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Resumen

Este trabajo de tesis involucrd el estudio de frutos de tomate, frutilla y naranja,

los cuales se encuentran entre los cultivos frutihorticolas mds importantes para el
consumo en fresco de nuestro pais, por lo que es importante que no sufran deterioro
en los procesos de produccion y comercializacidon, y que desarrollen propiedades
organolépticas dptimas para el agrado del consumidor. La calidad y atractivo sensorial
de los frutos estan determinados en gran medida por el contenido de metabolitos
secundarios, por lo que la obtencién de cultivares con contenidos optimizados desde el
punto de vista cualitativo y nutricional de estos metabolitos es cada vez mas explorada,
en particular a través del estudio de las redes regulatorias que modulan el metabolismo

de estos compuestos.

Los ARNs pequefios regulan un gran nimero de genes involucrados en diversos
procesos durante el desarrollo y crecimiento de las plantas, pero los reportes sobre su
participacidon en redes regulatorias relacionadas con aspectos cualitativos de frutos son
escasos. Existen varios tipos de ARNs pequefios originados por distintos mecanismos de
biosintesis. En este trabajo se realizaron analisis bioinformaticos para identificar
modulos regulatorios que involucran la accion de miARNs y phasiARNs de manera
comparativa en frutos de tres especies con caracteristicas organolépticas muy distintas,

y con diferentes patrones de preferencia por parte de los consumidores.

En las 3 especies analizadas, se identificaron ARNs pequeiios reguladores de
genes relacionados con la adquisicidn de caracteristicas de importancia comercial, tales
como el desarrollo de brillo, color, firmeza y contenido nutricional. También se realizé
por primera vez la caracterizacién a nivel gendmico de las principales familias proteicas
implicadas en la biosintesis de ARNs pequefios en naranjo, lo cual permitié relacionar a
estas moléculas regulatorias con el proceso de abscision. La informacién producida en
esta tesis abre la puerta a futuros desarrollos tecnolégicos que contribuyan a mejorar

diversos aspectos cualitativos de estos frutos.
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Abstract

This thesis work involved the study of tomato, strawberry and orange fruits,

which are among the most important crops commercialized for fresh consumption in
our country, so it is important they do not get damaged during production and
commercialization and that they develop optimal organoleptic properties for consumer
satisfaction. Fruit quality and sensory attractiveness are set mostly by their secondary
metabolite content; therefore, the development of cultivars with optimized secondary
metabolites content from a qualitative and nutritional point of view is being actively
explored, particularly through the study of regulatory networks that modulate the

metabolism of these compounds.

Small RNAs regulate a large number of genes involved in several processes during
plant development and growth, but there are few reports on their participation in
regulatory networks related to fruit qualitative traits. There are several types of small
RNAs produced by different biosynthesis mechanisms. In this work, bioinformatic
analyses were performed in order to identify regulatory modules that involve the action
of miRNAs and phasiRNAs, in a comparative manner, in fruits of three species with very

different organoleptic characteristics and different consumer preference patterns.

In the three analyzed species, small regulatory RNAs of genes related to the
acquisition of commercially important traits were identified, such as the development
of brightness, color, firmness and nutritional content. Besides, the main protein families
implied in small RNAs biosynthesis in orange were characterized at the genomic level
for the first time, which allowed us to relate these regulatory molecules to the abscission
process. The information produced in this thesis work opens the door to future
technological developments that will contribute to improving several qualitative traits

of these fruits.
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1.1 - Clasificacion y anatomia de frutos

Las angiospermas, vulgarmente conocidas como “plantas con flores”, son el
grupo mas grande de plantas terrestres, con alrededor de 300.000 especies, tanto
monocotiledéneas como dicotileddneas (Christenhusz & Byng, 2016). El origen de este
grupo se ubica en el cretdcico temprano, hace aproximadamente 130 millones de afios,
respaldado con un abundante y diverso registro fésil (Crane et al., 1995). El término
“Angiosperma” proviene de las palabras griegas angeion (cubierta) y sperma (semilla),
haciendo clara referencia a los frutos producidos por este grupo de plantas (Meyer,
2005). Los drganos florales de las angiospermas son su principal diferencia con las demas
especies vegetales, y les han proporcionado especificidad reproductiva a lo largo de la
evolucién. Los évulos se encuentran encerrados en uno o mas carpelos (ovario), y luego
de ser fecundadas sus ovocélulas y sus nucleos polares, daran lugar a la formacion de

una o mas semillas. (Specht & Bartlett, 2009).

En botdnica, se considera frutos a los ovarios cuyos dvulos han experimentado la
fecundacion arriba mencionada y se iran transformando en semillas. En algunas especies
otras porciones de las estructuras florales pueden formar parte del fruto ademas del
ovario. Su principal funcién es la de la propagacién de la especie, dado que su desarrollo

se ve acompafado por la maduracién de una o mas semillas en su interior

(White, 2002). Las semillas pueden dispersarse naturalmente por varios
mecanismos, como la accion del viento, la adherencia a los pelos de ciertos animales, o
por la digestion de frutos que presentan colores vistosos y aromas y sabores agradables
para atraer a sus consumidores, quienes luego dispersan las semillas por su posterior

excrecion (Willson, 1993).

Estructuralmente, la pared del ovario que rodea a las semillas y conforma la parte
comestible del fruto, da lugar al pericarpio. Este, a su vez, se divide en tres porciones
llamadas, desde la parte exterior hacia la interior, epicarpio, mesocarpio y endocarpio
(Fig. 1.1C). En el caso de los citricos, al mesocarpio suele llamarselo “albedo” mientras
que al epicarpio se lo denomina “flavedo” (Fig. 1.1A). Los frutos se clasifican en tres

grandes grupos (G. Singh, 2019):
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e frutos simples, se desarrollan a partir de un ovario de la flor. Pueden ser secos,
como las avellanas, o carnosos como tomate o naranja.

e frutos agregados, se forman a partir de varios carpelos dentro de la flor. Dos
ejemplos son mora y frutilla.

e frutos compuestos o multiples, se originan a partir de una inflorescencia, donde
cada flor da lugar a un fruto pero se desarrollan en conjunto. Ejemplos de este

grupo son el anana y el higo.

Cada uno de estos grupos presenta subdivisiones pero sélo mencionaremos las
que engloban a las especies que seran estudiadas en este trabajo: tomate (Solanum

lycopersicum), naranja (Citrus sinensis) y frutilla (Fragaria x ananassa).

A Zona de
abscision

\ Flavedo Pedinculo
. A|bed0 Sépaio

B

Aquenio

Semilla

s
@,

Endocarpio
Pericarpio] Mesocarpio
Exocarpio

Fig. 1.1: Cortes transversales e identificacidon de las partes de los 3 frutos estudiados en esta tesis (Iglesias
et al., 2007; Pesaresi et al., 2014; Vallarino et al., 2020).

El tomate es un fruto simple, carnoso y es considerado una baya, ya que su
epicarpio es muy delgado, y su mesocarpio y endocarpio son carnosos y jugosos.
Ademads, presenta una forma redondeada, comun a la mayoria de las bayas. Los
hesperidios, frutos tipicos de los citricos, son un tipo de baya modificada, conservan su
forma pero la parte comestible del fruto esta constituida por los carpelos hinchados

recubiertos por el pericarpio. Los citricos también presentan frutos simples carnosos.
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Por otro lado, en los frutos agregados, también llamados eterios o “falsos frutos”, la
porcidn comestible es el receptaculo, que alberga al verdadero fruto contenedor de las
semillas. En el caso de las frutillas, estas estructuras son los aquenios (Fig. 1.1B; Font

Quer, 1953).

1.2 - Importancia agrondmica y comercial de los frutos

La ingestion de frutas y verduras esta recomendada como parte de una dieta
saludable, dado que son fuente de vitaminas C y A, de minerales e incluso de
compuestos antioxidantes y proporcionan fibra dietaria (Slavin & Lloyd, 2012). De
hecho, una ingesta deficiente aumenta el riesgo de padecer numerosas enfermedades,
como hipertensién arterial, diabetes tipo 2, enfermedades cardiacas y ciertos tipos de
cancer (Hall et al., 2009). En lineas generales, los consumidores buscan frutos maduros,
firmes y dulces, aunque cada especie tiene atributos comerciales que predominan sobre
otros a la hora de la compra por parte de los consumidores. Por ejemplo, en el caso de
los tomates se prioriza el color, el sabor y la firmeza (Causse et al., 2003; Oltman et al.,
2016). En frutillas se busca que el ablandamiento poscosecha de las mismas sea lo mas
lento posible, ademas de preferirse colores rojo intensos y aromas agradables (Bhat et
al., 2015; Jiménez-Bermudez et al., 2002). En ambos casos, la firmeza de estos frutos,
ademas de estar vinculada a la preferencia sensorial, estd relacionada con otro
importante atributo comercial por la relacidon que existe entre el ablandamiento y una
mayor susceptibilidad al ataque de patdgenos (Cantu et al., 2008; Forlani et al., 2019).
Por su parte, los consumidores de citricos priorizan el contenido de jugo, la acidez, la
firmeza y el aroma (Simons et al., 2018; Soule & Grierson, 1986). En el caso particular de
la comercializacidn de citricos, es importante mencionar que el proceso de abscision de
frutos representa un grave problema, ya que impacta directamente en el rendimiento
del cultivo y provoca pérdidas millonarias, debido a que un fruto golpeado no puede ser

comercializado (Merelo et al., 2017).

Desde el punto de vista de los productores, es muy importante la seleccion del
cultivar a la hora de comenzar la produccién, ya que cada variedad presenta
caracteristicas diferentes. Por lo general, se busca que el cultivo tenga atributos

deseados por el mercado, sea adecuado para el suelo y el clima del lugar elegido, que
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presente buen rendimiento y posea resistencia a ciertas plagas o enfermedades, que
pueden provocar pérdidas parciales o totales de produccion (McAvoy, 2008). Muchas
veces se obtiene alguno de estos beneficios a costa de otros, por lo que es importante
lograr un balance. Por ejemplo, una variedad puede ser muy resistente frente a ciertos
patdgenos, pero no tener el mismo sabor o rendimiento que otras. Esto también se tiene
en cuenta segun el mercado al que esta dirigido el fruto. Por ejemplo, en el caso de las
frutillas, si se las comercializara para consumo fresco, sera muy importante el sabor vy el
aroma, pero si en cambio su funcion es decorativa (por ejemplo en reposteria), se

priorizara la firmeza y el color del fruto.

Es fundamental, ademds, el correcto manejo poscosecha de acuerdo a las
caracteristicas particulares de cada fruto, principalmente para garantizar que el
consumidor reciba un producto de buena calidad luego de los procesos de transporte y
almacenamiento. Para las frutillas es muy importante el momento en que son
recolectadas, ya que son frutos no climatéricos y su maduracion no progresa fuera de la
planta. Son frutos que se descomponen rapidamente, por lo que deben ser
correctamente resguardados. Para transportarlas por largas distancias, se dispone de
camaras refrigeradas y enriquecidas en didxido de carbono. Para los frutos de tomate
se siguen practicas similares a las mencionadas, pero en algunos casos se afiade ademas
el agregado de 1-metilciclopropeno para su traslado, ya que es un fruto climatérico y el
etileno es la principal hormona regulando su maduracion, incluso luego de la cosecha.
Este compuesto actia como inhibidor del etileno, ya que se une a los receptores de esta
hormona con mayor afinidad, impidiendo su actividad (Arah et al., 2016). En cambio,
para las naranjas, es fundamental evitar el dafio de los frutos durante la recoleccién.
Estos dafios aparecen como golpes o magulladuras, producto de la caida de los frutos al
suelo, ya sea por una mala manipulacidn o por abscisién natural de los mismos; y pueden
también ocurrir durante su transporte, donde la carga y descarga deben realizarse con
cuidado. Como su traslado generalmente tarda varios dias, si los frutos estan golpeados
se observan cambios en sus propiedades fisico-mecdanicas, ademas de que se altera la

percepcion positiva de los consumidores (K. K. Singh & Reddy, 2006).

Todos estos fendmenos estdn relacionados con diferentes aspectos fisioldgicos

de los frutos. Algunos de ellos han sido caracterizados en detalle, mientras que otros
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aun no han sido completamente estudiados. Conocer y comprender los procesos
bioldgicos que determinan estos aspectos, permitirian el desarrollo de diversas
tecnologias orientadas a mejorar las diferentes etapas de produccién y comercializacion

de frutos.

1.3 - Desarrollo y maduracion de frutos

El fendmeno de desarrollo de los frutos implica una serie de cambios fisioldgicos
y bioquimicos finamente regulados. En frutos carnosos consta de tres etapas principales:
establecimiento del fruto, desarrollo propiamente dicho y maduracion (Bouzayen et al.,
2010). La maduracién es posiblemente la etapa mas estudiada del proceso: permite
clasificar a los frutos en climatéricos y no climatéricos. Los frutos climatéricos presentan
un pico respiratorio (CO2) junto con un aumento en la produccion de la hormona
gaseosa etileno, algo no observado en frutos no climatéricos. Ademas, los frutos
climatéricos pueden continuar madurando fuera de la planta en presencia de etileno

exogeno (Paul et al., 2012).

La maduracion es el momento en el que se desarrollan las propiedades
organolépticas que proporcionan el atractivo comercial del producto, que debe contar
con sabor y aroma agradables, como también buena textura y firmeza. Muchas veces la
diversidad de caracteristicas sensitivas es muy amplia dentro de una misma especie,
permitiendo abarcar un rango mayor de preferencias de los consumidores y también

diferenciar cultivares.

La calidad de los frutos se puede evaluar en gran medida a través de su firmeza,
textura, color, aroma y sabor, es decir, en base a sus propiedades organolépticas. Estas
son fundamentales para la aceptacién de los consumidores, principalmente en las frutas
gue se consumen frescas. El contenido de metabolitos secundarios, como productos de
la via de los fenilpropanoides y de los terpenoides, rige considerablemente su aspecto
nutricional y su atractivo sensorial, dado que influyen sobre el pH, el contenido de
sélidos solubles totales, de carotenoides, de nutrientes y la actividad antioxidante

(Bramley, 2002; Pott et al., 2019).
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1.3.1 - Sabory aroma

El sabor y el aroma de los frutos estan intimamente relacionados, y variaciones
en uno provocan cambios en el otro. Los principales compuestos percibidos por el
sentido del gusto son azlcares y acidos organicos que resaltan la dulzura o acidez,
mientras que otras sustancias minoritarias contribuyen a caracteristicas especificas,
como astringencia o amargura. En cuanto a compuestos aromaticos volatiles, los
producidos principalmente en frutos son terpenos, alcoholes, aldehidos, furanonas,

ésteres y cetonas (Pérez & Sanz, 2008).

Los terpenoides (o isoprenoides) participan en muchos aspectos del desarrollo
vegetal, ya que son componentes de vias metabdlicas que incluyen la biosintesis de
hormonas, pigmentos y metabolitos secundarios volatiles aromaticos. Existen 2 vias de
biosintesis: la citosdlica (via del dcido mevaldnico, o MVA) y la plastidica (via del 2-C-
metileritritol 4-fosfato, o MEP), (Toll, 2014). En la primera, los sustratos iniciales son dos
moléculas de acetil-CoA, mientras que en la segunda, son el piruvato y el gliceraldehido-
3-fosfato. En los dos casos, los productos obtenidos son isopentenil-pirofosfato y

dimetilalil pirofosfato.

1.3.2 - Firmeza: pared celular

Todas las células vegetales se encuentran recubiertas por una estructura
compuesta mayoritariamente por polisacaridos llamada pared celular. Existen dos tipos:
pared celular primaria y secundaria. La primera se encuentra principalmente en células
en crecimiento, mientras que la segunda se forma cuando las células alcanzaron su
tamafio y forma final (Brown et al., 2005). Su funcién no sdlo es proporcionar resistencia
a la planta, sino que interviene en diversos procesos como crecimiento, diferenciacién
celular, comunicacién intercelular y actia como barrera defensiva contra patdgenos

(Cosgrove, 2005).

La pared celular primaria estd compuesta principalmente por polisacaridos y en
menor proporcidn por glicoproteinas. Dentro de los polisacaridos se encuentran las
pectinas, las hemicelulosas y la celulosa. Las dos primeras dan lugar a la matriz de la
pared celular, donde se van a disponer los demds componentes de la misma (Fry, 2004).

Las pectinas constituyen alrededor de un tercio de las macromoléculas de la pared
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celular. Son polisacéridos complejos que contienen residuos de Acido a-D-galacturénico
unidos a Ramnogalacturonanos RG-l y RG-Il, enriquecidos en ramnosa, arabinosa y
galactosa (Fry, 2004). La alta concentracién de pectinas proporciona rigidez a la célula
durante su crecimiento, lo que favorece su resistencia a la compresion (P. Darley et al.,
2001). Tienen la capacidad de gelificar, modificar el pH y la fuerza idnica de la matriz y
participan activamente en varios procesos fisioldgicos, como la separacién celular
durante la abscision de frutos y hojas o el ablandamiento en la maduracién de frutos

(Willats et al., 2001).

Las hemicelulosas son polisacdridos muy abundantes en la pared celular vegetal
(constituyen alrededor de un tercio de la misma) y estan formadas por una estructura
unida mediante enlaces B-(1->4) glucosidicos. Engloban a xiloglucanos, heteroxilanos,
heteromananos y otros glucanos con enlaces mixtos (Pauly et al., 2013). La celulosa esta
constituida por moléculas de glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos tipo B-(1->4)
y tiene la capacidad de formar microfibrillas de una longitud suficiente para rodear la
circunferencia celular, que se intercalan en la matriz de polisacaridos, formando una red

muy resistente (Cosgrove, 2005).

Las expansinas comprenden un grupo de proteinas no enzimaticas encargadas
principalmente de la relajacion de la pared celular (McQueen-Mason & Cosgrove, 1995).
Intervienen en diversos puntos del desarrollo vegetal, como la regulacion de la firmeza
de los frutos (Brummell et al., 1999; Minoia et al., 2015), desarrollo radical (D.-K. Lee et
al., 2003; Z. Yu et al., 2011) y crecimiento en general (Kwon et al., 2008). Por su parte,
las B-galactosidasas son una familia de hidrolasas de la pared celular que intervienen
activamente en el ablandamiento de frutos. Su funcién es romper los enlaces de
moléculas de galactosa en cadenas laterales de xiloglucanos, RG-I y hemicelulosas,
facilitando el acceso a la matriz de pectina a las demads enzimas degradativas, lo que
finalmente se traduce en ablandamiento del fruto (Hangkong Liu et al., 2018). Otras
enzimas que contribuyen a este proceso son las pectin metilesterasas (Xue et al., 2020),

celulasas (Sexton et al., 1997) y xiloglucano endotransglucosidasa (Z. Zhang et al., 2017).

La integridad de la pared celular estd intimamente relacionada con las
propiedades organolépticas de los frutos, mas precisamente, con la textura y firmeza de

los mismos, dos de las cualidades mds importantes para los consumidores. Con la
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progresién de la maduracion, la pared celular tiende a desensamblarse y como
consecuencia se produce el ablandamiento. Este fendmeno también influye en la vida
poscosecha de los cultivos, motivo por el que esta area esta siendo permanentemente

estudiada (Waldron et al., 2003).

1.4 - Aspectos nutricionales

Las frutas y las verduras proporcionan una enorme variedad de nutrientes como
vitaminas y minerales, compuestos bioactivos como flavonoides y carotenoides, y fibras
dietarias (R. H. Liu, 2013). El componente mayoritario suele ser agua, variando su
cantidad segln el tipo de especie, seguido por hidratos de carbono, acidos orgénicos,
vitaminas, minerales y en menor medida, proteinas (Vincente et al., 2014). La
composicion y los valores nutricionales, como también la ausencia de sustancias tdxicas
o antinutricionales, son pardmetros cruciales para determinar la calidad del producto
(Liener, 1994), que contribuye directamente al precio final y la apreciacion de los

consumidores.

El contenido de minerales influye en las propiedades organolépticas dado que el
nitrégeno y el manganeso estan relacionados con la coloracion verde, tanto en frutos
como en hojas (Deckers et al., 1996; Marsh et al., 1996), aunque también se ha
reportado que un exceso de fertilizantes nitrogenados producen pérdida de coloracidn
en uvas (Kliewer, 1977) y ablandamiento de frutos de tomate (Prange & DeEll, 2019). Se
vio también que el nitrégeno favorece el aumento de sélidos solubles, alterando el sabor
(Barringer et al., 1999), y ademads se reportd en tomate que las frutas con deficiencia de

potasio presentaban un menor contenido de carotenoides (Trudel & Ozbun, 1970).

Tanto frutas como verduras contienen una gran variedad de sustancias
antioxidantes, como dacido ascérbico, carotenoides, vitamina E y compuestos fendlicos,
que son las encargadas de prevenir la oxidacién celular descontrolada al eliminar las
especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas ultimas son formas parcialmente reducidas
del oxigeno, como perdxidos o superdxidos, con la capacidad de reaccionar con los
diversos componentes celulares produciendo dafios severos. La incorporacién de

vegetales a la dieta ayuda a neutralizar estas alteraciones (Vincente et al., 2014).
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Otro componente nutricional importante son las fibras dietarias. Se considera
como tales a las porciones comestibles de los vegetales que no pueden ser digeridas ni
absorbidas en el intestino delgado (Committee, 2001). Los principales componentes de
las fibras son celulosa, lignina, pectinas y polisacdridos no digeribles. Sus beneficios para
la salud son muy variados. Uno de los mas importantes y conocidos es la regulacion de
la funcidn intestinal, ademas de favorecer la rapida sensacién de saciedad (Vincente et

al., 2014).

1.5 - Regulacién génica durante el desarrollo y la maduracién de
frutos

Durante su desarrollo y posterior maduracion, los frutos sufren una serie de
alteraciones morfoldgicas y fisiolégicas: incremento de tamafio, cambios de color,
variaciones en su sabor y aroma. Estas modificaciones son posibles gracias a un gran
numero de precisos eventos moleculares que tienen lugar a lo largo de estos procesos,
entre ellas, la regulacion de la expresiéon génica. Por ejemplo, los factores de
transcripcion MYB estdn vinculados a la produccién de antocianinas, responsables tanto
de la coloracion de frutos como de la respuesta frente a diversos tipos de estrés (Espley
et al., 2007). También se sabe que el aumento en la produccién de enzimas relacionadas
al desensamblaje de la pared celular fomenta el ablandamiento de los frutos (Mufioz-
Bertomeu et al., 2013), y que existe una regulacion muy controlada y tejido-especifica
en proteinas directamente implicadas en la sefializacion de hormonas, como el caso de
los factores de respuesta a etileno (ERF) en frutos de tomate (M. K. Sharma et al., 2010).
Si bien la regulacion se produce en multiples niveles, a nivel postranscripcional
generalmente se observa participacion de algun tipo de ARN pequeiio (Kamthan et al.,

2015).

1.6 - ARNs pequefios

Una amplia variedad de procesos bioldgicos en plantas estan regulados por ARNs
pequefiios, los cuales son moléculas de ARN reguladoras que poseen tipicamente entre
21y 24 nucleétidos de largo. En general, hay dos clases principales de ARNs pequefios,
conocidas como microARNs (miARNSs) y short interfering RNAs (siARNs). Sin embargo, el

vasto numero de fuentes de siARNs descripto hasta el momento ha dado lugar a
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multiples subgrupos dentro de la clasificacién de siARN, incluyendo trans acting
(tasiRNAs), phased (phasiARNs), heterocromatic (hc-siARNs) y natural antisense siRNAs

(nat-siARNs), entre otros (Bologna & Voinnet, 2014; Borges & Martienssen, 2015).

Los genes MIR, que codifican precursores de microARNSs, son transcriptos por la
ARN polimerasa Il (Y. Lee et al., 2004), dando lugar a una estructura de tallo y burbuja
(pri-microARN, por primary microRNA) que es procesada inicialmente en el nucleo por
las proteinas Dicer-like 1 (DCL1, ribonucleasa de tipo lll), HYL1 (hyponastic leaves 1,
proteina de union a ARN doble hebra) y SE (Serrate, una proteina con motivos dedos de
zinc). La primera se encarga de cortar los extremos de la estructura y las demas acttan
estabilizandola (Fig. 1.2; Dong et al., 2008). En primera instancia se reduce el tamafio de
esta molécula generando un pre-microARN (precursor microRNA) al que luego el mismo
complejo proteico le escinde su bucle para dar lugar a una molécula que tiene un
tamanfio final de 21-nt, generalmente, cuyos extremos 3’ seran metilados por la proteina
HEN1, para evitar su degradacién, y exportados al citoplasma con ayuda del
transportador HST1 (X. Yang & Li, 2012). Una vez fuera del nucleo, una de las dos hebras
va a asociarse a una proteina AGO (Argonauta) y algunas otras proteinas estabilizadoras
para formar el Complejo Silenciador Inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés) que

serd el responsable de la actividad reguladora (Kidner & Martienssen, 2005).
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Fig. 1.2: Modelo simplificado de la biosintesis de miRNAs en plantas. Adaptado de Yang & Li (2012).
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1.6.1 - ARNs pequefios en fase

Los miARNs pueden desencadenar la produccion de otros ARN pequenos en fase,
entre los que se encuentran los tasiARNs. Estos ARNs pequefios se originan a partir de
genes TAS que son transcriptos por la ARN polimerasa Il y poseen uno o dos sitios de
union para un miARN (Fig. 1.3A). Luego de efectuado el corte en el ARNm por uno
(modelo “One hit”) o por dos miARNs (modelo “Two hits”) se sintetiza la doble hebra de
ARN correspondiente con la ayuda de las proteinas SGS3 (Suppressor Of Gene Silencing
3) y RDR6 (RNA-Dependent RNA Polymerase 6). Posteriormente la enzima DCL4 serd la
encargada de cortar cada 21 nucledtidos, dando lugar a pequenas moléculas de ARN
gue se encuentran en fase respecto al sitio de corte del miARN (entre las bases 10y 11
del mismo) y caracteristicamente, las hebras de cada par estdn desfasadas por 2
nucledtidos (Fig. 1.3A). Finalmente la estructura es separada y una simple hebra del ARN
pequefio formara parte del complejo RISC (Qili Fei et al., 2013). Dentro de la clasificacién
de ARNs en fase existe una division entre phasiARN y tasiARN. La principal diferencia
entre ellos radica en que los tasiARN surgen de un ARNm no codificante cuyo Unico fin
es dar lugar a estas pequefias moléculas (genes TAS, Fig. 1.3A) mientras que los
phasiARN son originados desde un transcripto que codifica para proteinas (Fig. 1.3B; Qili

Fei et al., 2015).
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Fig. 1.3: A) Produccion de tasiARNs a partir de los modelos “Two hits” y “One hit”. B) Produccién de
phasiARNs a partir de un gen codificante. Adaptado de Yu et al. (2017).

Si bien también se ha postulado que el corte por miARNs da origen a phasiARNSs,
este mecanismo ha sido caracterizado principalmente para los phasiARNs producidos en
organos reproductivos de gramineas (Das et al., 2020). Se ha verificado la existencia de
phasiARNs también en otros tejidos vegetales, y se cree que la existencia de miARNs
iniciadores no es el Unico mecanismo capaz de producir phasiARNs (Feng et al., 2019).
Existen diversos mecanismos moleculares por los que puede producirse ARN doble
hebra, sustrato de las enzimas de la familia DCL productoras de ARNs pequeiios en fase.
Por ejemplo, pueden generarse a partir de ARNs largos no codificantes (IncARNs), que

se sintetizan en sentido contrario al del transcripto codificante a partir de su propio
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promotor (Qili Fei et al., 2013). Los ARNs pequefios derivados de transcriptos naturales
antisentido (NAT-siARNs) se sintetizan a partir de la superposicién de transcriptos
independientes, resultando también en regiones de ARN doble hebra susceptibles a la
accion de enzimas DCL (Vazquez et al.,, 2010). Ademads, a través de estudios
bioinformaticos se han detectado loci productores de phasiARNs sin un miARN
disparador, por los mecanismos de origen son auin desconocidos en muchos casos (Feng

et al., 2019).

En cuanto a los mecanismos regulatorios de las distintas clases de ARNSs
pequeiios, se ha demostrado su participacién en varios aspectos del crecimiento y
desarrollo de las plantas, como respuesta a estrés, polaridad de las hojas, tiempo de
floracion (D. Jin et al., 2013; Mallory & Vaucheret, 2006; Nag & Jack, 2010; Noman et al.,
2017) y resistencia contra enfermedades (Zhai et al., 2011), a través de mecanismos
regulatorios que en general tienen lugar a nivel post-transcripcional. Ademas de actuar
a este nivel, algunos ARNs pequefios pueden ejercer su funcién a través del mecanismo
de metilacion del ADN dirigida por ARN (RdDM, por sus siglas en inglés), que mediante
la metilacion de residuos de citosina provoca el silenciamiento génico de un
determinado locus, actuando en estos casos a nivel transcripcional. Es un proceso
regulatorio muy importante para el silenciamiento de elementos transponibles y para la

estabilidad del genoma. (J. a Law & Jacobsen, 2010).

Para la biogénesis y el correcto funcionamiento de cada ARN pequeiio se
necesita una serie de proteinas particulares. Existen 3 familias génicas caracterizadas
por su participacién en estos procesos: AGO, DCL y RDR. Para la sintesis y actividad de
miARNSs son necesarias las proteinas AGO1 y DCL1 (Bologna & Voinnet, 2014), mientras
que en la produccidn de phasi y tasiARNs intervienen AGO1, AGO7, DCL4 y RDR6 (Dotto
et al.,, 2014). Por otro lado, durante el proceso de RADM participan proteinas de las
familias DCL, AGO y RDR, particularmente DCL3, AGO4 y RDR2, como asi también

factores de copia simple, como SGS3 y NRPD2.

Cabe destacar que también existen otros tipos de ARNs pequefos, como por
ejemplo, los ARNs pequefios interferentes heterocromaticos (het-siARNs), de 24
nucléotidos de longitud, generados por una ruta diferente de biosintesis e implicando

otras proteinas de estas familias, como por ejemplo, AGO4, junto con otras vias de
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silenciamiento, como RdDM a nivel ADN (Sunkar & Zhu, 2007). Por su parte, se ha
reportado que los NAT-siARNs mencionados previamente, pueden presentar tamafios
entre 21 y 41 nucledtidos y que en su produccion participan diversas proteinas, como
DCL1, DCL2, DCL4, RDR6 y componentes de la ARN polimerasa IV dependiente de ADN
(Vazquez et al., 2010).

1.6.2 - Importancia de los ARN pequefios

Los ARNs pequefios participan de importantes procesos vinculados a diversos
aspectos del desarrollo de las plantas. Por ejemplo, los tasiARNs producidos a partir del
locus TAS3 y miR390 tienen como genes blanco a diversos factores de respuesta a
auxinas (ARF), por lo que son fundamentales en la regulacién del crecimiento vegetal,
desarrollo radicular y foliar (Xia et al., 2017). Hay evidencia de phasiARNs producidos a
partir de genes codificantes para proteinas PPR, NB-LRR y MYB, las cuales abarcan
funciones muy variadas, desde defensa frente a patégenos hasta respuesta a la luz UV

(Ambawat et al., 2013; DeYoung & Innes, 2006; Q. Fei et al., 2013).

Sin embargo, el conocimiento sobre la participacion de ARNs pequefios en la
adquisicion de propiedades organolépticas es muy escaso. Por ejemplo, se ha vinculado
a miR156 a la coloracién del fruto de tomate mediante la regulacién del gen colorless
non-ripening (CNR; Silva et al., 2014) varios miARNs han sido relacionados a la regulacion
de genes codificantes para proteinas encargadas del metabolismo del glutamato y
biosintesis de terpenos, moléculas asociadas a la adquisicién de sabor (Karlova et al.,
2013; Mohorianu et al., 2011). Por su parte, los tasiARNs generados a partir del locus
TAS4 mostraron como genes blanco de regulacién a factores de transcripcion MYB,
implicados en la regulacion de la sintesis de antocianinas en Arabidopsis (Q.-J. Luo et al.,
2012), en manzana (Xia et al., 2012) y en hojas de tomate (A. Singh et al., 2016). La poca
informacién disponible sobre este tipo de regulaciones motivd nuestro estudio sobre
esta ruta y otras desconocidas que pudieran estar participando en el desarrollo y
adquisicion de propiedades organolépticas de frutos y de otros atributos de interés

comercial.

Para contribuir al entendimiento de los procesos moleculares relacionados con

los aspectos mencionados de la comercializacidon de frutos, en esta tesis doctoral se
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llevaron adelante andlisis exploratorios para identificar la existencia de rutas de ARNs
pequefios que regulen los aspectos metabdlicos y fisioldgicos relacionados con las
cualidades comerciales de los frutos de tomate, frutilla y naranja, a nivel gendmico. Se
utilizaron bibliotecas de secuenciacion masiva de frutos (ver mas adelante) de diferentes
estadios de maduracién para cada especie analizada. La intencién de este trabajo es
recopilarinformacion que permitird identificar ARNs pequefios que puedan usarse como
herramientas agro-biotecnoldgicas para el mejoramiento de aspectos vinculados a la
calidad de los frutos y otros aspectos importantes para la comercializacién. Las posibles
aplicaciones de esta informacién son muy variadas y abarcan distintos enfoques
experimentales: modificacidon por transgénesis de phasiARNs o targets especificos (A.
Singh et al., 2015, 2019), modificacidn por transgénesis a través de la obtencién de loci
PHAS artificiales que regulen varios targets a la vez (Cisneros & Carbonell, 2020),
creacion de lineas transgénicas denominadas “mimicry” para capturar de ARNs
pequefios especificos para disminuir su actividad (Reichel et al., 2015), modificacién por
mutaciones de uno o varios genes simultdneamente utilizando tecnologia CRISPR (R. Li
et al., 2018; Xindi Li et al., 2018; T. Wang et al., 2019) y posiblemente, aplicaciones
exdgenas de ARNs pequefios que regulen uno o varios transcriptos importantes para
mejorar la calidad sensorial de los frutos (Dalakouras et al., 2020; Dubrovina & Kiselev,

2019), entre otras.

1.7 - Secuenciacion del ADN y tecnologia Next Generation
Sequencing (NGS)

La secuenciacion del ADN revoluciond el campo de la biologia molecular. Desde
su descubrimiento en los aifios 70 hasta la actualidad ha evolucionado constantemente,
hasta convertirse en, practicamente, un ensayo de rutina para un gran ndmero de
experimentos. Particularmente, estos ensayos se masificaron en los ultimos 15 afios
gracias a la aparicién de nuevas tecnologias que permitieron la secuenciacidon de
bibliotecas a precios cada vez mds accesibles, sumado esto a la obtenciéon de genomas
de referencia de mejor calidad en variadas especies (J.-E. Kim et al., 2014; Phan et al,,

2019).

Las dos primeras técnicas empleadas para este fin surgieron en la década del 70’:

el método de secuenciacién de Maxam—Gilbert, desarrollado por Allan Maxam y Walter
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Gilbert, y el método de secuenciacién de Sanger, propuesto por Frederick Sanger y sus
colaboradores. El primero implica marcaje radiactivo de las bases y modificacién
guimica especifica para cada una de ellas, seguida por una ruptura de la cadena en la
base alterada, mientras que el segundo conlleva el agregado de dideoxinucledtidos para
detener la polimerizacién del ADN. En ambos casos se necesita luego una corrida
electroforética para poder inferir la secuencia de nucleétidos (Maxam & Gilbert, 1992;
F Sanger et al., 1977). Estos desarrollos impulsaron los primeros estudios gendmicos mas
complejos, de hecho, Sanger y su equipo lograron secuenciar completamente el genoma
del bacteriéfago $X174 en 1977 (Frederick Sanger et al., 1977), utilizando su propia

metodologia, que le valié un premio Nobel en 1980.

El primer secuenciador automatico fue construido en 1986 por la empresa
Applied Biosystems en colaboracién con el laboratorio de Leroy Hood del Instituto
Tecnolégico de California (Caltech) y fue llamado AB370A. Tenia la capacidad de
secuenciar 500 kilopares de bases por dia y fragmentos de hasta 600 pares de bases
(Smith et al., 1986), basado en la estrategia de Sanger pero agregando marcadores
fluorescentes a cada base nitrogenada. El desarrollo de equipos mas potentes llevd a
que en 1990 comience a secuenciarse el genoma humano, tarea que tardé 13 afios con

la tecnologia disponible al momento (Collins et al., 2003).

1.7.1 - Next Generation Sequencing

A partir del afio 2000 surge un nuevo enfoque, la pirosecuenciacién, que a
diferencia de métodos anteriores utilizaba una reacciéon enzimatica que permitia medir
y cuantificar la cantidad de pirofosfato generado durante la sintesis de nucledtidos. En
el afio 2005 la companiia 454 Life Sciences, tras una serie de adaptaciones, lanzé una
version comercial de secuenciadores basados en este principio, dando lugar a la
“segunda generacion” o “Next generation” de secuenciadores de ADN (Margulies et al.,
2005). Varias empresas sumaron sus equipos en esta época, destacandose los equipos
de Illlumina y de lon Torrent, cada una con nuevas metodologias que con el paso de los
afios permitieron disminuir drasticamente los costos de analisis y aumentar la fidelidad
de los mismos. Se estima que la eficiencia de secuenciacidn aumentd aproximadamente

100000 veces con estas nuevas tecnologias (Treangen & Salzberg, 2012).
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Los secuenciadores actuales integran la llamada “tercera generacién”. El primero
de estos equipos fue desarrollado en 2008 por la empresa Oxford Nanopore Techniques,
mientras que al afno siguiente Pacific Biosystems estrend su nuevo dispositivo. Si bien
cada uno tiene su mecanismo particular, se diferencian de las tecnologias previas dado
gue no se necesita un paso de amplificacién durante la preparacion de las muestras,
permitiendo asi la secuenciacidon de una molécula individual, y alcanzando una longitud

de lecturas superior a las previamente reportadas (Bleidorn, 2016).

1.7.2 - Tipos de experimentos de NGS

Los avances tecnolégicos permitieron el desarrollo de una gran variedad de
experimentos utilizando técnicas de secuenciacidn masiva. Posiblemente el mas
empleado sea el RNA-seq, que consiste en secuenciar masivamente el ARN de una
muestra en condiciones determinadas (Zhong Wang et al.,, 2009). Esto permite
comparar niveles de expresidn génica en distintas situaciones o a lo largo del tiempo,
evaluar transcriptos producto de splicing alternativo, entre otros analisis. Una variante
de esta técnica es el small RNA-seq, que requiere un filtrado previo de especies de ARN
pequeiios durante la preparacion de las bibliotecas que luego son secuenciadas. Esto
permite identificar y comparar la expresion de especies no codificantes, como miARNs,
ARNs pequefios o long non-coding RNAs (Pantaledo & Ozanne, 2018). A su vez, puede
analizarse el patron de metilacién del ADN de una muestra mediante secuenciacién
masiva, previo tratamiento con bisulfito (Bisulfite sequencing; Cokus et al., 2008), y
también puede acoplarse un experimento de NGS a una inmunoprecipitacion de
cromatina para detectar sitios de union de proteinas especificas al ADN y modificaciones

de histonas (ChIP sequencing; Park, 2009).

1.7.3 - Analisis Paralelo de Extremos de ARN o Degradoma

Una técnica muy utilizada para trabajar con ARNs pequefios es la validacion de
genes blanco mediante bibliotecas de Degradoma o Analisis Paralelo de Extremos de
ARN (PARE, por sus siglas en inglés; German et al., 2009). Consiste en afiadir un cebador
especifico en su extremo 5 monofosforilado a todas las moléculas de ARN
poliadeniladas presentes en una muestra, de manera de capturar aquellos fragmentos
de ARN sin CAP de 7-metil guanosina en su extremo 5’, que corresponden a transcriptos

gue han sido cortados por accién regulatoria de un ARN pequefio o a aquellos que estan
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en proceso de degradacién. Luego se genera la primera hebra de cDNA mediante
transcripcién reversa usando un oligo (dT) con un adaptador en su extremo 3’. El
producto se digiere con la enzima Mmel, cuyo sitio de reconocimiento se encuentra
contenido en el adaptador ligado al extremo 5’, para obtener fragmentos de igual
tamafio, que son recuperados por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). A estos
fragmentos se les liga un adaptador 3° de ADN doble hebra con nucledtidos
degenerados. Los pasos finales implican amplificacién por PCR, purificacidén con gelesy

por ultimo secuenciacién de alto rendimiento (Fig. 1.4)

Los datos obtenidos tras la secuenciacién de estas bibliotecas pueden analizarse
con herramientas bioinformaticas, para lo cual se seleccioné el programa Cleaveland
para utilizar en este trabajo de tesis (Addo-Quaye et al., 2009). Se necesita un genoma
de referencia, la secuencia de los posibles transcriptos regulados por los ARNs pequeiios
de interés y una base de datos con las secuencias de los ARNs pequenos en estudio. El
degradoma es alineado contra los transcriptos de referencia, y luego se utiliza el
programa GSTAr para identificar posibles sitios de unidn entre los ARNs pequeios y el
conjunto de posibles transcriptos target. Se ha determinado que en el mecanismo de
regulacion por corte de los ARNs pequeiios que forman parte de complejos RISC, la
actividad AGO guiada por un ARN pequefio produce un corte entre los nucledtidos 10y
11 del ARN pequeiio, por los que se puede inferir con exactitud el sitio de corte en las
uniones predichas entre ARNs pequefos y transcriptos. Gracias a esto, cuando la
abundancia de las lecturas de degradoma que coinciden con el sitio predicho de corte
para un par “ARN pequefio-transcripto target” estd por encima de la abundancia de
lecturas de base, se considera evidencia de que el ARN pequefio es un elemento

regulador de un determinado transcripto.
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Fig. 1.4: Representacion esquematica del procedimiento de construccién de biblioteca de degradomas.
Adaptado de German et al. (2009).

Para representar la abundancia de reads detectadas en el degradoma se usan
graficos denominados T-plot, que relacionan las abundancias de todas las reads
presentes en el degradoma que son alineadas a un determinado transcripto con
respecto a la abundancia de reads que coincide exactamene la posicién predicha de
corte por un ARN pequeios. De esta manera se puede distinguir facilmente entre cortes
realizados por una especie de ARN pequefio reguladora (porque presentan mayor
abundancia de reads coincidentes con el sitio predicho de corte), de la degradacién
natural de los ARNs mensajeros. Ademas, el programa clasifica los graficos T-plot en 5
categorias para cada transcripto blanco de acuerdo a la “altura” del pico que coincide

con el corte del transcripto mediado por el ARN pequefio (X. Xu et al., 2013):

e Categoria 0: varias reads en el sitio predicho de corte y su abundancia es la

maxima en toda la longitud del transcripto (situacion éptima).
o Categoria 1: varias reads en el sitio predicho de corte y su abundancia la maxima

del transcripto, pero hay mas de un maximo.
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e C(Categoria 2: varias reads en el sitio predicho de corte y su abundancia es mayor
a la mediana del transcripto, pero menor a su maxima.

e Categoria 3: varias reads en el sitio predicho de corte pero su abundancia no
supera a la mediana del transcripto.

e Categoria 4: sélo una read en el sitio predicho de corte.

1.7.4 - Herramientas bioinformaticas

Las tecnologias de NGS lograron que disminuyeran los costos de secuenciaciény
favorecieron la produccién de un gran volumen de informacién, generando un desafio
en cuanto al andlisis de la misma. La bioinformatica, drea que emplea métodos
computacionales para solucionar problemas biolégicos (Hidalgo Suarez et al., 2018),
evoluciond a la par de estas nuevas tecnologias, convirtiéndose en esencial para trabajar
con ellas. Constantemente surgen nuevos programas para manipular la gran cantidad
de datos producidos, aunque lamentablemente no suelen ser herramientas amigables
con el usuario informdico promedio, por lo que se requieren analistas especializados

para su utilizacion.

El software bioinformatico existente es muy variado, lo que permite la eleccién
de aquellas herramientas que se adeclen a la necesidad de cada experimento en
particular. En lineas generales, estos programas posibilitan el procesamiento de las
bibliotecas de NGS (eliminacidon de adaptadores, control de calidad), su alineamiento
contra referencias, ensamblado y anotacién de genomas, visualizacion gendmica,
anadlisis de dominios y plegamientos proteicos, test filogenéticos, analisis estadisticos,

entre muchas otras tareas (J. Zhang et al., 2011).

1.8 - Consideraciones generales sobre los analisis realizados

Teniendo en cuenta lo expuesto en esta Introduccidon general, como parte de
esta tesis doctoral se llevé adelante un conjunto de analisis bioinformaticos sobre datos
obtenidos por secuenciacién NGS. En todos los casos se trabajé con conjuntos de datos
de secuenciacion de small RNA-seq, RNA-seq y de degradoma, provenientes de
muestras de frutos de un mismo cultivar, para cada una de las tres especies en estudio
(tomate, frutilla y naranja). Esto es importante debido a que algunas de las propiedades

organolépticas de los frutos varian considerablemente entre distintos cultivares de una
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misma especie. Ademas, se seleccionaron tres especies de frutos con caracteristicas
organolépticas muy diferentes entre si, con el fin de ampliar el horizonte de busqueda
de rutas regulatorias mediadas por ARNs pequefios relacionados con un amplio espectro
de cualidades importantes para la comercializacién de frutos. De esta manera, si bien
inicialmente se orientaron los analisis a la identificacion de rutas regulatorias de las
propiedades organolépticas de estas especies, en el caso de C. sinensis también se
realizd la caracterizacidén a nivel gendmico de las familias génicas relacionadas con los
procesos de ARNi en esta especie y se estudié la relacién entre las rutas de ARNs

pequefios y el proceso de abscision.
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1.9 - Hipotesis de trabajo

Existen moddulos regulatorios en los que participan ARNs pequefios que

contribuyen a la adquisicion y el desarrollo de atributos de importancia comercial en

frutos de tomate, frutilla y naranja.

1.10 - Objetivo general

El objetivo general del proyecto es identificar y estudiar la funcién de ARNs

pequefios que participen en el establecimiento de atributos de importancia comercial,

de manera comparativa en tomate (Solanum lycopersicum), frutilla (Fragaria vesca y

Fragaria x ananassa) y en naranjo (Citrus sinensis).

1.10.1 - Objetivos especificos

Analizar datos de secuenciacién de Uultima generaciéon (Next Generation
Sequencing, NGS) de bibliotecas de ARNs pequeiios de frutos de tomate, frutilla
y naranjo, y predecir genes target a lo largo de la maduracién.

Identificar loci productores de ARNs pequeiios en fase en frutos de tomate,
frutilla y naranja.

Predecir y validar genes blanco regulados por los ARNs pequeios identificados,
a través del uso de datos de secuenciacion de bibliotecas de degradoma.
Estudiar a nivel gendmico y filogenético a las familias de proteinas implicadas en
la biosintesis y actividad de ARNs pequeiios en Citrus sinensis.

Identificar ARNs regulatorios relacionados con atributos de importancia

comercial para los frutos de tomate, frutilla y naranja.
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Capitulo 2: ARNs pequenos en tomate
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2.1 - Introduccidn

2.1.1 - Familia Solanaceae

La familia Solanaceae esta constituida por aproximadamente 90 géneros y entre
3000 y 4000 especies (Knapp et al., 2004), dentro de las cuales se encuentran tomate
(Solanum lycopersicum), papa (S. tuberosum) y berenjena (S. melongena) como
miembros destacados por su importancia agronémica y econdmica, dado que su
consumo esta ampliamente distribuido a nivel mundial. Por otro lado, algunas de estas
especies son empleadas como modelo de estudio: el tomate es modelo de estudio de
desarrollo de frutos carnosos y maduracion climatérica (Alexander & Grierson, 2002;
Kimura & Sinha, 2008), diversas variedades de Nicotiana se emplean para estudiar
interacciones con patégenos (Goodin et al., 2008; L. Wang & Wu, 2013), la papa es el
modelo de estudio de tubérculos por excelencia (Prat et al., 1990) y la planta ornamental
petunia (Petunia hybrida) se emplea para estudiar la pigmentacién de las flores (Spelt et
al., 2002), ademas de haber sido esta la especie donde se descubrieron los ARNs de

interferencia (Napoli et al., 1990; Van Der Krol et al., 1990).

2.1.2 - Caracteristicas generales del tomate

El tomate (Solanum lycopersicum) es uno de los principales cultivos producidos
y consumidos a nivel mundial en numerosas presentaciones, desde su fruto crudo hasta
en puré o salsas envasadas (Alam & Goyal, 2007; Arah et al., 2016). Su origen se sitla en
la zona andina de Sudamérica, siendo posiblemente la variedad “cherry” (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) su ancestro salvaje (Rick & Holle, 1990). Fue introducido
a Europa por los conquistadores espaioles en el siglo XVI y a partir de alli su cultivo se
extendid a Asia, Africa y medio oriente (Naika et al., 2005). Es una planta perenne que
crece principalmente en climas templados y puede llegar a medir hasta 3 metros de
altura (Perveen et al., 2015). La forma y tamafio de sus frutos es variable: desde 2 cm de
didmetro en los tomates cherry hasta alrededor de 10 cm en variedades que producen
frutos mds grandes. La fruta hace una transicién del color verde al rojo durante la
maduracion, presentando este ultimo diversas intensidades segun el cultivar (Banerjee

et al,, 2018).
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China, India, Estados Unidos y Turquia son los principales productores de esta
fruta a nivel mundial (Informe de la Food And Agriculture Organization, 2014). En 2018,
sélo China fue responsable del 35,5% de la produccién, mientras que estos 4 paises
generaron el 60,9% del total de tomate consumido globalmente. Argentina ocupa la
posicion 30 a escala internacional y el 3er lugar en Latinoamérica, detras de Brasil y
Chile, con una produccién cercana a las 653.000 toneladas anuales (un 0,37% del total
general). Los principales sectores productivos de nuestro pais son la regidén cuyana, el
noroeste y la provincia de Rio Negro (Lucero Reinoso & Quiroga, 2019), y
aproximadamente el 70% de la produccién local tiene destino industrial, en forma de
conservas, puré o salsas. Respecto a este ultimo uso, en 2017 el valor de exportacién
fue de 0.96 USD por Kg, lo que evidencia la importancia econdmica de esta actividad

para nuestra nacion (Informe del Ministerio de Agroindustria, 2018).

2.1.3 - Maduracidn de frutos de tomate y aspectos nutricionales

En el caso del tomate, la maduracidon es climatérica, presentando un pico de
respiracion acompafiado por una elevada produccién de etileno, en contraste con la
maduracion no climatérica donde los niveles respiracién no presentan grandes cambios
y la cantidad de etileno se mantiene baja a lo largo de todo el proceso. Ademas, los
frutos climatéricos pueden ser arrancados de la planta y continuar madurando con la

ayuda de etileno exdgeno (Alexander & Grierson, 2002).

2.1.3.1 Estadios de maduracidn de los frutos de tomate

Los estadios de maduracion de frutos de tomate se caracterizan de acuerdo a su
coloracion, independizandose asi de la cantidad de dias transcurridos desde la antesis,
dado que diferentes variedades presentan pequefias diferencias de tiempo de
maduracion. Segun el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), el
estadio “Verde inmaduro” tiene 0% de coloracién roja, “Rompiente” o “Pintdon”
presenta entre 1 y 10% de su superficie rojiza, “Rosa” posee entre 30 y 60% de
pigmentacion y “Rojo maduro” estd 100% coloreado (Fig. 2.1; Quiroga & Fraschina,

1997; USDA, 1991).

Ademas de adquirir coloracion con el progreso de la maduracién, los estadios del

fruto de tomate varian en su composicion de nutrientes, azlcares y acidez. El contenido
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de licopeno se incrementa notablemente durante el fendmeno madurativo, mientras
que la cantidad de clorofila se reduce. A su vez, la acidez titulable también disminuye,
produciendo una pequefia suba del pH, mientras que el contenido de azldcar aumenta

(Gautier et al., 2008).

Estadio de Verde Rompiente Rosa Rojo
Maduraciéon [Inmaduro Maduro
Dias Post

: 30 DPA 35 DPA 40 DPA 50 DPA
Antesis

Fig. 2.1: Estadios de maduracién de tomate de acuerdo a los dias transcurridos luego de la
antesis. Adaptado de Li et al. (2018).

2.1.3.2 - Aspectos nutricionales de los frutos de tomate

Los tomates contienen una gran diversidad de vitaminas y minerales. La
composicion de los frutos puede variar levemente entre los diversos cultivares, asi como
también se ve influida por factores ambientales y por las condiciones en que son
almacenados (Nour et al., 2013). Son una fuente importante de oligoelementos, como
zinc, que juegan un papel fundamental como cofactor de un gran nimero de enzimas, y
contribuye al correcto funcionamiento del organismo (Informe del National Research
Council, 1989). El licopeno es el principal carotenoide presente en esta fruta, y es
responsable de su coloraciéon roja en estadios maduros. Una dieta rica en este
compuesto tendria efectos defensivos frente a especies reactivas de oxigeno,
responsables de dafo celular (Viuda-Martos et al., 2014). Ademas son ricos en a-
tomatina, que debido a su poder antioxidante, junto al licopeno, previenen la aparicion
de células cancerigenas de varios tipos y mejoran los marcadores coronarios (Friedman,

2013).
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2.1.3.3 - Aspectos organolépticos de los frutos de tomate

Desde el punto de vista agronédmico, existen atributos importantes tales como el
tamanio, el rendimiento, la resistencia a diferentes tipos de estrés y la vida poscosecha
de los frutos. La seleccién de cultivares con caracteristicas adecuadas para la produccién
agrondmica, en algunos casos ha dejado de lado la seleccion de caracteristicas
organolépticas 6ptimas desde el punto de vista del consumidor. Por lo tanto, es
necesario mejorar estos aspectos para tener en cuenta las preferencias de los
consumidores, quienes requieren que el producto tenga cualidades sensoriales
agradables, como buen gusto y aroma, color rojo intenso y textura firme. En la definicion
del sabor participa un gran nimero de compuestos, pero fundamentalmente esta regido
por una combinacion de azucares (principalmente fructosa y glucosa), acidos organicos
(como citrico y madlico), aminoacidos (como glutamato) y numerosos compuestos
volatiles, gran parte de ellos, derivados de fenilpropanoides (Peled-Zehavi et al., 2015;
Tieman et al., 2012). En lineas generales, se establece que un tomate apetecible debe
tener cierto grado de dulzura y componentes productores de aroma, pero una acidez

intermedia (Baldwin et al., 1998; Causse et al., 2010).

Al ser un fruto de maduracién climatérica, el etileno es una hormona vegetal muy
importante en el establecimiento de las propiedades organolépticas del tomate. Se ha
demostrado que la sintesis de etileno promueve el desarrollo de aspectos relacionados
con las propiedades organolépticas de los frutos, influyendo sobre la solubilizacién de
pectinas de la pared celular, provocando cambios en su textura (Fig. 2.2; Oeller et al.,
1991). La produccién de esta hormona deriva también en variaciones en los niveles de
compuestos volatiles y azucares solubles, promoviendo el desarrollo de compuestos
aromaticos agradables y de sabor, entre otros cambios fisioldgicos que se dan durante

la maduracioén (Fig. 2.2; Alexander & Grierson, 2002).

41



TEXTURA

Mantenimiento de
la integridad de
pectinas

COLOR Maduracion de
C2H2 —> Mayor cantidad
de licopeno frutos
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volatiles

Fig. 2.2: Modelo simplificado de la influencia de etileno sobre aspectos organolépticos de frutos de
tomate. Adaptado de Prasanna et al. (2007).

La percepcion de esta hormona se produce a través de los factores de
transcripcion Ethylene Response Factors (Factores de Respuesta a Etileno, o ERF por sus
siglas en inglés), que son especificos de plantas y actuan en el Ultimo punto de regulacién
de la via de sefalizacion de etileno. No sélo se inducen por accion de esta hormona, sino
que ademas responden a otras hormonas, como 4cido jasmodnico, acido abscisico y dcido

salicilico (Pirrello et al., 2006).

Ademas del etileno, se ha demostrado que las auxinas tienen un papel
fundamental en la maduracidon de los frutos de tomate. Las principales proteinas
implicadas en la sefializacién de esta hormona son los factores de respuesta a auxinas
(AUXIN RESPONSE FACTORS, o ARFs) y las proteinas inducidas por auxinas (AUXIN-
INDUCED proteins, o AUX/IAAs), (Breitel et al., 2016). La inhibicion de los genes SIARF2A
y SIARF2B, por ejemplo, manifesté defectos madurativos y disminucién en la cantidad
de etileno producido (Hao et al., 2015). Ademds, estas dos hormonas interacttdan y se
regulan mutuamente durante varios puntos del desarrollo vegetal, pero aun se

desconoce gran parte de esta interaccion (M. Liu et al., 2018).
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2.1.3.4 - Vias metabdlicas implicadas en la adquisicién de propiedades organolépticas

Los principales atributos a considerar cuando se habla de propiedades
organolépticas de frutos son sabor, aroma, color y textura. Se conocen las vias
metabdlicas implicadas en cada uno, y a continuacion se describen brevemente las mas

importantes.

a) Sabor y aroma

Estas dos cualidades estdan muy relacionadas y dependen de la interaccion y el
contenido de metabolitos primarios y secundarios que involucran azlcares,
aminodcidos, acidos organicos y compuestos aromaticos volatiles. Estos ultimos derivan
del metabolismo de la fenilalanina, los acidos grasos y los carotenoides. En cada una de
estas vias se conocen enzimas regulatorias clave, como la descarboxilasa de
aminodcidos aromaticos (AADC) y fenilacetaldehido reductasa (PAR) en la via de la
fenilalanina, dioxigenasas de ruptura de carotenoides (CCD) en la via de estos
pigmentos, 13-lipoxigenasa (13-LOX) y 13-hidroperdxido liasa (13-HPL) en la via de
acidos grasos (Fig. 2.3; Klee, 2010) Ademas se destaca la enzima alcohol deshidrogenasa
(ADH), que contribuye a la produccion de compuestos volatiles al interconvertir
aldehidos y alcoholes provenientes de lipidos y aminoacidos (Fig. 2.3; Diaz de Ledn-
Sanchez et al., 2009). Dentro de los principales compuestos volatiles que contribuyen al
aroma y sabor de los frutos se destacan hexanol y cis-3-hexanal, ambos provenientes
del metabolismo de acidos grasos, 2-feniletanol generado a partir del metabolismo de
fenilalanina, y B-damascenona, proveniente de la via de los carotenos, entre otras

moléculas representadas de color rojo en la Figura 2.3.

Debido a la gran cantidad de compuestos implicados en la adquisicidn de sabor,
la modificacién de uno sélo o unos pocos no produce cambios sustanciales en la
percepcion de esta propiedad, por lo que la utilizacién de técnicas de ingenieria genética
para mejoramiento, donde se modifica la expresién de un Unico gen no ha sido muy

efectiva.
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Fig. 2.3: Resumen de las principales vias metabdlicas de compuestos volatiles involucrados en la
adquisicion de sabor y aroma. Los compuestos aromaticos volatiles se muestran en rojo. Las
lineas punteadas indican multiples pasos de reaccién. Las enzimas implicadas en cada reaccidon
se indican con un recuadro negro. AADC, decarboxilasa de aminoacidos aromaticos; MAO,
monoaminooxidasa; PAR, fenilacetaldehido reductasa; CCD, dioxigenasa de ruptura de
carotenoides; 13-LOX, 13-lipoxigenasa; 13-HPL, 13-hidroxiperoxido liasa; ADH, alcohol
deshidrogenasa. Adaptado de Klee (2010).

b) Color

Este atributo ayuda a los consumidores a seleccionar visualmente los frutos, por
lo que es de vital importancia para los productores la obtencidn de tomates con su color
rojo caracteristico. Los pigmentos, principalmente los carotenoides, ademas de cumplir
importantes funciones vinculadas a la fotosintesis y presentar beneficios nutricionales,
son los responsables de la coloracidn de ciertos drganos de las plantas, volviéndolos mas
atractivos para la polinizacion o la dispersion de semillas (Ronen et al., 2000). Se
sintetizan a partir de la via de isoprenoides, en los cromoplastos de flores y frutos,
proceso que se representa en la Figura 2.4, donde el color del texto indica el color de
cada pigmento y las enzimas implicadas se muestran encuadradas a la izquierda de cada
paso. El geranil-geranil difosfato (GGDP) es el precursor de los principales pigmentos,
como carotenos, violaxantina y licopeno, y a su vez este ultimo es el sustrato de una

serie de reacciones para producir luteina (Fig. 2.4).
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En estadios tempranos, las frutas verdes tienen en su mayoria B-caroteno,
luteina, y violaxantina, para luego comenzar a acumular licopeno y adquirir coloracién
rojiza (Fraser et al., 1994). Durante este proceso hay una fina regulacién transcripcional
de los genes que codifican para las enzimas fitoeno sintasa (Psy) y fitoeno desaturasa
(Pds): los niveles de expresién de Psy y Pds aumentan a medida que progresa la
maduracion (Bramley, 1997). Los transcriptos codificantes de licopeno B-ciclasa y e-
ciclasa (CrtL) presentan expresion muy baja al inicio del proceso, pero se incrementa

considerablemente en estadios maduros (Pandurangaiah et al., 2016).

GGDP
Psy
Fitoeno
{-Caroteno
Licopeno--------- >
CrtL
B-Caroteno
CrtR

N

1)
©

ey

=

Ccs l

Capsorrubina

Fig. 2.4: Resumen de la principal via metabdlica de pigmentos involucrados en la adquisicidn de color. Los
compuestos coloreados se representan con su color caracteristico. Las lineas punteadas indican multiples
pasos de reaccién. Las enzimas implicadas en cada reaccién se indican con un recuadro negro. GGDP,
geranil-geranil difosfato; Psy, fitoeno sintasa; Pds, fitoeno desaturasa; Zds, {-caroteno desaturasa; CrtL,
licopeno ciclasa; CrtR, B-caroteno hidroxilasa; Zep1, zeaxantina epoxidasa; Vdel, violaxantina depoxidasa;
Ccs, capsantina/capsorrubina sintasa. Adaptado de Ronen et al. (2000).

c) Textura

La textura no sélo influye en la aceptacion de los consumidores, sino que
también es importante en la vida poscosecha, la transportabilidad y la resistencia de los
frutos. Los cambios en la firmeza del fruto estan asociados con una disminucién de la
rigidez de la pared celular, siendo las proteinas del tipo poligalacturonasas las

principales responsables de este fendmeno (Crookes & Grierson, 1983), aunque
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participan también otros tipos de enzimas, por ejemplo, las que modifican los distintos
componentes de la pared celular primaria, como las hemicelulosas y pectinas (Mufioz-

Bertomeu et al., 2013).

La cuticula, de composicion lipidica, otorga brillo a los frutos ademds de
resistencia frente a patégenos y a la pérdida de agua (Kosma et al., 2010; Riederer &
Schreiber, 2001). Es precisamente a través de la regulacidén de la hidratacion del fruto
gue actla como otro controlador de la firmeza de los mismos, reforzando la pared
celular y proporcionando extensibilidad al érgano (Dominguez et al., 2011; Lara et al.,
2019). Su sintesis se puede dividir en dos grandes procesos: produccién de cutina y de
ceras cuticulares. En ambos casos participan varios tipos de enzimas, que involucran

diversas vias metabdlicas (Joubés & Domergue, 2018).

2.1.4 - ARNs pequefios en frutos de tomate

Los miARNs son la subclase de ARNs pequefios mds estudiada. Se sabe que
muchos de ellos tienen influencia directa en el desarrollo de frutos al regular la
expresion génica a nivel postranscripcional, como se ha demostrado para miR159 a
través de la regulacion de un factor de transcripcion GAMYB; para miR156 mediante la
regulaciéon de factores de transcripcién del tipo Squamosa Promoter binding protein-like
(SPL) o para miR172 por medio de la regulacion del gen Apetala 2 (AP2; E. M. da Silva et
al., 2017; Karlova et al., 2014). Ademas, también se ha asociado a los miARNs con la
maduracion de frutos (Moxon et al., 2008), mediante la modificacion de su firmeza,
como es el caso de sly-miR157 que controla especificamente al gen SPL-CNR (W. Chen
et al., 2015), la regulacién en su tamafio a través de sly-miR396 y la expresion de factores
de transcripcidn del tipo Growth-Regulating Factors (GRFs; Cao et al., 2016), y el fino
control de genes como los pertenecientes a la familia AUXIN RESPONSE FACTORS (ARFs)
por parte de miR160, fundamentales para el correcto desarrollo del proceso madurativo

(Cedillo-Jimenez et al., 2020).

Otras clases de ARNs pequefios que han sido vinculados a la resistencia frente a
patégenos son algunos siRNAs que aumentan su acumulacion ante Phytophthora sojae
o Botrytis cinerea (F. Wu et al.,, 2017; L. Yang & Huang, 2014). También se han

identificado phasiARNs que estdn involucrados en la respuesta a estrés por sequia, a
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través de la intervencién de miR1514a para modular la expresidn de un factor de
transcripcion de la familia NAC (Sosa-Valencia et al., 2017) o la promocién de la floracién
y reproduccién por parte de otros /oci productores de phasiARNSs (Y. Liu et al., 2020). Sin
embargo, los estudios de estas Ultimas moléculas regulatorias en tomate suelen
realizarse en hojas (W. Luan et al., 2020; F. Wu et al., 2017), y los estudios que analicen

su existencia y funcién en frutos aln son escasos.

2.1.5 - Estudios gendmicos de ARNs pequefios

El genoma de tomate es diploide y posee 12 pares de cromosomas. La variedad
Heinz 1706 fue la escogida para organizar un genoma de referencia, que recientemente
fue actualizado a su versién SL4.0 empleando técnicas de secuenciacion y ensamblaje
modernas (Hosmani et al., 2019). Cuenta con alrededor de 34.000 genes, de los cuales
cerca de 31.000 estan validados por RNA-seq y un tamafio aproximado de 900
megapares de bases (Mpb), ademdas de tener muy buenas anotaciones gendmicas que
facilitan en gran medida trabajar con esta especie (Causse et al., 2013).

En los ultimos 15 afios, con el desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacion
masiva y la disminucidn en los costos de las mismas, se incrementd en gran medida la
cantidad de estudios sobre ARNs pequeiios en numerosas especies (Cui et al., 2017; W.
Wang & Luan, 2015; J. H. Zuo et al., 2011). La principal ventaja de esta metodologia es
gue permite analizar en simultdneo un gran nimero de ARNs pequeios en un contexto
gendmico y particularmente, en frutos de tomate se ha estudiado la actividad de
miARNs en relacién a su funcién como reguladores durante el desarrollo y la maduracién
de este drgano (Lopez-Gomollon et al., 2012; Moxon et al., 2008), analizando en algunos
casos los genes blanco de cada uno de ellos (Karlova et al., 2013). Existen también
trabajos que aprovecharon la tecnologia de secuenciacién masiva para comparar los
perfiles de miARNs en frutos de tomate provenientes de plantas salvajes y mutantes
para genes especificos ligados a la maduracién (C. Gao et al., 2015), y otros que se
enfocan mayormente en el etileno como principal responsable de la maduracién,

regulado por ARNs pequeiios y modificaciones epigenéticas (Zhong et al., 2013).

Los demas tipos de ARNs pequefios en tomate no han sido estudiados en tanta
profundidad aun, y las investigaciones existentes apuntan fundamentalmente a su

relacién con la respuesta de la planta frente a diferentes tipos de estrés, utilizando a las
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hojas como érgano de analisis (W. Luan et al., 2020; Prigigallo et al., 2019; F. Wu et al.,

2017).

En esta tesis doctoral se llevaron a cabo analisis gendmicos de ARNs pequefios
durante la maduracién de frutos de tomate, orientando los esfuerzos a identificar ARNs
regulatorios que participen en la adquisicion de propiedades organolépticas de frutos y
otros atributos de interés comercial, aspectos que aun no han sido caracterizados en
tomate y tampoco en la mayoria de los frutos. Este trabajo exploratorio sienta las bases
para futuros proyectos que utilicen estos resultados para el disefio de herramientas
biotecnoldgicas que pueden utilizarse para modular la expresion de genes de interés

para el mejoramiento de las cualidades organolépticas de los frutos.

2.2 - Materiales y métodos

Los comandos utilizados para los porcedimientos descriptos en esta seccién se

detallan en el Anexo I.

2.2.1 - Datos de secuenciacidn masiva

Se realizaron busquedas bibliograficas en Pubmed

(https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/) de publicaciones cientificas que incluyeran el usoy

produccién de datos de secuenciaciéon masiva (NGS) correspondientes a ARNs pequeiios
(small RNA-seq) de frutos de tomate en distintos estadios de madurez y que cuenten
con datos provenientes de réplicas bioldgicas. También se hicieron busquedas de datos
de secuenciacion masiva en la base de datos Sequence Read Archive (SRA,

https://www.nchi.nlm.nih.gov/sra), ya que es posible encontrar datos que no estén

asociados a una publicacién y por lo tanto no habrian sido identificados a través de
busquedas en Pubmed. Se utilizé la herramienta fastg-dump del paquete SRA-toolkit

(http://ncbi.github.io/sra-tools/) para convertir el formato SRA original a formato fastq

y de esta manera se descargaron los conjuntos de datos de secuenciacidn de bibliotecas
de small RNA-seq, de RNA-seq o de degradomas de frutos de tomate S. lycopersicum cv.
Ailsa Craig (Tabla 2.1). Cuando fue posible, se analizaron datos correspondientes al
mismo cultivar ya que las propiedades organolépticas de los frutos pueden variar

considerablemente entre cultivares de una misma especie.
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Tabla 2.1: Nimeros de acceso de los datos de NGS utilizados

Estadio Small RNA-seq RNA-seq Degradoma
Verde SRR1759281 SRR627531
1 (1
inmaduro SRR1344486 2l .
SRR1344487 U SRR6§]75 32
SRR1759282
Rompiente SRR1344488 1 2
SRR1344489 1
SRR1344490 SRR1759283
Rosa 1] 2
SRR1344491 1
Rojo maduro | SRR1344492 [ SRR1?2?9284 SRR6§]7534
SRR1344493 [ SRR6§]7535

Referencias: [1] Gao et al., 2014, [2] Ye et al., 2015, [3] Karlova et al., 2013.

2.2.2 - Pre-procesamiento de datos de NGS

Se evalud la calidad de secuenciacion de los archivos fastq descargados
utilizando la herramienta FastQC v 0.11.5 (Andrews, 2010). En los casos en que fue
necesario filtrar secuencias de acuerdo a su calidad, se utilizé el programa FASTQ Quality
Filter v. 0.0.14 del paquete FASTX_toolkit (Gordon, 2011) conservando las secuencias
con un score de calidad mayor o igual a 28 (-q 28) en el 85% de su longitud (-p 85). Para
cortar la secuencia correspondiente a los adaptadores de secuenciacién se utilizé el
programa fastx_clipper v. 0.0.14 (Gordon, 2011), modificando los parametros por
default para obtener reads de al menos 18 nucledtidos de longitud (opcién “-I 18”),
mantener solo aquellas reads en las que estaba presente el adaptador (pardmetro -c) y
cortar la secuencia correspondiente al adaptador solo cuando estaban presentes al

menos 5 nucleétidos del mismo en una determinada secuencia (opcion —M 5).

2.2.2.1 - Filtrado de secuencias contaminantes
Con el fin de eliminar las secuencias de ARN ribosomales (ARNr), ARN de
transferencia (ARNt), ARN nucleares pequefios (snARN) y ARN nucleolares pequefios

(snoARN), que no son de interés para el anadlisis, se descargd la base de datos de Rfam
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14.0 (Griffiths-Jones et al., 2003) de la que sélo se conservaron las secuencias
pertenecientes a Solanum lycopersicum y se reemplazaron las letras U por T,
correspondientes a uracilo y timina, respectivamente, mediante reemplazo masivo de
caracteres usando el comando “sed”. Para realizar el filtrado de las secuencias
contaminantes se utilizaron los archivos fastq sometidos al pre-procesado detallado en
el punto anterior y se utilizé el programa Bowtie v 1.1.1 (Langmead, 2010) para alinear
dichas secuencias sobre el conjunto de secuencias contaminantes de tomate obtenidas
de la base de datos Rfam. El conjunto de secuencias no deseadas en formato fasta, fue
indexado usando la herramienta bowtie-build v 1.1.1 y para el alineamiento con bowtie
se utilizé el modo “end to end” (-v) permitiendo 2 mismatches, y con la opcidn “--un” se
guardaron las reads limpias que no alinearon a la referencia de secuencias

contaminantes.

2.2.3 - Analisis de miARNs de tomate

2.2.3.1 - Descarga y actualizacion de la informacién correspondiente a miARNs de
tomate

Se descargé la informacion correspondiente a miARNs de tomate de la base de
datos de miRbase (version 21; Kozomara & Griffiths-Jones, 2014). Con el fin de actualizar
esta lista, se realizaron busquedas bibliograficas en la literatura mas reciente de esta
tematica y se incorporaron al analisis los miARNs ausentes en miRBase. La informacion
se almacend en formato fasta para poder indexarla posteriormente usando bowtie-build

para emplear el programa Bowtie, y utilizarla como referencia para los alineamientos.

2.2.3.2 - Mapeo al genoma de referencia, anotacion y cuantificacién de miARNs

Luego del pre-procesado, se alinearon los archivos en formato fastq al genoma
de referencia (SL 3.00, cv. Heinz 1706) usando Bowtie v 1.1.1 en el modo “end to end”
permitiendo 2 mismatches (-v 2) y eliminando reads que alinean a la referencia mas de
50 veces (-m 50). Posteriormente, con la herramienta fastx_collapser v. 0.0.14 (Gordon,
2011), utilizando las opciones por default, se colapsaron y cuantificaron las reads
repetidas de los archivos resultantes. Se alined cada uno de estos ficheros colapsados a
la lista de miARNSs actualizada, empleando Bowtie v 1.1.1, en el modo “end to end”, sin
permitir mismatches (-v 0) ni reads que alineen mds de una vez (-m 1). Para conservar

soélo aquellos miARNs que tuvieron alineamientos perfectos, se utilizé la herramienta
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Samtools v 1.5 (Heng Li et al., 2009), mediante la cual se descartaron las reads no
alineadas (valor de flag: 4), las que alinearon a la hebra reversa (valor de flag: 16) y
aquellas cuya posicién de inicio de alineamiento no haya sido 1 (columna 4). La
informacién obtenida se organizé como tabla indicando los niveles de expresién
normalizados en reads por milldn (RPM) de cada miARN para cada réplica de cada

estadio de madurez.

2.2.4 - Analisis de expresion diferencial de miARNs

Para evaluar la expresiéon diferencial de cada miARN a lo largo de la maduracion
de los frutos se utilizé el paquete EdgeR 3.6 (Robinson et al., 2009) dentro del software
Rstudio 1.1.456 (Allaire, 2012), utilizando la version 3.6.0 de R. Se realizaron
comparaciones entre los distintos estadios de madurez y se consideré como diferencia
estadisticamente significativa a aquellas comparaciones con un valor de g-value < 0,05

y una tasa de cambio mayor a 2.

2.2.5 - Deteccion de loci en fase

Los archivos fastq pre-procesados correspondientes a réplicas bioldgicas de un
mismo estadio fueron combinados en un solo archivo ya que una mayor cantidad de
lecturas puede beneficiar la identificacién de clusters de ARNs pequefios en fase. Luego
se utilizo el programa Shortstack 3.8.3 (Axtell, 2013), permitiendo 2 mismatches, en el
modo “--nohp” para desactivar la busqueda de nuevos miARNs y desactivando también
la opcidn que marca como “no alineadas” aquellas reads que presentan mas de n
alineamientos posibles y no pueden ser asignados a un lugar en particular (“--ranmax
none”). Sélo se guardaron para posteriores analisis aquellos /oci con al menos 5 reads,
tamafio entre 100 y 1000 pares de bases y p-score mayor a 30. Se conservaron sélo los
ARNs pequenos de 21 nucledtidos, y se los separd de acuerdo a la hebra a la que
alinearon. Se eliminaron entradas duplicadas en base a la posicién de inicio de mapeo,

priorizando siempre los alineamientos que no tuvieron mismatches.

2.2.6 - Mapeo de datos de RNA-seq al genoma de referencia

Los datos de secuenciacion de RNA-seq obtenidos de bibliotecas
correspondientes a frutos de S. lycopersicum cv. Ailsa Craig en estadios Verde Inmaduro,

Rompiente y Rojo Maduro fueron descargados de la base de datos SRA (Tabla 2.1) y las
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secuencias se filtraron por calidad como se indica en el punto 2.2. Para alinearlas al
genoma de referencia se utilizé el programa HISAT2 2.1.0 (D. Kim et al., 2015) con la

(i

opcién “--no-softclip” para evitar que se oculten las porciones de las reads que no

alineen de extremo a extremo a la referencia.

2.2.7 - Visualizacion de los resultados de alineamientos al genoma de

referencia

Para visualizar graficamente los niveles de expresion y la ubicacion en el genoma
de los datos de RNA-seq y de small RNA-seq se empled el programa Integrative Genomics
Viewer (IGV; Thorvaldsdéttir et al., 2013). Para esto fue necesario ordenar los archivos
en formato bam de acuerdo a su posicion de mapeo usando la herramienta samtools
sortv. 1.5 y luego indexarlos empleando samtools index v. 1.5. Los datos se visualizaron
sobre la versién 3.00 del genoma de tomate utilizando el archivo de anotaciones ITAG

3.2 (ambos disponibles en la base de datos SolGenomics: https://solgenomics.net/),

previamente cargado en IGV viewer.

2.2.8 - Analisis de expresion de genes blanco de miARNs

Para evaluar la expresion durante la maduracién de los genes blanco de miARNs
se utilizaron datos de RNA-seq de frutos de tomate ya publicados de la variedad Ailsa
Craig correspondientes a los 4 estadios de maduracién analizados en las bibliotecas de
small RNA-seq (Ye et al., 2015). Se analizé la expresion diferencial de los genes de interés
utilizando una dispersién artificial de 0.05, siguiendo las recomendaciones del manual

de usuario de EdgeR (Y. Chen et al., 2020).

2.2.9 - Validacién de genes blanco con bibliotecas de degradoma

Los genes blanco de los miARNSs analizados y de los phasiARNs detectados fueron
validados bioinformaticamente con bibliotecas de degradoma de fruto (estadio
inmaduro y maduro, dos réplicas bioldgicas cada uno, Tabla 2.1) y el software
Cleaveland v4.4 (Addo-Quaye et al., 2009), conservando sélo los resultados con valor p
< 0,1 y tipo de degradoma 0 o 1. Los datos de secuenciacién correspondientes a
bibliotecas de degradoma fueron pre-procesados como se explica en el punto 2.2 (Pre-

procesamiento de datos de NGS). Luego se convirtié el formato fastq a fasta con la
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herramienta FASTQ-to-FASTA v. 0.0.14 (Gordon, 2011) y las réplicas fueron

concatenadas.

Se considerd como posibles blancos de miARNs y phasiARNs al conjunto de
transcriptos codificados en el genoma de tomate y para esto se descargé el archivo de

anotaciones ITAG 3.2 de la base de datos SolGenomics (https://solgenomics.net/).

Ademas fue necesario reemplazar espacios y otros caracteres en la linea
correspondiente al identificador de secuencia en este archivo para lograr que el
programa Cleaveland reporte el grafico T-plot (ver mas adelante), para lo cual se realizé

“on

una serie de reemplazos masivos por el caracter (guidn bajo). Los genes blanco de

phasiARNs fueron clasificados en base a su funcion molecular de acuerdo a la
categorizacion por ontologia génica (GO) provista por SolGenomics. Se utilizé el sitio

web http://pantherdb.org/ para analizar enriquecimiento de términos.

2.3 - Resultados
2.3.1 - Analisis de miARNs

Al comenzar el presente trabajo de tesis existian varias publicaciones
relacionadas con la identificacién de miARNs en frutos de tomate y algunas que
realizaban analisis de expresién durante la maduracion de tomate. Sin embargo,
aquellas que identificaban miARNs en tomate utilizaban frutos correspondientes a un
Unico estadio de madurez (Khaldun et al., 2016; Y. Wang et al., 2017) y los analisis de
expresion a través de distintos estadios de maduracion habian sido realizadas para
algunos miARN seleccionados y usando expresidn por hibridacién tipo Northern blot
(Moxon et al., 2008; X. Zhang et al., 2011). Por otro lado, no existia informacion acerca
de phasiARNs presentes durante la maduracién de frutos de tomate. Por lo tanto, se
realizé una serie de analisis a nivel gendmico destinados a estudiar la presencia y los
cambios en la acumulacién de ARNs pequeiios en distintos estadios de la maduracién
de tomate usando datos de secuenciacién masiva (Fig. 2.5). Por un lado se llevd a cabo
un analisis orientado a identificar aquellos miARNs presentes durante la maduracién y
por otro se identificaron loci generadores de phasiARNs. En ambos casos se continué
con un analisis de identificacién y validacién de los transcriptos regulados por estos

ARNs pequefios (Fig. 2.5).
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Fig 2.5. Procedimiento seguido para el procesamiento de los datos de secuenciacidon de ARNs pequefios
de tomate.

2.3.1.1 - Pre-procesado de los datos de secuenciacidon de small RNA-seq

El analisis de datos de secuenciacion de ARNs pequefios provenientes de
bibliotecas de small RNA-seq de frutos de tomate (Solanum lycopersicum cv. Ailsa Craig)
se realizé6 con datos correspondientes a cuatro estadios de maduracion: verde
inmaduro, rompiente, rosa y rojo maduro (Tabla 2.1). El control de calidad de los datos
crudos (punto 2.2 de Materiales y métodos) realizado con el programa FastQC v 0.11.5
permitio determinar que la calidad de secuenciacidn por base se ubicaba en la regidn de
maxima calidad para todas las posiciones secuenciadas y la calidad por secuencia de
cada biblioteca era superior a 30, y ademas, el porcentaje de bases no asignadas (N) fue
minimo en todos los casos, por lo que se decidié continuar con el analisis sin realizar
