RuBisCO es la primera que resulta
:radada durante la senescencia a través de dos mecanismos que
Jendende la incorporación de los plastidios a la vacuola y de la actividad
proteasasde localización cloroplástica (Dangl et al. 2000, Huffaker 1990,
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Liuy Jagendorf 1986, Thomas y Stoddart 1980, Valpuesta et al. 1993,
Wittenbachet al. 1982).

La mayor velocidad de degradación de constituyentes del cloroplasto,
clorofila,proteínas y especialmente RuBisCO, en relación con la reducción
enelnúmero de plastidios durante la senescencia, sería un indicador de la
capacidadde los cloroplastos para degradar sus propios componentes.

Una de las proteasas asociada a los cloroplastos requiere ATP y
presentahomología con la proteasa ClpAP de E. coli. La presencia de ClpAP
encloroplastos fue determinada en base a estudios de comparación de
secuenciascon las subunidades clonadas en E. coli y su función estaria
relacionadacon la degradación de proteínas anormales y la movilización de
Jitrógenodurante la senescencia foliar (Dangl et al. 2000, Huffaker 1990,
LiuyJagendorf 1986, Spremulli 2000, Vierstra 1993, Wardly et al. 1984).

Esta proteasa es un complejo multimérico compuesto por dos tipos de
¡ubunidadesClpP y ClpA, codificadas por el genoma del cloroplasto y por el
)NAnuclear respectivamente. ClpP presenta actividad serín proteasa
ndependientede ATPy ClpA se une y activa la subunidad ClpP en presencia
le ATP. La ruptura del enlace peptídico por esta proteasa requiere la
lldl’ÓlÍSÍSdel ATP, presumiblemente promoviendo la asociación del complejo
llpAPa los sustratos a ser degradados.

Como se describiera previamente, los cloroplastos son capaces de
ontrolarla acumulación de subunidades de proteínas oligoméricas en la
stequíometríacorrecta, mantener una adecuada relación de las enzimas
on sus cofactores y permitir la maduración de proteínas, a través de la
cciónselectiva de proteasas de procesamiento localizadas en el estroma,
uyaespecificidad se relacionar-ía con la secuencia del péptido señal de las
roteínasimportadas desde el citoplasma. Entre las proteasas estudiadas en
loroplasto es posible mencionar además endoproteasas EPI-5, amino­
eptidasasAPI-3 y exoproteasas.

.3.3.-Otras organelas

En otros compartimientos de las células vegetales como mitocondria,
eroxisomas y retículo endoplásmico se ha informado la presencia de
roteasas, aunque la información acerca del mecanismo que emplean para
agradarsus proteínas es escasa. En cada caso la ruptura de los enlaces
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neptídicosno es indiscriminada sino, por el contrario, es un proceso
ltamenteselectivo (Spremulli 2000, Vierstra 1993).

En mitocondria, se ha caracterizado parcialmente una proteasa,
ependientede ATP,responsable de la degradación de proteínas anormales y
structuralmenterelacionada con la proteasa La de E. coli (Spremulli 2000,
ierstra 1993).

El movimiento de proteínas a través del reticulo endoplásmico y
stemassecretorios asociados involucra una serie de pasos que deben
:cgurar el transporte al destino correcto. Las proteínas plegadas
correctamente o aquellas que no se ensamblan en la estequiometría
Irrecta son retenidas en el reticulo endoplásmico y eventualmente
agradadaspor su propio sistema proteolítico.

3.4.-Citoplasma y núcleo

La degradación de las proteínas en el citoplasma y núcleo se realiza
r una vía dependiente del marcado molecular con ubiquitina y posterior
cióndel proteasoma 268 donde ocurre la ruptura de los enlaces peptídicos
naporte de energía en forma de ATP(Huffaker 1990, Speranza et al. 2001,
iremulli2000, Vierstra 1993).

Estos autores informan que existirían además otros mecanismos de
)teólisis asociados al citoplasma que incluirían la importación de
stratos hacia la vacuola, una proteasa activada por calcio denominada
.pajna, la subunidad 208 del proteasoma y la multipaína, una tiol
>teasade elevado peso molecular relacionada al proteasoma 2OS.

I.5.-Proteólisis dependiente de ubiquitina

La ubiquitina, detectada en forma libre o conjugada a diversas
)teínas del citoplasma y del núcleo, es una proteína pequeña de 76
,inoácidos altamente conservada en animales, hongos y plantas
Jeriores,presentando una estructura primaria idéntica entre las plantas
uninadas. La estructura tridimensional evidencia un dominio globular
npacto y un segmento prominente flexible correspondiente al extremo
erminal,donde se une covalentemente la proteína a ser degradada.
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Laconjugación de ubiquitina a una proteína blanco requiere ATPy es

adaa cabo por una mecanismo multienzimático que involucra la acción
_ encialde tres enzimas El, E2 y E3 (figura 10).

El ciclo se inicia con la activación de la ubiquitina libre por E1 y
sterior transferencia de la ubiquitina activada a E2. A continuación, con la
r: 'cipación de E3 en el reconocimiento específico de la proteina a ser

egradada, la ubiquitina unida a E2 se transfiere a la proteína blanco
formándoseuna unión isopeptídica entre el grupo s-amino de una cadena
teral del residuo lisina de la proteína blanco y el grupo carboxilo terminal
fdelaubiquitina. Múltiples residuos de lisina de la proteína a ser degradada
Ïpuedenser conjugados por este mecanismo.
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Figura 10: Representación esquemática del mecanismo de proteólisis

' dependiente de ubiquitina (? ). La enzima E1 activa la ubiquitina, la
l

transfierea E2 y ésta con la participación de E3 permite la conjugación de la
Ï ubiquitina con la proteína blanco. Luego de varios ciclos de ubiquitinación,

elcomplejoproteína-ubiquitina puede ser degradado por el proteasoma 26s
oser disociado por una isopeptidasa y regenerar ambas proteínas intactas
[adaptadode Vierstra 1993).
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Una vez que una proteína fue marcada con ubiquitina existen dos
»síbilidades.La más probable es que sea sustrato del proteasoma 268
¿gradándosecompletamente con consumo de ATPy la ubiquitina, liberada
l forma intacta, puede ser reutilizada en el marcado molecular de otras
“oteínas.La segunda posibilidad es la ruptura de la unión covalente entre
proteína blanco y la ubiquitina por acción de un tipo de ubiquitín-proteín
drolasao isopeptjdasa liberando ambas proteínas sin alteraciones.

El proteasoma 268 es un gran complejo multicatalítico detectado en
tosoly núcleo que reconoce preferencialmente sustratos con cadenas de
)liubiquitina.Está compuesto por dos partículas relativamente estables, el
'oteasoma208 con una estructura cilíndrica que contiene múltiples sitios
italíticosen el lumen con actividad peptidasa independiente de ubiquitina,
laspartículas regulatorias 19S que se unen en ambos extremos del cilindro
1raformar la estructura 26S.

La asociación de las partículas regulatorias al núcleo catalítico
equiereATP y su función está relacionada con la especificidad de este
lecanismoproteolitico ya que regula el acceso de las proteínas marcadas
mubiquitina al interior del proteasoma donde ocurre la degradación. Se ha
:mostrado sin embargo, que en algunas situaciones la degradación de
roteinaspor el proteasoma 268 no requiere ubiquitinación (Jariel-Encontre
:al. 1995, Murakami 1992).

En plantas, la ruta proteolitica dependiente de ubiquitina presenta un
)lintegralen el recambio de numerosas proteínas intracelulares. Entre las
mciones controladas por este mecanismo de proteólisis se incluyen
rocesosde fotomorfogénesis, senescencia, respuesta a diferentes tipos de
strés, respuesta hipersensible, diferenciación de tejidos vasculares,
esarrollo,maduración y germinación del grano de polen, crecimiento del
ubopolínico, formación de semillas y regulación del ciclo celular, entre
tros(Genschik et al. 1998, Huffaker 1990, Speranza 2001).

En varios de estos procesos, la ubiquitinación puede ser reversible y
lterar la actividad de proteínas aceptoras de un modo similar a la
Dsforilaciónde proteínas. Esta función, aunque no comprobada
experimentalmente,fue deducida a partir de la detección de conjugados
netabólicamenteestables de ubiquitina con actina, histonas y receptores de
¡uperficie(Vierstra 1993).
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3.3.5.l.- Degradación de la forma activada del fitocromo (Hr)

Un ejemplo del control que puede ejercer este mecanismo de
JI'OtCÓlÍSÍSsobre procesos de fotomorfogénesis puede observarse en la
:onversión del ñtocromo regulada por luz (Bergareche y Moysset 1993,
luffaker 1990, Spremulli 2000, Vierstra 1993).

El fitocromo que actúa como fotorreceptor, es una cromoproteína que
>uedeexistir en dos formas fotoconvertibles, la fisiológicamente inactiva (Pr)
¡ueabsorbe luz roja, y la forma activa (Pfr) que absorbe luz en la zona del
espectrorojo lejano. El fitocromo está formado por dos monómeros idénticos
le124kDa, cada uno de los cuales se une covalentemente al cromóforo.

Cuando la forma Pr del fitocromo absorbe luz roja se transforma en la
DrmaPfr activa y es capaz de iniciar diversos procesos regulados por luz. La
estructura biológicamente activa Pfr, cuya vida media es 100 veces menor
ronrespecto a Pr, se degrada rápidamente por un mecanismo dependiente
lelmarcado molecular con ubiquitina.

En plántulas de diversas especies cultivadas en oscuridad, se ha
Iomprobadouna rápida poliubiquitinación del fotorreceptor Pfr. Luego de
cparar las proteínas por SDS-PAGE, se observó que el polipéptido de 124
Dase pierde selectivamente, no encontrándose péptidos de menor tamaño,
ocual indican’a la rápida degradación del conjugado Pfr-ubiquitina hasta
minoácidos. El empleo de anticuerpos que reconocen ubiquitina permitió
.demás,detectar conjugados entre la proteína ñtocromo con una o más
moléculasde ubiquitina (Shanklin et al. 1987).

Previo a la degradación, Pfr forma agregados en un proceso
lependiente de energía. Es probable que la formación de estos agregados
luesecuestran la forma Pfr del fitocromo, sea un paso intermedio en el
econocimientodel conjugado por las proteínas E2/ E3 correspondientes al
necanismode proteólisis dependiente de ubiquitina.

La diferencia en la estabilidad de las formas activa e inactiva del

.tocromopodría estar relacionada con la presencia de una región PEST,
ecuencias ricas en prolina (P), glutámico (E), serina (S) y treonina (T)
aracterísticas de proteínas de vida media muy corta, más accesible a
troteasasen Pfr que en Pr (Bergareche y Moysset 1993).
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3.5.2.-Recambio de proteínas en relación al crecimiento del tubo polínico

Lafunción del proteasoma 268 en otros procesos, como la regulación
Icrecimientodel tubo polínico en Actidinia deliciosa ha sido analizada por
eranzaet al. (2001).

El empleo de anticuerpos policlonales permitió detectar ubiquitina
'ey varios conjugados de ubiquitina con diferente masa molecular en
ractosgranos de polen, observándose además que durante la germinación
recimiento del tubo polínico se produce un incremento en el marcado
lecularde proteínas con ubiquitina.

Mediante el empleo de inhibidores específicos de la actividad
teolítica del proteasoma 268, estos autores comprobaron que este
:anismo de proteólisis, presente en los extractos de grano de polen en
rentes estadios, está involucrado en el recambio de proteínas necesario
ala organización y crecimiento del tubo polínico.

5.3.- Degradación de proteínas ubicadas en compartimientoincorrecto

El sistema proteolítico dependiente de ubiquitina esta involucrado
bién en el reconocimiento y degradación de proteínas ubicadas en el
.partimiento incorrecto.

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

extremo de ciertos aminoácidos como Met, Thr, Ser, Gly y Val
esponden a proteínas relativamente estables mientras que cuando están
¿entes otros aminoácidos como Lys, Arg, His, Phe, Tyr, Trp, Leu, lle, Glu,
, Gln y Asn las proteínas son rápidamente degradadas por el sistema
[uitina (Huffaker 1990, Spremulli 2000, Vierstra 1993).

En la mayoria de las proteínas citoplasmáticas el extremo amino se
lentra acetilado o presenta uno de los aminoácidos del primer grupo que
mñeren estabilidad, mientras que las proteínas de otros compartimientos
stran aminoácidos del segundo grupo no acetilados. De este modo, el
nocimiento de la identidad del grupo amino terminal de la proteína
:tituiría el mecanismo por el cual el sistema ubiquitina detecta errores
a localización subcelular de proteínas, en particular a través de las
eínas E2/ E3.
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Si bien inicialmente todas las proteínas del citoplasma presentan
metioninaen el extremo amino que estabiliza la cadena polipeptídica, la vida
mediade las proteínas puede ser modificada eliminando esta metionina por
acciónde una aminopeptidasa que expone el segundo aminoácido o
incorporandoun aminoácido desestabilizante como arginina al extremo
aminoa través de una arginil-tRNA-proteín transferasa.

3.4.- CISTEÍN PROTEASAS

El grupo de cisteín proteasas (CP) ha recibido especial atención por
partede los investigadores dada la relevancia de su función en diversos
procesosfisiológicos y del desarrollo.

Se las ha caracterizado durante el desarrollo de diferentes procesos de
muertecelular programada asociados a la germinación, senescencia de
iiferentesórganos, respuesta hipersensible a la invasión por patógenos y
dlogénesis,entre otros (Cercós et al. 1999, Cercós y Carbonell 1993, Drake
:tal. 1996, Granell et al. 1992, 1998, Ho et al. 2000, Jones et al. 1995,
Solomonet al. 1999, Xu y Chye 1999).

En animales, la activación de un grupo de CP que forman parte de la
'amiliade las caspasas, constituye un punto crítico en la iniciación del
nogramade apoptosis y en la disgregación de los componentes celulares
[uecaracteriza este tipo de muerte celular programada (Dangl et al. 2000,
Iohen1997, Hengartner 2000, Martin y Green 1995, Vaux y Strasser 1996).

En plantas, se ha considerado que un grupo de cisteín proteasas
iesempeñaríanuna función similar ya que diversos procesos de PCD pueden
crbloqueados in vitro por la adición de inhibidores específicos de CP (Beers
'Freeman 1997, Dangl. et al. 2000, Kondo et al. 1990).

Se ha verificado además la expresión de múltiples genes que codifican
narainhibidores de proteasas, usualmente limitada a órganos específicos y
eriodos particulares del desarrollo, como por ejemplo durante la
erminación de semillas, diferenciación de elementos traqueales y en
espuesta a estrés oxidativo y al ataque de patógenos (Bottella et al. 1996,
langl.et al. 2000, Johnson et al. 1989, Solomon et al. 1999).
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.4.l.-Caracterización de CP asociadas a la senescencia y germinación

Las CP, con un residuo cisteína en el sitio catalítico, son reconocidas
)molas principales enzimas responsables del catabolismo de la mayoría de
sreservasproteicas en las semillas durante la germinación (GerCP)y de la
‘ovílizaciónde nitrógeno en tejidos senescentes (SenCP) como parte de
manísmosde supervivencia. En ambos casos los productos de degradación
¡nexportados hacia otras partes de la planta en desarrollo (Granell et al.
l98,Ho et al. 2000).

Lamayoría de las CP inducidas durante la germinación o senescencia
:rtenecen a la familia de la papaina —C1-, aunque también se han
Lractcrizadoalgunas CP de la familia C13 durante la degradación de
oteínasde reserva en semillas, denominadas inicialmente proteinasas B.
stas enzimas podrían estar involucradas en el procesamiento post­
aduccionalde otras proteínas sintetizadas como precursores inactivos o
Lrticipardirectamente en la movilización de nitrógeno (Granell et al. 1998,
lwlingsy Barrett 1993, Shutov y Vaintraub 1987).

Su denominación varia entre especies y de acuerdo a los
vestigadoresque las han identificado, en algunos casos hacen referencia a
unión peptídica hidrolizada como las endoproteasas EP-A, EP-B, a las
racterísticasdel sitio activo como sulfhidril o cisteín endoproteasas EP-SH
Cys-EP,o a la especie de origen en que se caracterizaron como oryzain en
roz(Oryza), vignain en Vigna aconitlfolia, legumain en leguminosas, etc.

Las CP caracterizadas durante _la germinación y senescencia
idencian un tamaño molecular relativamente pequeño, amplia
pecificidadde sustrato, sensibilidad a inhibidores de cisteín-proteasas, pH
timo y pl generalmente acidico aunque algunas presentan máxima
tividada pH neutro.

La medición de la actividad enzimática de estas CP se ha realizado

¡pleandoproteínas comerciales como hemoglobina, caseína y azocaseína.
¡moposibles sustratos endógenos se han utilizado proteínas de reserva de
millaso RuBisCO para estudiar las proteasas asociadas a la germinación o
nescencia,respectivamente.

En general estas proteasas presentan una amplia especificidad en
antoal enlace peptídico que hidrolizan, aunque ciertas CP asociadas a la
rminaciónmuestran preferencia por aminoácidos particulares.



INTRODUCCIÓN 68

Davyet al. (1998, 2000) analizaron la especificidad en el sitio de corte
¡orparte de dos cisteín endoproteasas EP-A y EP-B de semillas cebada,
empleandocomo sustrato artificial un tetrapéptido fluorogénico con la
órmulageneral 2-aminobenzoil-P2-P1-P1’-P2’ 1-tirosin (N02)-aspartato.

Estos autores observaron mayor especificidad hacia los aminoácidos
¡bicadosen el sitio P2 del tetrapéptido, con preferencia hacia residuos
minoacídicosneutros con grupos laterales de larga cadena alifática y no
olares(Leu, Val, Ile y Met) o aromáticos (Phe, 'I‘yry Trp). Con respecto a P1,
[requerimiento es menos específico, aunque Asn, Asp, Ile y Val fueron
articularmentedesfavorables.

La separación por electroforesis en geles conteniendo sustrato permite
rídenciarmúltiples isoformas, aunque casi la totalidad de la actividad
irrespondea una o dos de ellas (Vercher et al. 1989, Wrobel y Jones 1992).

Como se mencionara en el apartado anterior, los genes que codifican
ira cisteín endoproteasas son específicamente expresados durante la
‘nescenciafoliar en diversas especies.

Se ha verificado que los SAGsque codifican para cisteín proteasas en
"abidopsis,maiz y B. napus presentan elevada homología con las proteasas
presadas durante la germinación, como por ejemplo varios tipos de
yzain,a, B y y, y aleurain, enzima relacionada con y-oryzain aislada de
bada. En particular, la aleurain, es similar a la proteasa lisosomal de
limales catepsina I-l y se localiza en orgánulos líticos de la capa de
:urona (tabla 1, Dangl et al. 2000, Griffiths et al. 1997).

Se ha caracterizado además la expresión del gen See] que codifica
ra una CP, durante la senescencia natural y en la germinación de Zea
zys,observándose que en ambos procesos se incrementan los niveles de
inscripto correspondiente a este gen. El análisis del cDNA y de la
:uencia deducida de aminoácidos revela homología con otras cisteín
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 aminoácidos Cys, His y Asn en el sitio activo, una
sibleregión de retención en vacuola y potenciales sitios de glucosilación y
corte que remueven el prodominio (Griffiths et al. 1997).
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2.-Maduración de precursores

Enplantas superiores, las pro-proteínas precursoras de la mayoria de
Iroteínasde semillas son sintetizadas en el retículo endoplásmico rugoso
steriormentetransportadas hasta las vacuolas de almacenamiento en 1a
llamadura a través de vesículas que acumulan precursores -PAC o
asomas-(Hara-Nishimura et al. 1998, Kinoshita et al. 1999, Schmid et
J99,2001, Yamada et al. 1999).

Ll.- En vacuolas

Los precursores de las proteínas de semilla son procesados
olíticamente hasta la forma madura por enzimas de procesamiento
)lar—VPE-,un grupo de cisteín proteasas cuya función asociada a la
:cenciade órganos vegetativos fue descripta previamente (Dangl et al.
,Kinoshita et al. 1999, Koehler y Ho 1990a, Yamada et al. 2001).

La caracterización molecular de las VPE indica que son sintetizadas
precursores —proVPE-sin actividad catalítica y su activación depende

eliminaciónde la región del pro-péptido por un proceso autocatalítico.

En base a la secuencia de varios cDNA de VPE los miembros de esta

l familia de CP se clasificaron en dos subtipos, específicos de semillas y
os vegetativos. En el primer grupo se incluyen los obtenidos a partir de
las maduras de ricino, soja, calabaza y B-VPEde Arabidopsis y en el
ldOgrupo, asociados a órganos vegetativos, se encuentran los aislados
filedonesdurante la germinación de Viciasativa L., de frutos durante la
ración de cítricos y de hojas senescentes de Arabidospis -aVPE y yVPE­
¡oy 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
coy la ruptura de la unión peptídica.

La mayoría de las proteínas de semilla conocidas, incluyendo proteínas
serva y lectinas de diferentes plantas, mono y dicotiledóneas, son
cidas por ruptura proteolítica en los residuos Asn ubicados en las
[CShidrofilicas de la secuencia de los precursores. En consecuencia,
nas homólogas de VPE distribuidas en diferentes especies serían
nsables de la maduración de estas proteínas, determinando su
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mformaciónfinal en los cuerpos proteicos de las semillas (Kinoshita et al.
l99,Yamada et al. 1999).

Yamada et al. (1999) aislaron y caracterizaron un precursor de 100
)a que se acumula en vesículas PAC, que median el transporte de
oproteínas hasta las vacuolas de almacenamiento en semillas de
abidopsis.En este sistema, se ha observado que las VPE provocan la
pturade la unión peptídica entre Asn y Gln del precursor dando origen a
iltiplesproteínas funcionales, entre las que se incluyen un inhibidor de
asina,péptidos citotóxicos y una proteína de reserva relacionada a vicilin.

l.2.2.-Caracterización y función de los dominios N-y C-termina’l

La mayoría de los precursores vacuolares, que pueden o no estar
:osilados,están compuestos por un dominio funcional, un pro-péptido en
N-terminal y/o un pro-péptido en el C-terminal. Ambas extensiones
úancomo señal de localización vacuolar y/o como dominio regulatorio de
enzimas y son eliminadas en múltiples etapas hasta llegar a la forma
iva(Kuroyanagi et al. 2002, Okamoto et al. 2001, Yamada et al. 1999,
Il).

En general, las proteasas de la familia de la papaína son sintetizadas
10zimógenos con una extensa pro-región en el N-terminal que además de
esencialpara el correcto plegamiento de la enzima, contiene una señal de
¡sporte intracelular y funciona como un dominio autoinhibitorio de la
teina.La pro-región N-terminal obstruye el sitio catalítico con una cadena
tidica antiparalela que es removida autocatalíticamente por un
:anismo de proteólisis iniciado por acidificación (Chrispeels y Raikhel
2, Okamoto et al. 2001, Vernet et al. 1995, Yamada et al. 2001).

Algunas CP de la familia de la papaína, entre las que se incluyen
'ain a y B,RD21 de Arabidospsis y otras CP caracterizadas en Zea mays y
dersonia aurantiaca, presentan además de la pro-región N-terminal, una
a extensión en el C-terminal compuesta de un dominio rico en Pro y otro
homología a las proteínas animales de la familia granulin (Yamada

1).

En este caso, la remoción del N-terminal puede exponer el sitio
lítico de la proteasa generando formas de tamaño molecular intermedias.
embargo, estos intermediarios en las vacuolas forman agregados
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nactivos que previenen la actividad proteolítica y el mecanismo de
activaciónrequiere la posterior remoción del extremo C-terminal para
Jroducirla forma madura, soluble en la vacuola.

En el desarrollo del programa de senescencia de diversos tejidos y
iurantela germinación se ha verificado la expresión de un subgrupo de CP
iela familia de la papaína con los aminoácidos KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) en
suextremo carboxilo. Esta secuencia de retención en el lumen de reticulo

:ndoplásmicoactuaría como señal definiendo el destino de estas proteasas
iaciavesículas líticas especializadas (Granell et al. 1998, Okamoto et al.
2001,Schmid et al. 1999, 2001).

En particular, el proceso de PCD que afecta el endosperma de semillas
lericino durante la germinación es caracterizado por la acumulación de
xqueñas organelas —ricinosomas-, que almacenan cisteín endoproteasas
nactivas—proCP-con la secuencia KDEL en el C-terminal. En la etapa final
ielproceso de PCD que afecta las células del endosperma, los ricinosomas
sedesintegran liberando la forma madura de esta CP que actuaria en la
novilizaciónde proteínas hacia otros tejidos y órganos de la planta.

En ricinosomas y vacuolas líticas se ha verificado que la secuencia
KDELademás de actuar como péptido señal determinando la localización
subcelular,funciona como dominio autoinhibitorio regulando la actividad
:nzimática.La acidificación in vitro provoca la activación de la proCP por
remocióndel pro-péptido del N-terminal y la secuencia KDELdel C-terminal
porlo que se ha propuesto que el mecanismo de activación in vivode las CP
acumuladasen ricinosomas durante la senescencia se relacionaría con la

überaciónde protones desde las vacuolas acídicas (Schmid et al. 1999, 2001).

Okamoto el al. (2001), a partir de cotiledones de plántulas de Vigna
mungo,han purificado a homogeneidad una cisteín proteasa asociada a
membrana -MCP-, miembro de la familia de la papaína que estaría
involucrada en el procesamiento post-traduccional del pro-péptido
C-terminalde 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 análisis
inmunocitoquímicode las células de los cotiledones indica que la MCP está
localizadaen las vacuolas de almacenamiento y en reticulo endoplásmico en
formaactiva.
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¡5.- PROTEASAS EN TOMATE

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

Cabe mencionar que el estrés por enfriamiento provoca una serie de
theracionesen los frutos como desarrollo incompleto de color, pérdida de
irmeza,marcas en su superficie e incremento en la suceptibilidad al ataque

>orpatógenos al restablecer la temperatura normal (Hobson 1987).

Schaffer y Fischer (1988) han clonado y caracterizado varios de los
:DNAscorrespondientes a los mRNA que se acumulan específicamente en
rutosde tomate en estadío verde maduro, luego de exponerlos a 4°C. Dos de
:llos,denominados Cl4 y Cl7 mRNA,se acumulan a esta temperatura y sus
¡ivelesdecaen al eliminar las condiciones de estrés.

La caracterización de la expresión de estos genes indica que los niveles
le transcripto son inversamente proporcionales a la temperatura de
ncubación y su expresión no estaría relacionada con el proceso de
maduraciónya que no se acumulan significativamente durante esta etapa
lcldesarrollo.

Si bien la función del gen 017 no pudo ser determinada en base a
¡omologíade secuencias, un análisis similar para el Cl4-mRNA muestra
¡uela secuencia de aminoácidos deducida presenta homología con cisteín
>roteasasde la familia de la papaína. En particular, los aminoácidos
nvolucrados en la reacción catalítica, que conforman el sitio activo y
¡ermiten la formación de puentes disulfuro en esta familia de CP son
:onservadosen el polipéptido Cl4.

De un modo similar a las proteasas de la familia de la papajna, el
>olipéptidoCl4 además del dominio CP incluye una región N-terminal que
:orresponderíaa la pro-secuencia que actuar-ía como péptido señal y cuya
emociónprovoca la activación de la pro-enzima (Chrispeels y Raikhel 1992,
Jkamotoet al. 2001, Vernet et al. 1995, Yamada et al. 2001). Sin embargo,
ladoque la secuencia del cDNACl4 está truncada en el extremo 5’, no es
posibleconfirmar la presencia de este péptido señal (Schaffer y Fischer
1988).
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Posteriormente, SchaIfer y Fischer (1990) informaron que C14-mRNA
seacumula en respuesta a condiciones de estrés por altas y bajas
temperaturasy la regulación de la expresión de este gen involucraría una
mducciónespecífica a nivel transcripcional. Estudios inmunológicos
:videnciaronademás que la proteina de fusión B-galactosidasa-Cl4 de E. coli
:sreconocidapor anticuerpos preparados contra papaína.

El Cl4-mRNA codificaría entonces_ para una cisteín proteasa de la
'amiliade la papaína cuya función estaría relacionada con la degradación de
Jolipéptidosdesnaturalizados por exposición a altas y bajas temperaturas.

Apartir de una genoteca de cDNAde hojas de tomate, Linthorst et al.
1993)aislaron un gen al cual denominaron LCYP-2,cuya secuencia codifica
Jarauna CP con homología a la papaína de Carica papaya, aunque diferente
le]cDNACl4 caracterizado por Schaffer y Fischer (1988, 1990).

La similitud de la secuencia aminoacídica deducida de esta proteasa
le tomate con otras CP de animales y plantas indica que la proteína
Ddificadapor LCYP-2es una pre-pro-proteína con una región hidrofóbica en
r]N-terminalque incluiría el péptido señal para su translocación a través del
etículoendoplásmico, seguido de un dominio de localización vacuolar. La
lomologiade la proteína madura con la papaína y otras CP incluye los
uninoácidoscorrespondientes al sitio activo, así como los residuos de
:isteínainvolucrados en la formación de puentes disulfuro.

Drake et al. (1996) clonaron y caracterizaron la expresión de dos
isteínproteasas (SENU2 y SENU3) asociadas al proceso de senescencia
aliaren tomate. La secuencia de bases correspondiente al cDNA SENU2 es
iénticaal cDNA Cl4 caracterizado por Schaffer y Fischer (1988, 1990). El
nálisis de la secuencia de SENU3 indica que presenta considerable
lomologiacon aleurain, una CP aislada de cebada y con oryzain y.

Ambas CP muestran homología en el sitio activo y pueden incluir
demásdominios N- y C-terminal. La secuencia de aminoácidos deducida de
¡proteína SENU3 muestra que, como otras cisteín proteasas, incluye un
tre-pro-péptido, con una región que actúa como señal de localización
acuolar(Karrer et al. 1993). La estructura proteica indica además que es
ecuestradaen la vacuola como precursor inactivo y su activación depende
ela ruptura de la unión pro-péptido.
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Ambas cisteín-proteasas —SENU2 y SENU3- no se encuentran
ociadasexclusivamente al proceso de senescencia, observándose que su
presióntambién se induce durante la germinación permitiendo, en ambos
ocesos,la movilización de proteínas. En el caso particular de SENU3, se
presaasimismo en tallos y raices. El patrón de evolución del mRNA de
lNU2y SENU3 indicaria que la regulación del proceso de transcripción de
tosgenes involucraría mecanismos diferentes.

Cabe mencionar además, que si bien los procesos de senescencia y
¡duración de frutos son generalmente considerados eventos biológicos
nilares,los niveles de transcripto correspondientes a SENU2 y SENU3 no
incrementan durante la maduración e incluso la abundancia de mRNA

iNU3disminuye en esta etapa.

En resumen, en tomate se han identificado tres cDNAdiferentes que
iifican para cisteín proteasas: C14 (SENU2), SENU3 y LCYP-2. La
:uencia del péptido señal de SENU3 y LCYP-2 indicaria que estas CP
'aríanasociadas a la vacuola. En el caso de la proteasa Cl4, no es posible
:ntificarsu posible localización subcelular ya que el cDNAclonado no está
npleto.

5.-PROTEASAS ASOCIADAS A LA SENESCENCIA DE OVARIOS

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

Se han caracterizado dos tipos de actividades proteolíticas asociadas al
ygramade senescencia en ovarios no polinizados. A pH neutro, se observó
desaparición gradual de la subunidad mayor de la RuBisCO sólo en
¡rios senescentes (Carbonell y García Martínez 1985). Cuando las
:erminacionesse realizaron a pH ácido, se detectaron niveles basales de
gradaciónde RuBisCO en ovarios presenescentes y frutos en desarrollo,
cuales se incrementaron con el avance del proceso senescente (Carrasco
iarbonell 1988).

La purificación y caracterización de la proteasa que actúa a pH neutro
icaque 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
rcós et al. 1993).

La presencia de actividades proteolíticas en ovarios senescentes de
eja y no en frutos en desarrollo, además de los cambios evidenciados en
:xpresión del gen para una tiol proteasa (Cercós et al. 1999, Granell et al.
92)y de otras proteínas (Sanchez-Beltrán et al. 1992), sugieren que
rtasproteasas estarían involucradas en el programa de senescencia de los
Ln'osy resultarían reprimidas por el proceso que conduce al desarrollo de
frutos.

Aunque se desconoce la función específica de cada una de las
Jteasas estudiadas en arveja, diversos autores coinciden en manifestar
e los factores que inducen la fructificación y desarrollo de los frutos
itrolan la actividad proteolítica y su localización. De este modo, las
>teasasactuarían como indicadores de los posibles destinos del ovario:
iescencia o desarrollo del fruto (Carbonell y García-Martínez 1985,
rrasco y Carbonell 1988, 1990, Cercós y Carbonell 1993, Cercós 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 aplicación de GA3,al igual que otros
‘guladoresdel crecimiento, mejorando la etapa de establecimiento de frutos
:tomate cuando la autopolinización resulta alterada por las condiciones
nbientales, el objetivo inicial de este trabajo fue estudiar el control de
:tividadesproteolíticas durante el proceso de transformación del ovario en
utoen desarrollo y durante el desarrollo temprano de los mismos, tras la
)linizaciónnatural o tratamiento con GAade ovarios no polinizados.

Para el logro del mismo se plantearon los siguientes objetivos
ïpecíficos:

Evaluación de los efectos de la aplicación de GA3 sobre actividades
proteolíticas:

> Identificación, purificación, caracterización y comparación de
actividades proteolíticas presentes en extractos crudos de ovarios y
frutos obtenidos por autopolinización o aplicación hormonal.

> Identificación mediante análisis “western-blot" de los niveles de

RuBisCO in vivoy de los productos de degradación in vitroen extractos
autodigeridos.

> Evolución de estas actividades proteolíticas durante el proceso de
presenescencia de los ovarios y de desarrollo de los frutos.

Identificación mediante análisis “western blot” de polipéptidos
antigénicamente relacionados con la papaina y la proteína derivada del
clon Cl4, presentes en extractos de ovarios y frutos obtenidos por
autopolinización o aplicación hormonal.

Identificaciónmediante análisis "northern blot" de mRNAcon una sonda

deCl4-cDNA en muestras de ovarios y frutos sometidos a los diferentes
tratamientos.

En una etapa posten‘or del desarrollo experimental, y con el objeto de
mpliarel estudio de los factores fisiológicos que condicionan los procesos
esenescencia del ovario o desarrollo del fruto, se decidió incorporar la
¡aluaciónde la aplicación de auxinas entre los factores capaces de inducir
lfructiñcaciónpartenocárpica en tomate. Se analizó además, la respuesta
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híbrido Fortaleza F1, dada su relevancia entre los productores de la
m del Alto Valle del Río Negro.

El fundamento de esta selección de factores se relacionó con la

bilidad de obtener resultados transferibles a los productores de la
in, ya que la aplicación de fitorreguladores en cultivos bajo cubierta es
práctica usual e importante por su impacto cuali y cuantitativo sobre la
tificación en tomate.

Las actividades incorporadas al plan de trabajo fueron las que se
nciana continuación:

nálisis del proceso de fructificación partenocárpica en tomate en relación
.la aplicación de auxinas.

Ieterminación del período de sensibilidad y momento óptimo para la
Lplicaciónde GA3y B-NOA (ácido B-naftoxiacético).

laracterización de los efectos de la aplicación hormonal sobre la
ocalizacióninmunohistoquímica de proteasas y su correlación con el
>eríodode sensibilidad.
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'ATERIALES Y MÉTODOS

- MATERIAL VEGETAL

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

En la etapa inicial de este trabajo, desarrollada en el Instituto de
iologiaMolecular y Celular de Plantas, UPV-CSIC, España, las plantas de
mate —cv7.Rutgers-, se cultivaron en una cabina de invernadero con
mperatura controlada, equipada con sistemas de calefacción y
tfrigeración.La temperatura, de acuerdo con las condiciones ambientales,
ictuó estrictamente dentro de un rango de 12°C a 30°C. Se estableció un
toperíodode 16 horas, complementándose la luz natural con lámparas de
30W (Philips tipo I-IDK/400 I-lPI(R)N)que suministraron aproximadamente
500lux a nivel del primer racimo floral.

La germinación y obtención de plantines se realizó colocando los lotes
esemillasdurante 15 - 20 días en una mezcla de turba y arena, regándolos
eriódicamente con solución nutritiva de I-Ioagland N° 1 que contiene los
ügoelementosde Hewitt (1966). Transcurrido dicho tiempo se efectuó el
asplante definitivo a macetas de 17 cm. de diámetro y durante el día se
:garon,cada dos horas, por goteo automático con la solución nutritiva
ntes mencionada. La conducción del cultivo, a un solo tallo, se realizó
liminandolos brotes laterales.

En una segunda etapa y con el objeto de aproximar las condiciones
mbientalesy nutricionales del cultivo a las prácticas habituales empleadas
orlos productores regionales, en el campo experimental de la Facultad de
iienciasAgrarias, Universidad Nacional del Comahue (FACA-UNCo), los
nsayosse realizaron en una estructura de invernadero, con las siguientes
aracterísticas:

Diseño: Perfil de arco rebajado de 7 m de ancho por 30 m de largo
(210m2),con una altura máxima de cumbrera de 3.70 m y 2.20 m en los
laterales.

' Estructura: Metálica y sistema de ventilación a través de ventanas
superioresen frente, contrafrente y laterales.

cv:cultivar
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Materialde cobertura: Polietileno térmico de larga duración (LDT)de 200
pmde espesor.

Sistemade calefacción: Turbo calefactor a gas natural de 40.000 Kcal/ h,
sin sistemas complementarios de distribución de calor. Control de
encendidoautomatizado a través de un termostato de bulbo.

Sistemade riego: Por goteo automático.

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

Conduccióndel cultivo: Se realiza a tallo único eliminando los brotes
laterales.

Tratamientossanitarios: Se respetan las prácticas predominantes en los
productores regionales.

Bajoestas condiciones, además de continuar con la evaluación del cv.
utgers,se incorporó el estudio del comportamiento del híbrido Fortaleza F1
irpertenecer al grupo del material genético más difundido en la región del
ltoValle del Río Negro, de acuerdo a lo observado por los técnicos del
'ogramaNacional de Cambio Rural y otros pertenecientes a la actividad
ivadacon vinculación a la cátedra de Horticultura (FACA-UNCo).

En esta etapa, la germinación de los lotes de semillas, previamente
:terilizadassuperficialmente mediante lavados con etanol 96 %, hipoclorito
:sodiocomercial y agua estéril, se efectuó durante aproximadamente 2 - 3
assobre una base de algodón y papel de filtro humedecidos, en cápsulas
:Petriestériles.

Cuando la radicula emergió 2 mm las plántulas fueron transferidas a
acetasbiodegradables de celulosa (6 x 6 x 5,5 cm) durante 20 - 30 días en
1amezcla de tierra enriquecida con turba, regándolas periódicamente con
,uacorriente.

Los plantines se desarrollaron en una cámara iluminada con tubos
lorescentes TLT (Osram 40 W/54 RS, luz día) y tubos Fluora (Osram
¡W/77), que suministraron aproximadamente 7500 lux a nivel del ápice de
planta,estableciéndose un fotoperíodo de 16 horas.
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La plantación definitiva se realizó en el invernadero del campo
:xperimentalde la FACA-UNCo antes descripto, empleando un marco de
¡lantaciónde hileras distanciadas a 0.80 m y 0.25 m entre plantas.

Como criterio para el manejo de la nutrición mineral (Pilatti et al.
l997),se optó por la estrategia de fertilizar sin tener en cuenta los
nacronutrientes existentes en el suelo, aportando los elementos químicos
lecesariosen cada una de las etapas fenológicas (Tabla 2).

En cuanto a la sanidad del cultivo, se utilizaron trampas adhesivas de
olortipo Merck para el monitoreo y control de mosca blanca (Th'aleurodes
aporariorum), Trips (Frankliniella sp) y áfidos en general. La polilla del
amate (Scrobipapuloides absoluta) fue controlada por aplicación de
Ieltametrina 5 % LEE (30 cm3/ H1)de acuerdo al monitoreo en folíolos.

“abla2: Estrategia de fertilización utilizada en el cultivo forzado de tomate,
nfunciónde las distintas etapas de desarrollo.

_ , , Demanda Relación
Etapas fenolog1casdel cultivo

de N, % N:P:K

Transplante 4.6
1:0.8:0.77

Floración 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 únicamente cinco flores de las tres
rimeras inflorescencias, eliminándose el resto. La tercera flor de cada
¡florescenciase empleó para la obtención de frutos en desarrollo, ya sea
:rmitiendo la polinización natural o induciendo la fructificación
ntenocárpica por aplicación de auxinas o giberelinas a flores emasculadas
rlíminaciónde pétalos y estambres dos días antes de la antesis-, en
.omentos variables con respecto a la antesis. El resto de las flores se
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lascularona efectos de permitir el desarrollo de solamente un fruto por
:imo.

Asípues, en los experimentos se emplearon tres tipos de muestras
¡ascaracterísticas se resumen en la figura 11:

OVARIOSNOPOLINIZADOS(E): La polinización se evita emasculando las flores

"eliminaciónde pétalos y estambres 2 días antes de la antesis (-2 dpaa).

FRUTOSPARTENOCÁRPICOS:La fructificación partenocárpica se induce por

¡caciónde auxinas (B-NOA")o giberelinas (GAa) a flores emasculadas,
istrándoseel momento de aplicación de cada fitorregulador a efectos de
ablecerde forma precisa el inicio del desarrollo del fruto.

FRUTOSCON SEMILLAS(P): La fructificación se logró permitiendo la

opolinizacióny fertilización natural. Se registró la fecha de antesis como
cerodel periodo de desarrollo del fruto.

La fructificación partenocárpica se indujo tratando las flores
isculadascon 20 pl de una solución de cada fitorregulador preparado en
cen20 0.1 %, v/v (Sigma). El tween actúa como mojante facilitando que la
iciónacuosa de hormona quede adherida al ovario.

En los ensayos tendientes a determinar el período de sensibilidad y
mentoóptimo para la aplicación hormonal, los frutos se cosecharon en
¡dioverde maduro, analizándose como variables de respuesta el número
avariosque responden al tratamiento hormonal, el peso fresco, el período
lesarrolloy las características morfológicas y anatómicas de los frutos.

Losovarios y frutos en desarrollo, así como muestras de raíces, tallos,
isjóvenes y adultas destinados a la caracterización de proteasas, luego
serseparados de la planta fueron inmediatamente pesados y congelados
nitrógenolíquido para su traslado al laboratorio, donde se almacenaron a
’Chasta su utilización.

El material vegetal destinado a la caracterización anatómica del
.carpio fue fijado en forma periódica en FAA (etanolzagua
Lilada:formaldehido:ácidoacético glacial, 10272221),mientras que para los
¡diosde localización inmunohistoquímica de proteasas, el material se fijó
)-formaldehído 4 °/o.

¡Zdías post antesis
IOA:ácido B naftoxiacético
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.l.- DETERMINACIÓN DEL PERÍODO DE SENSIBILIDAD

El periodo de sensibilidad se determinó en base al porcentaje de frutos
1rtenocárpicos que efectivamente se desarrollan luego de la aplicación
(ógenade fitorreguladores a ovarios no polinizados. Los tratamientos se
'alizaron con auxinas (2,4-D y B-NOA)y GAa en dosis fija -100 ppm-, en
Lstintosmomentos con respecto a la antesis.

.2.- DETERMINACIÓN DEL MOMENTO ÓPTIHO

El momento óptimo se determinó considerando el tamaño final,
m'odode desarrollo y las caracteristicas morfológicas y anatómicas de los
utospartenocárpicos obtenidos por aplicación de los reguladores a dosis
la-100 ppm-, en distintos momentos con respecto a la antesis.

La caracterización morfológica de los frutos se realizó considerando el
¡pectoexterno y el número de lóculos y la organización macroscópica de los
jidosen cortes transversales.

.3.- DISEÑO EXPERIMENTAL Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO

En los ensayos en invernadero, la asignación de los tratamientos a las
nidades experimentales se realizó mediante un diseño estadístico
)mpletamentealeatorizado.

Para los valores asumidos por la variable “peso fresco” de los frutos en
unañofinal, se realizó un analisis de la varianza observándose diferencias
gniñcativasentre los tratamientos. En función de los resultados obtenidos
: realizó un test de comparación de medias (Duncan), para cada
imbinaciónde niveles de los factores genotipo, fitorregulador y momento de
plicación.

.-ACTIVIDADPROTEOLÍTICA FRENTE A AZOCASEÍNA

.l.- EXTRACCION DE PROTEÍNAS

Los ovarios no polinizados o frutos en desarrollo cosechados en
iferentesestadios de desarrollo, almacenados a —80°C,fueron triturados en
¡orterocon nitrógeno líquido y mezclados con tampón de extracción (Tris­
ïCl50 mM pH 7.5, 2-mercaptoetanol 20 mM), en la proporción de 4 ml por
ramode peso fresco.
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El homogeneizado se centrifugó a 27.200 g durante 20 minutos y se
guardóel sobrenadante (extracto crudo) para determinaciones posten'ores.
Laconcentración de proteínas se determinó según el método de Bradford
[1976)empleando seroalbúmina bovina (Sigma) como patrón.

3.2.- ENSAYO ENZIMÁTICO

Alíeuotas de 100 pl de los extractos proteicos se mezclaron con 250 pl
letampón de incubación (acetato de sodio 250 mM, pH 5.0 o Tris-HCl 250
nMpH 7.5, 2-mercaptoetanol 20 mM) y 150 pl de una solución acuosa que
xmtiene10 mg/ ml de azocaseina (Sigma).

Luego de incubar 3 horas a 40°C, se agregó 1 ml de ácido
n'cloroacético10 % y se dejó durante 45 minutos a 4°C. A continuación la
nezcla se centrifugó a 24,000 g durante 15 minutos y se midió la
lbsorbancia a 340 nm en el sobrenadante. Paralelamente se procesó un
:ontrolcon 100 pl de tampón de extracción en lugar de muestra.

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

3.3.- VARIACION DE LA ACTIVIDADcon EL pH

Para estudiar la variación de la actividad proteolítica sobre azocaseina
:nfunción del pH, se realizaron los ensayos empleando los tampones citados
:nla tabla 3 a una concentración de 250 mM.

l'abla3: Tampones empleados en los ensayos de variación de la actividad
>roteolíticaen función del pH.

TAMPÓN pKa INTERVALODE pH

Citrato sódico 3.13 3.5 - 4.0

Acetato sódico 4.76 4.0 - 5.5

MES 6.10 5.5 - 6.7

MOPS 7.20 6.5 - 7.5

Tris-HCl 8.08 7.0 - 8.5
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3.4.- PURIFICACIÓN PARCIAL DE LA ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA SOBRE AZOCASEÍNA

3.4.l.-Fraccionamiento en columna DEAE-Sephacel

A partir de 250 mg de ovarios no polinizados recolectados a 14 dpa, se
preparó un extracto proteico en buffer Tris-l-lCl 50 mM pH 7.5,
Z-mercaptoetanol20 mM, como se indicara en el apartado 3.1 y se lo dializó
lurante 2 horas frente a Tris-HCl 25 mM pH 7.5 (buffer A). Durante el
Fraccionamientose mantuvo una temperatura de 4°C.

El dializado (1.80 mg proteína), se sembró en una columna de 10 ml
leDEAE-Sephacel (14 mm x 70 mm), previamente equilibrada con buffer A.
.a columna se lavó con 20 m1 de buffer A y las proteínas unidas a la
:olumna se eluyeron con 20 ml de un gradiente lineal O—0.3 M de ClNa
Jreparadoen buffer A, a un flujo de 1.5 ml/min.

Se recolectaron fracciones de l ml y se evaluó la presencia de
Jroteínasmidiendo la absorbancia 280 nm, la actividad proteolítica sobre
tzocaseínaa pH 5.0 y la presencia de proteasas por “dot blot” empleando
mticuerposcontra papaína.

I.4.2.-Fraccionamiento en columna DE-52

A partir de 2.13 g de ovarios no polinizados recolectados a 14 dpa, se
)reparóun extracto proteico como se indicara en el apartado 3.1 empleando
tomobuffer de homogeneización Tris-I-ICl 50 mM pH 7.5, EDTA 0.1 mM,
E-mercaptoetanol 20 mM.

El extracto obtenido (12.055 mg proteina) se fraccionó a 4°C, mediante
macolumna de intercambio iónico DE-52 de 2 ml, previamente equilibrada
ron10 volúmenes de columna de buffer de homogeneización.

La columna se lavó con 14 ml de este buffer y las proteínas unidas a la
:olumna se eluyeron con 20 ml de un gradiente lineal O—0.6 M de ClNa
reparado en el buffer de homogeneización, a un flujo de 1.5 m1/ min.

Se recolectaron fracciones de 0.5 ml y se evaluó la presencia de
¡roteínas según el método de Bradford (1976) y la actividad proteolítica
obreazocaseína a pH 5.0. Las fracciones se almacenaron a -20°C hasta su
ISO,adicionando 10 % glicerol a efectos de preservar la actividad enzimática.
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Las fracciones que presentaron mayor actividad enzimática se
untaronen un pool obteniéndose la fracción DE-52.

l.4.3.-Fraccionamiento en columna de tamiz molecular

La fracción DE-52 se sembró en una columna de tamiz molecular

¡uperose6 HR 10/30 previamente equilibrada con buffer Tris-HCl 50 mM,
tH7.5, 2-mercaptoetanol 20 mM, glicerol 10 %.

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

En las fracciones se evaluó la presencia de proteínas según el método
eBradford (1976) y la actividad proteolítica sobre azocaseína a pH 5.0.

Finalmente, alícuotas 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 papaína.
reviamente, una alícuota de 150 pl de la fracción DE-52 y 400 ul de la
acción 45 correspondiente a la columna de tamiz molecular se
oncentraronhasta 100 pl empleando concentradores Amicon.

.-ACTIVIDADPROTEOLÍTICA SOBRE HEMOGLOBINA

La actividad proteolítica empleando hemoglobina como sustrato- se
videncióluego de separar los extractos proteicos por electroforesis nativa.

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

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

El gel se incubó en buffer acetato de sodio 25 mM pH 5.0 o buffer Tris­
[C125mM pH 7.5, conteniendo 2-mercaptoetanol 10 mM, durante 3 horas
nbaño de agua a 40°C.
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Posteriormente los geles fueron teñidos con una solución de Azul
oomassieR (Merck) 0.025% en isopropanolzácido acéticozagua (25:10:65)
uranteuna noche y se destiñeron con varios lavados de isopranolzácido
:étic02agua (10: 10:80).

La ausencia de coloración indicó la presencia de actividad proteolítica
)brehemoglobina en los extractos proteicos.

,-ACTIVIDADPROTEOLÍTICA SOBRE RUBISCO

1.- INMUNODETECCIÓNDE LA RUBISCO ENDÓGENA

En los ensayos de inmunodetección de la subunidad mayor de la
uBisCOendógena, la extracción de proteínas se realizó triturando los
'arios almacenados a -80°C en mortero con nitrógeno líquido y se
ezclaroncon 8 volúmenes de la "solución de muestras 1X" de Laémmli

970).

Las muestras se llevaron a ebullición en un baño de agua durante 3
inutosy se centrifugaron durante 15 minutos a 17.000 g, recuperándose el
brenadante.

2.- ENSAYOSDE DEGRADACIÓNDE RUBIsCO ENDÓGENA

Losensayos tendientes a analizar los productos de degradación in vitro
ela RuBisCO endógena se realizaron en extractos proteicos obtenidos
gúnse describió en apartado 3.1.

Alicuotas de 10 ul de los extractos, se meiclaron con volúmenes
nalesde tampón acetato sódico 250 mM pH 5.0 o Tris-HCl 250 mM pH
5, 2-mercaptoetanol 10 mM, con o sin leupeptina 10 pM, y se
‘eincubarona 4°C durante 30 minutos.

Acontinuación, la mezcla se incubó a 30°C durante tiempos variables.
ireacción se detuvo por tratamiento con "solución de muestras 2X" para
:ctroforesísy ebullición en baño de agua durante 3 minutos (Laémmli
¡70).

Finalmente las muestras se separaron por SDS-PAGEy se sometieron
“westernblot analysis” con anticuerpos versus la subunidad mayor de la
¡BisCO.
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3.- ENSAYOS DE DEGRADACIÓNDE RUBISCO EXÓGENA

3.1.-Purificación de RuBisCOde hojas de tomate

El proce'dimiento de purificación de la Ribulosa 1,5 bisfosfato
rboxilasa (RuBisCO) se realizó de acuerdo a la metodología descripta por
Lrbonelly García Martínez (1985).

Muestras de hojas de tomate se homogeneizaron en Polytron (3 veces x
lseg., set 5) empleando como tampón Tris-sulfato 100 mM, pH 7.5 (22°C),
gSO410 mM, 2-mercaptoetanol 20 mM, polivinilpirrolidona 2 % (p/v), en
1aproporción de 2 ml buffer por gramos de peso fresco.

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

Alícuotas de 1.5 ml del sobrenadante se depositaron sobre 23 ml de un
adiente lineal de sacarosa O.2-O.8 M preparado en Tris-HCl 10 mM pH 8.0
2°C), SO4Mg 10 mM, COaHNa 10 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM. La
:ntrifugaciónse realizó en una ultracentrífuga MSE-65 con rotor de ángulo
o(8x 25 ml) a 40.000 rpm durante 4 horas a 4°C.

El gradiente se fraccionó empleando una bomba peristáltica,
‘colectandofracciones de 1 ml desde el fondo del tubo y la presencia de
'oteínasse estimó en base al valor de absorbancia a 280 nm.

El proceso de purificación se evaluó en base a la separación por SDS­
lxGEy tinción con Coomassie de las fracciones obtenidas. La concentración
3 RuBisCO se estimó a partir del valor de‘ absorbancia a 280 nm,
msiderando el factor de extinción E 1%= 16.4.

3.2.-Ensayo enzimática

Alícuotas de 5 pl de los extractos proteicos obtenidos según se
ESCl’ÍbÍÓpreviamente (ítem 3.1) se mezclaron con 12 pl de buffer de
lcubación(acetato de sodio 250 mM pH 5.0, 2-mercaptoetanol 10 mM) y 3
Ideuna solución de RuBisCO purificada a partir de hojas de tomate que
ontiene 1 [lg/pl.

Luego de incubar a 30°C durante O y 6 horas, la reacción se detuvo
ortratamiento con 20 pl de "solución de muestras 2X" para electroforesis
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lis-HCI62.5 mM pH 6.8, SDS 5 °/op/v, glicerol 10 % v/v, 2-mercaptoetanol
.7M)y ebullición en baño de agua durante 3 minutos (Laémmli 1970).

Paralelamente se sprocesó un control del contenido endógeno de
uBisCOen los extractos con 15 pl de tampón y 5 pl de extracto y un blanco
edegradación de RuBisCO incubando 3 pl de esta proteina y 17 pl de buffer
eincubación durante Oy 6 horas a 30°C.

Finalmente las muestras se separaron por SDS-PAGEy se sometieron
“westernblot analysis” con anticuerpos versus la subunidad mayor de la

luBisCO.

ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Alícuotas 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, según el método de Laémmli (1970). Con el objeto de analizar
omparativamente los resultados obtenidos, se sembraron cantidades
irnilaresde proteína total.

Para estimar las masas moleculares de los polipéptidos se empleó una
lezcla de proteínas patrón de masas moleculares conocidas (KITLMW,
’harmacia) compuesta por fosforilasa b (94 KDa), seroalbúmina bovina
57KDa),ovoalbúmina (43 KDa), anhidrasa carbónica (30 KDa) e inhibidor
.etripsina (20.1 KDa).

La electroforesis se desarrolló en una unidad Miniprotean Il (BioRad,
üchmond,Ca, USA) a 150 V. Posteriormente los geles se tiñeron con una
olución de Azul Coomassie G 250 (Merck) 0.05% en isopropanolzácido
lcéticozagua(25:12:63) durante una noche y se destiñeron con varios
avadosde isopranolzácido acético:agua (10:10:80); o los polipéptidos se
ransfirierona membranas para inmunodetección con anticuerpos.

Altemativamente los geles fueron teñidos con Ag de acuerdo a la
metodologíadescripta por Blum et al. (1987) y que se esquematiza a
nntinuación:

LFIJACIÓNen etanol 30 ml, ácido acético 10 ml y formaldehído 37 %
50 pl/ 100 ml, durante una noche.

2.LAVADOScon etanol 30 °/o, 3 x 20 min.

3.PRETRATAMIENTOcon NazS203 20 pg/ 100 ml durante exactamente 1 min.
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4. LAVADOScon 1-120destilada, 3 x 20 seg.

5. IMPREGNACIÓNcon AgN03 0.2 g, formaldehído 37 % 75 pl/ 100 ml,
durante 20 min.

6. LAVADOScon H2O destilada, 2 x 20 seg.

7. REVELADOcon Na2C03 6 g, formaldehído 37 °/o 50 pl y Na28203 0.4
mg/ 100 ml, 2 x 5 min.

8. DETENERREVELADOagregando ácido acético 3.5 ml/ 100 ml de solución
de revelado, durante 10 min.

9. LAVADOScon H20 destilada, 4 x 30 min.

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

TRANSFERENCIA DE POLIPÉPTIDOS A MEMBRANAS E

INMUNODETECCIÓN ("WESTERN-BLOT ANALYSIS")

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

La inmunodetección de la subunidad mayor de la RuBisCO se realizó
iguiendo el protocolo descrito por Harlow y Lane (1988), empleando
mticuerpospoliclonales de conejo frente a RuBisCO purificada a partir de
¡ojasPisum sativum L. cv. Alaska (Cercós et al. 1992).

La detección de proteasas se llevó a cabo empleando anticuerpos
ioliclonalescontra papaína y tiol proteasa C14.

En la preparación de los anticuerpos policlonales (Cercós y Carbonell
[993),se emplearon como antígeno papaína de Car-icapapaya (Boehringer) y
maproteína de fusión glutatión-S-transferasa-C14 obtenida por expresión
:n E. coli (Orzáez et al., datos no publicados). No se observó reactividad
:ruzadade los anticuerpos contra la glutatión-S-transferasa.

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

El revelado se realizó empleando nitro blue tetrazolium (NBT)y bromo­
cloro-indolyl-fosfato(BCIP)como sustrato de la fosfatasa alcalina.
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L-CARACTERIZACIÓN ANATÓMICA

La caracterización anatómica del pericarpio se realizó por observación
licroscópica,considerando número, tamaño y organización celular.

Se utilizó como indicador del número de capas celulares, al número de
Élulaspresentes en la parte media de la hoja carpelar entre la superficie del
utoy la capa más interna del mismo (Takeno et al. 1992). Las mediciones
:realizaronutilizando una escala micrométrica ocular.

Se realizaron cortes transversales en el material colectado (D'Ambrogío
eArgüeso 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 periódicamente en FAA o
araformaldehído 4 °/o. Las muestras de menor tamaño se fijaron
Lrectamentey las mayores fueron seccionadas transversalmente tomando
naporción correspondiente a la parte media del fruto.

El material destinado a analizar la presencia de proteasas por
imunolocalización se fijó en p-formaldehído 4 °/oen buffer fosfato de sodio
)mM pH 7.0 durante 16 horas a 4°C y a continuación se lavó 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 relación 1:1, pasando a
mtinuacióna una serie ascendente de alcohol terbutílico (TBA)hasta llegar
100 % de TBA.

Como modificación a las técnicas usuales de Histología Vegetal, en
:ta etapa se introdujo la tinción con safranina en TBA debido a que el
:queñotamaño de las muestras imposibilita visualizarlas en el bloque de
istoplast (medio sintético de inclusión).

En el paso siguiente se procedió a la inclusión, mediante el pasaje por
1aserie ascendente de Histoplast en TBA, en estufa a 56°C, hasta que el
aterialquedó 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;
'ocediéndosea tallar en cada bloque una pirámide trunca cuya sección se
¡rrespondecon un trapecio isósceles.
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Se realizaron secciones de 10 pm de espesor con micrótomo rotatorio
poMinot,obteniéndose cortes sen'ados que se pegaron en portaobjetos con
dhesivode Haupt y se tiñeron con safranina en etanol 50 %.

Previo a la observación al microscopio óptico, se realizó el montaje del
laterialentre porta y cubre objetos en un medio permanente como es el
álsamode Canadá.

.-LOCALIZACIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE PROTEASAS con
ANTICUERPOS CONTRA PAPAÍNA

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

Previo a la obtención de los cortes con micrótomo, los portaobjetos
Ierongelatinizados sumergiendo los mismos en una solución acuosa de
:latina-oro 0.4 %, CrK(SO4)2.12H20 0.04 %, a 45°C, dejándolos secar en
Dsiciónvertical.

Los cortes delgados se depositaron en baño de agua a 45°C y se
:cogieronsobre los portaobjetos previamente gelatinizados. Una vez secos,
tspreparados se desparañnaron con xilol e hidrataron con etanol.

La inmunolocalización de proteasas se llevó a cabo empleando
nticuerpos policlonales de conejo contra papaína de Carica papaya y
atirabbit-IgG-alkaline phosphatase como segundo anticuerpo. El revelado
:realizóempleando NBTy BCIP como sustrato de la fosfatasa alcalina.

0.-DETECCIÓN MEDIANTE ANÁLISIS “NORTHERN BLOT” DE Cl4­
mRNA

El RNAtotal de los ovarios, frutos en desarrollo y hojas, fue extraído
guiendoel protocolo descrito por Jones et al. (1985).

Alícuotas de 10 pg de RNA total de cada una de las muestras
lalizadas, fueron fraccionadas por electroforesis en un gel de agarosa al
1% conteniendo 6.6 % de formaldehído y transferidas a membranas de
ylon(Hybond-N, Amersham, USA), siguiendo las instrucciones sugeridas
JI'los proveedores.



MATERIALESY MÉTODOS 93

Posteriormente las membranas se hibridaron con una sonda de cDNA

:orrespondiente al clon Cl4 (cedida por Schafer, M.A. y Fischer, R.L., U.C.
Berkeley)marcada con [32P]dCTP por el método de “random priming”
Feinbergy Vogelstein, 1983). Los lavados se realizaron con citrato sódico 15
mM,NaCl 150 mM y SDS 0.1 % a 65°C.

Finalmente los filtros se expusieron con una película fotográfica Kodak
K-OMATSX a -80°C, empleando dos pantallas intensificadoras Trimax
l‘16(3M).
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IESULTADOSY DISCUSIÓN

.-FRUCTIFICACIÓN PARTENOCÁRPICA EN TOMATE: APLICACIÓN DE
AUXINASY GIBERELINAS

Las hormonas vegetales participan en el control del desarrollo
:productivo,desde la diferenciación floral hasta los últimos estadios del
esarrollode los frutos. En particular, la etapa de fructiñcación y desarrollo
epende del contenido endógeno de estas sustancias, siendo posible
lanipular la iniciación del desarrollo del fruto por aplicación externa de
ormonas (Ben Cheikh et al. 1997, Bohner y Bangerth 1988a, l988b,
lúnger-Kibler y Bangerth 1982/3, Gillaspy et al 1993, Picken 1984,
awhney 1984).

Cuando las condiciones ambientales no son las óptimas para el
esarrollodel cultivo forzado de tomate, la aplicación de fitorreguladores es
na de las técnicas culturales comúnmente empleada con el objeto de
lejorar el establecimiento y desarrollo de los frutos, sin alterar
preciablementela precocidad de la cosecha.

La evaluación de los efectos de la aplicación de auxinas y giberelinas
n momentos variables con respecto a la antesis, se realizó considerando
omovariables de respuesta el porcentaje de fructiñcación, el tamaño final,
lperíodo de desarrollo y las caracteristicas morfológicas y anatómicas de
>sfrutos.

.l.- EVALUACIÓNDEL PERÍODO DE SENSIBILIDAD

En función de los antecedentes descriptos, se evaluó en primera
istancia la duración del período de sensibilidad de los ovarios no
olinizadosen base a su capacidad de responder al tratamiento hormonal en
iferentesmomentos con respecto a la antesis, etapa en que se los podría
onsiderarcomo ovarios presenescentes.

Es importante mencionar que el empleo de flores emasculadas
eliminaciónde anteras dos días antes de la antesis- permite simular las
ondicionesfisiológicas que involucran la ausencia del estímulo endógeno
lccesariopara inducir el proceso de fructificación.
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Asi pues, la aplicación exógena de fitorreguladores a ovarios no
>linizadospermite discriminar la respuesta sobre la base del tipo de
guladorempleado y momento de aplicación.

Se ha informado que en flores intactas, después de la polinización, el
rulofertilizado produce hormonas que serían responsables del proceso de
uctificacióny desarrollo (Bohner y Bangerth 1988; Gillaspy et al. 1993; Ho
Hewitt1986; Kagan-Zur et al. 1992; Picken 1984; Sawhney 1984).

En función de estos antecedentes y a efectos de establecer el momento
atimopara la aplicación exógena de fitorreguladores se evaluó en primera
.stancia, la duración del periodo de sensibilidad de los ovarios no
>linizadosen base a su capacidad de responder al tratamiento hormonal.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos inicialmente con el

iltivarRutgers, en el IBMCP-CSIC-UPV,Valencia, España (ver condiciones
:desarrollo del cultivo en la sección Materiales y Métodos).

Según se observa, el cv. Rutgers mantiene una elevada capacidad de
:spuestatanto a la aplicación de auxinas como de giberelinas hasta por lo
lCl’lOS13 dpa, no evidenciándose diferencias importantes asociadas al tipo
:fitorregulador empleado.

abla4: Efecto del momento de aplicación de 100 ppm 2,4-D o GA3sobre la
¡pacidad de inducir el proceso de fructificación en el cv. RUTGERS.Los
utosfueron recolectados 14 dias después de la aplicación hormonal.

MOMENTODE 2,4-D GA3

APLICACIÓN% Frutos desarrollados (nro. ovariostratados)“

-1dpa 64 % (17) 100 °/o(15)

6 dpa 100 % (18) 87 % (15)

13 dpa 93 % (15) 93 °/o(15)

Con el objeto de analizar la relación entre el período de sensibilidad y
¡aparición de signos asociados a la senescencia -deterioro de tejidos y/o
bscisión-,luego de emascular las flores se realizaron observaciones del
,spectoque presentaban los ovarios no polinizados hasta aproximadamente
r0dpa.
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Según se muestra en 1a figura 12, durante el período en que los
ovariosno polinizados son capaces de responder al tratamiento hormonal no
seevidenciaron signos visibles de senescencia. Aproximadamente a 20 dpa,
algunos de los ovarios no polinizados mostraron leves signos de

' degeneracióny aunque a 40 dpa este estado es muy avanzado, en general no
presentaronabscisión.

Figura 12: Aspecto de ovarios no polinizados de tomate, cv. Rutgers,
observadosa 20 y 40 días post antesis, E 20 y E 40 respectivamente.
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. La evaluación del peso fresco de los ovarios no polinizados hasta
\20dpa, mostró que aún en ausencia de estímulo hormonal su desarrollo no
se interrumpe, incrementándose desde 11 mg a —1dpa hasta 63 mg
alrededorde un mes después (figura 13).
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Figura 13: Efecto del momento de aplicación de 100 ppm GA3 sobre la
capacidad de inducir el proceso de fructificación en el cv. RUTGERS:

¡Evolucióndel peso fresco de ovarios no polinizados (EO), sensibilidad
(valoresporcentuales) y peso fresco de frutos partenocárpicos (GAal)

recolectados luego de 14 días de efectuado el tratamiento hormonal. Se
representan los valores promedio _+_SD.

El leve incremento en el peso fresco observado en los ovarios no
‘polinizadosde tomate durante aproximadamente un mes después de la
Lantesis,sin mostrar durante este período pérdida de sensibilidad a la
aplicaciónde GAa (valores porcentuales en figura 13), como así tampoco

‘síntomasvisibles de senescencia (figura 12), indican que durante el período
íde tiempo analizado no se inició un proceso senescente y podrían
‘considerarsecomo ovarios presenescentes.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en arveja, donde los
ovarios no polinizados a 3 dpa muestran pérdida de sensibilidad al GA3y
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larossintomas de senescencia (García-Martínez y Carbonell 1980, Vercher
tal. 1984). El proceso senescente en tomate, se iniciar-ía entonces más
Irdíamentey/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
studiode los factores involucrados en mantener a los ovarios no polinizados
nun estadío presenescente, con capacidad de respuesta al tratamiento
ormonal.

Con respecto al efecto del GA3en inducir el desarrollo partenocárpico,
unqueno se evaluó el tamaño final de los frutos de tomate, es de destacar
uelas mejores respuestas se obtuvieron cuando la aplicación de GA3a los
variosno polinizados se realizó más tardíamente (figura 13).

Cuando el tratamiento hormonal se realizó a -1 dpa, luego de 14 días
e desarrollo, los frutos partenocárpicos alcanzaron un peso promedio de
.5g, mientras que cuando la aplicación de GA3 se efectuó a 20 dpa, el
1crementoen el peso fue 12 veces mayor (18.3 g).

En una segunda etapa de este trabajo, para la obtención del material
egetalse aproximaron las condiciones ambientales y nutricionales del
ultivoa las prácticas habituales empleadas por los productores de la región
el Alto Valle de Río Negro, empleándose para ello una estructura de
wemadero construida en el ámbito de la FACA-UNCo.Las condiciones de

esarrollodel cultivo fueron descriptas en la sección Materiales y Métodos.

En estas condiciones, que desde el punto de vista del suministro de
atoasimiladosresultan más restrictivas e incorporando la evaluación del
líbI'ldOFortaleza Fl como material genético, se determinó la duración del
eriodode sensibilidad de los ovarios no polinizados en base a su capacidad
leresponder a la aplicación de 100 ppm de GAao B-NOA(tabla 5).

A diferencia de lo observado previamente (tabla 4), la duración del
¡en'odode sensibilidad de los ovarios no polinizados fue variable
lependiendodel genotipo y tipo de fitorregulador empleado.

En los dos genotipos ensayados -Rutgers y Fortaleza Fl-, los
esultados indican una mejor respuesta al tratamiento con B-NOA en
aomparacióna GA3. Se observó asimismo, un incremento en el número de
wariosno polinizados que presentaron síntomas de senescencia y abscisión
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¡medidaque transcurre el tiempo desde la antesis, lo cual se relaciona con
elmenornúmero de frutos desarrollados tras la aplicación hormonal.

El híbrido Fortaleza F1 conservó su capacidad de responder a B-NOA
lasta12 dpa, mientras que en el cv. Rutgers el porcentaje de fructificación
lisminuyónotablemente cuando el tratamiento hormonal se realizó con
nsterioridad a los 5 dpa.

La aplicación de GA3fue menos efectiva en relación a la capacidad de
nducirel proceso de fructificación en ambos genotipos, aunque es de
[estacarel elevado porcentaje de respuesta obtenido en Fortaleza F1 al
iplicarGA3 luego de 12 dpa (89.1 %).

Considerando que durante el desarrollo de la primer etapa de este
rabajo se efectuó un control más estricto de factores ambientales y
lutricionales, las diferencias observadas entre estos resultados y los
resentados en la tabla 4 y figuras 12 y 13 podrían indicar que en
ondiciones restrictivas de suministro de fotoasimilados al ovario, el
mecanismoinvolucrado en la inducción del proceso de fructiñcación
rependedel tipo de hormona empleada.

'abla5: Efecto del momento de aplicación de 100 ppm B-NOAo GA3sobre la
apacidadde inducir el proceso de fructificación en diferentes híbridos de
>mate.Los frutos fueron recolectados al alcanzar el estadío verde maduro.

FORTALEZA F1 RUTGERS

"¿22:22:30? p-NOA GA3 p-NOA GA3
% Frutos desarrollados (nro. ovarios tratados)

Odpa 73.1 (26) 33.3 (21) 89.5 (19) 54.5 (22)

5 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)

P0332308 92 (25) 9o (32)
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2.- EVALUACIÓNDEL MOMENTOónmo

La optimización de prácticas culturales como la aplicación de
non-reguladores,tendientes a mejorar la productividad en el cultivo forzado
:tomate supone no sólo mejorar el proceso de fructificación sino obtener
lemasun adecuado rendimiento, en sus aspectos cuali y cuantitativos, y
"ecocidaden la cosecha.

El momento óptimo para la aplicación hormonal se determinó
¡tonces considerando el porcentaje de fructificación, tamaño final,
tracterísticas exomorfológicas y anatómicas y el periodo de desarrollo de los
utos partenocárpicos obtenidos por aplicación de los reguladores en
stintos momentos con respecto a la antesis.

2.1.-Evaluación del tamaño final

La evaluación tamaño final de los frutos partenocárpicos obtenidos por
alicaciónde 100 ppm de GA3o B-NOA,en momentos variables con respecto
laantesis, evidenció tendencias similares en los genotipos ensayados (tabla
,figura 14).

El análisis comparado de los resultados obtenidos en relación a la
apacidadde inducir el proceso de fructificación (tabla 5) y al tamaño final
elos frutos obtenidos por aplicación de auxinas y giberelinas (tabla 6,
gura14)muestra comportamientos concordantes.

Las mejores respuestas, tanto en cantidad de frutos logrados como en
[tamaño final de los mismos, fueron obtenidas por aplicación de auxina
l00ppm B-NOA-y en los días más cercanos a la antesis -Oy 5 dpa-, siendo
)s frutos de tamaño similar al correspondiente a los polinizados
aturalmente.

En cuanto a las ventajas manifestadas en estos ensayos por la
plicaciónde la auxina, si bien la aplicación de la giberelina es capaz de
nducirla fructificación de forma similar a la polinización, los resultados
lbtenidosconcuerdan con lo informado por otros autores que indican un
nenortamaño final de los frutos obtenidos por aplicación de GA3en relación
LlOSfrutos autopolinizados (Gillaspy et al. 1993, Picken 1984).

Esta respuesta se debería a que resulta afectado el número final de
:élulasal inducirse un alargamiento celular prematuro (Bohner y Bangerth
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l988b, Gillaspy et al. 1993, Kagan-Zur et al. 1992, Mapelli y Lombardi
[982).

Las diferencias significativas a favor de los tratamientos con auxinas
:ntomate se contraponen a las respuestas obtenidas en otras especies. En
lrveja,por ejemplo, si bien las aplicaciones a ovarios no polinizados, tanto
le auxinas, como giberelinas o citoquininas inducen el desarrollo
Jartenocárpico, sólo el GAa es capaz de generar frutos similares en forma y
amaño final a los producidos por autopolinización de la flor (García­
vlartínezy Carbonell 1980).

l'abla 6: Comparación de medias para las variables PESO y DÍAS DE
)ESARROLLOde frutos de tomate en estadío verde maduro, correspondientes a
nda combinación de niveles de los factores variedad, hormona y momento
ieaplicación (Test de DUNCAN, alfa=0,05).

TRATAMIENTO: RUTGERS FORTALEZA F1

Hormona-Momento Peso, Días de Peso, Días de

de Aplicadón g Desarrollo g Desarrollo H

B-NOA- 0 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

GAa—0 dpa 24.24 46.17 11.28 45.83

GAa-5 dpa 14.26 47.20 21.10 51.29

GAa—12 dpa 17.50 53.75 19.57 56.30

GAa- 19 dpa 0.81 68.00 7.74 65.57

GAa—26 dpa 1.87 82.00 4.15 67.7
FrutosPolinizados 96.73 44.68 83.85 46.80
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Figura 14: Evaluación del tamaño final alcanzado por los frutos obtenidos
porpolinización natural (Pl), aplicación de 100 ppm B-NOA(l) o 100 ppm
.GAa(l) en diferentes momentos con respecto a la antesis. Se representa el
Fpesofinal promedio i SD en los genotipos RUTGERSy FORTALEZAF1.
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l.2.2.-Caracterización anatómica y morfológica

Al alcanzar los frutos el tamaño final, en estadío verde maduro se
analizaron además las características exomorfológicas y anatómicas de los
mismos en función de la evidencia que vincula la tipología de las
malformacionescon el efecto específico de la aplicación de fitorreguladores.

La observación de la morfología externa de los frutos partenocárpicos
obtenidospor aplicación hormonal no evidenció deformaciones relevantes.

El número de lóculos más frecuentemente encontrado fue 4
(aproximadamente 50 %), también fue importante la proporción de frutos
S-loculares(aproximadamente 30 %) y en menor frecuencia se encontraron
frutos con 3 y 6 lóculos (7 y 15 %). El número de hojas carpelares no
presentóvariaciones relacionadas al genotipo, momento de aplicación y tipo
defitohormona empleada.

Como se muestra en la figura 15, en los frutos tratados con GAano
hubodesarrollo placentario, ni se observaron restos de óvulos. Aunque en
algunoscasos, como se verá más adelante, si bien el espesor del pericarpio
nopresentó diferencias significativas con respecto a los frutos polinizados, el
tamañofinal de los frutos fue menor, debido posiblemente a esta ausencia
deplacentación.

Esta es una caracteristica macroscópica importante ya que permite
diferenciarfrutos tratados con GAade los polinizados naturalmente y de los
obtenidospor aplicación de auxinas.

En el caso de los frutos obtenidos por aplicación de B-NOAhasta 5
dpa,presentan un aspecto y tamaño similar a los obtenidos por polinización
natural (figura 14, tabla 6). El desarrollo de las placentas es considerable,
comoasí también el de los óvulos que dan el aspecto de verdaderas semillas
(figura 15).

A partir de secciones transversales obtenidas de la parte media del
frutoen estadío verde maduro, se realizaron observaciones microscópicas a
efectosde analizar la posible correlación entre el espesor y el número de
capascelulares del pericarpio con el tamaño final de los frutos.
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Figura 15: Aspecto general y corte transversal de frutos obtenidos
autopolinización (P) o por aplicación a O dpa de 100 ppm d<
fitorreguladores B-NOA (A0) o GA3 (G0). Barra = 1 cm.

La aplicación de 100 ppm B-NOAen momentos variables con res
a la antesis, no modificó significativamente el espesor y número de c
celulares del pericarpio cuando los tratamientos se realizaron hasta 12
observándoseuna disminución en el espesor del pericarpio, aunque no
número de capas celulares cuando la aplicación hormonal se realizó a
26 dpa (figura 16).

De acuerdo a la observación microscópica de los preparado:
posibleindicar que si bien el número de capas celulares del pericarpio
modificó significativamente (figura 16), la aplicación de auxinas provc
un aumento de divisiones celulares, no por capas sino por grupos celt
dentro del pericarpio, provocando un aspecto de desorganización 4
mismo. Otra característica a remarcar es la presencia de import;
espacios intercelulares en las capas mesocárpicas más internas (figura í
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ligura 16: Evaluación del espesor del pericarpio (A) y número de capas
:elulares(B)en frutos obtenidos por polinización natural (PI), aplicación de
lOOppm B-NOA (l) o 100 ppm GAs (l) en diferentes momentos con
tspectoa la antesis. Se representan los valores promedio i SD en el cultivar
2utgers. El híbrido Fortaleza F1 presentó tendencias similares. ND: no
leterminado en función del escaso número de frutos que alcanzaron el
'amaño final.
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La aplicación de auxinas tendría su efecto sobre el desarrollo
lacentario,más que sobre el agrandamiento celular de las capas de
:ricarpio(figuras 15 y 17).

El tratamiento con GAa no alteró significativamente el espesor del
:ricarpioni el número de capas celulares que lo conforman (figura 16). Sin
ibargo,el tamaño final alcanzado fue significativamente menor (figura 14),
cualpodría estar relacionado con la contracción de los lóculos producida
r laausencia de placentas y semillas (figura 15).

Laaplicación de GAaen los cultivares estudiados, indujo a una mayor
ingaciónde las células mesocárpicas con respecto a los frutos obtenidos
r polinización natural, siendo este efecto menos evidente cuando la
licaciónfue realizada hasta 12 dpa (figura 17).

En definitiva, las diferencias en tamaño final alcanzado se
acionaríanno tanto a las características de la pared de los frutos sino a la
¿senciao no de placentas y lóculos desarrollados.

En ambos genotipos, la evaluación del período de desarrollo de los
tos partenocárpicos obtenidos por aplicación de 100 ppm con GAa y
'OA,indican que si el tratamiento hormonal se realiza hasta 12 dpa la
cocidad de la cosecha no se vería afectada, ya que el tiempo en que los
tos alcanzan el tamaño final no presentó variaciones significativas con
pectoal correspondiente a los frutos obtenidos por polinización natural
ara 18).

Por el contrario, cuando la aplicación de ambos fitorreguladores se
lizócon posterioridad a los 12 dpa, los frutos evidenciaron un importante
'asoen alcanzar el tamaño final.

En conclusión, en el cultivo forzado de tomate, la aplicación de 100
n de B-NOAhasta 5 dpa ofrecería las mayores ventajas desde el punto de
a del rendimiento —porcentaje de fructificación, tamaño final y
:ocidad—.
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Figura 18: Evolución del período de desarrollo de los frutos obtenidos por
polinizaciónnatural (PI), aplicación de 100 ppm B-NOA(I) o 100 ppm AG3
(I) en diferentes momentos con respecto a la antesís. Se representan los
valores promedio i SD en el cultivar RUTGERS.El híbrido FORTALEZAF1
presentótendencias similares.

2.- EVOLUCIÓN DEL PESO FRESCO Y DEL CONTENIDO DE PROTEÍNAS
EN ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO

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

En la figura 19 se muestran los resultados correspondientes a ensayos
realizados en el IBMCP-UPV-CSICcon el cv. Rutgers, en los que se analizó la
evolución del peso fresco y de la concentración de proteínas en etapas
tempranas del desarrollo de ovarios no polinizados y frutos obtenidos por
polinización natural o aplicación de 100 ppm GA3a —1dpa.

Como se observa, durante el período en que se produjo la
diferenciación del ovario en fruto, el peso fresco y el contenido proteico
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presentaron variaciones asociadas al tipo de tratamiento y estadío de
desarrollo.

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

En los frutos polinizados el incremento del peso fresco se inició a los
8dpa, observándose 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 GAsa -1 dpa
promovió el desarrollo de los frutos en forma más temprana que la
polinización natural. El peso fresco de los ovarios se incrementó en forma
continua a partir de los 3 días de realizada la aplicación hormonal, siendo su
peso significativamente mayor a 5 dpa, convirtiéndose a partir de este
momento,en frutos partenocárpicos en desarrollo (figura 19 A).

La concentración de proteínas referida al peso fresco en los ovarios no
polinizados, así como en los tratados con GAa, evidenció un aumento
transitorio hasta 2 dpa, en que comenzó a disminuir alcanzando a 8 dpa
valorescercanos los registrados a -1 dpa (figura 19 B y 20 B).

La aplicación de giberelinas, si bien no modificó este patrón de
evolución, produjo un incremento en la concentración de proteínas en
comparación a los ovarios que no recibieron estímulo hormonal. Los frutos
polinizados, por el contrario, evidenciaron un continuo aumento en la
concentración de proteínas (figura 19 B).

Dadas las diferencias existentes en el tamaño y condiciones
metabólicas entre las distintas fases del desarrollo de los ovarios/ frutos, es
convenienteexpresar también los resultados como valores totales por órgano
(figura 19 C).

La cantidad total de proteínas por órgano sigue una evolución análoga
a la del peso fresco. En los ovarios no polinizados este parámer
prácticamente no se modifica, mientras que en los frutos polinizados y en los
ovarios tratados con GAa se incrementa a partir del segundo día post­
antesis. Este comportamiento se acentúa a medida que nos alejamos del día
de antesis, siendo mayor esta diferencia en los ovarios con tratamiento
hormonal.
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Figura 19: Evolución del peso fresco (A)y de la cantidad de proteínas en
ovarios no polinizados (O) y frutos obtenidos por polinización natural (A) o
por aplicación de 100 ppm GAsa - 1 dpa (I); en relación al peso fresco (B)y
como proteína total por órgano (C).
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Figura 20: Evolución del peso fresco (A), contenido proteico (B)y actividad
proteolítica (C), en ovarios no polinizados (.0) y frutos obtenidos por
autopolinización (A A) o por aplicación de 100 ppm GA3a -1 dpa (I EJ).La
actividad proteolítica fue medida a pH 5.0 (símbolos llenos) y a pH 7.5
(símbolosvacíos), empleando azocaseína como sustrato.
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En consecuencia, el proceso de fructificación inducido ya sea por
polinizacióny fertilización normal o por aplicación de GA3,va acompañado
deun incremento en el peso fresco y la cantidad total de proteínas por
órganodurante el desarrollo del fruto.

Estos resultados podrían indicar una activación en la síntesis de
proteinastras un estímulo endógeno como la polinización natural o exógeno
comola aplicación de GA3que estaría asociada al desarrollo de los frutos,
observándose además un adelanto en este comportamiento cuando la
lructificación se induce con GA3exógeno.

3.-ACTIVIDADES PROTEOLÍTICAS EN RELACIÓN A FACTORES QUE
CONTROLANEL PROCESO DE FRUCTIFICACIÓN O SENESCENCIA

3.1.- ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA FRENTE A AZOCASEÍNA EN OVARIOS NO

POLINIZADOS Y FRUTOS JÓVENES

A efectos de analizar el posible rol de actividades proteoliticas en los
)rocesos alternativos del ovario -fructificación o senescencia-, se analizó en
brma conjunta la variación del peso fresco, concentración de proteínas y
ictividad proteolitica en ovarios no polinizados, frutos autopolinizados y
mrtenocárpicos obtenidos por aplicación de 100 ppm GA3 a —ldpa,
meliando el período de evaluación 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 (gráficos
nsertados en figura 19 A y 20 A), sin mostrar durante este periodo pérdida
le sensibilidad a la aplicación de GA3 (figura 13), como así tampoco
íntomas aparentes de senescencia (figura 12).

El tratamiento de los ovarios no polinizados con GA3 a —l dpa,
lromovióel desarrollo partenocárpico de los frutos, como quedó evidenciado
or un rápido y significativo incremento en el peso fresco entre 5 y 8 dpa
igura 19 A y 20 A).

En los frutos polinizados naturalmente esta respuesta fue un poco
‘láS tardía, entre 8 y 11 dpa, lo cual podría estar relacionado con el
iomento en que efectivamente se produce la fertilización del óvulo y
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posteriorincremento del contenido endógeno de fitohorrnonas (Gillaspy et al.
1993).

El perfil de evolución de la concentración de proteínas mostró un
comportamiento similar al descripto en el apartado anterior (figura 19 A),
registrándose el máximo a 2 dpa. El contenido proteico disminuyó entonces
en los frutos GAa y P alcanzando, a 11 dpa, valores mas bajos en
comparación a los correspondientes a ovarios no polinizados (figura 20 B).

El estudio de la variación de la actividad proteolítica específica sobre
azocaseína medida a pH 5.0 y pH 7.5 mostró un comportamiento diferencial
según el tratamiento y estado de desarrollo de los ovarios/frutos (figura
20C). En general, los valores registrados a pH 5.0 fueron mayores a los
medidosa pH 7.5 aunque la evolución fue similar.

Los extractos de ovarios no polinizados presenescentes evidenciaron
un incremento en la actividad proteolítica a partir de 11 dpa, mientras que
prácticamente no se modificó o disminuyó levemente en los frutos obtenidos
tras la autopolinización de las flores o tratamiento con GA3.

Las máximas diferencias se registraron a pH 5.0, al final del período de
Liempoobservado (14 dpa), momento en que los ovarios tratados con GAaya
sehan convertido en frutos en pleno desarrollo. La actividad enzimática en
Ïrutos polinizados de 14 días de desarrollo presentó valores de intermedios
:ntre los encontrados en ovarios no polinizados tratados con GAay los no
'Iatados (figura 20 C).

Cuando los valores se expresaron por gramo de peso fresco, los frutos
Jartenocárpicos obtenidos por tratamiento con GAa mostraron una clara
lisminución en la actividad proteolítica medida a pH ácido y neutro a partir
le 8 dpa (datos no mostrados), lo cual se relacionaría con el rápido
ncremento en el peso fresco de los frutos GAaen comparación con los frutos
?y ovarios presenescentes (E)durante el período de tiempo observado.

Los ovarios no polinizados presenescentes iniciarian de este modo un
JI‘OCCSOcaracterizado, en parte, por un incremento en los niveles de
¡ctividad proteolítica específica (entre 11 y 14 dpa). Por el contrario, en los
'rutos en desarrollo, producidos por autopolinización o por aplicación de
3A3,el proceso de fructificación iría acompañado por muy poca variación en
os niveles de actividad proteolítica.
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